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RESUMO

O acido ferdlico tem atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antitrombdtica,
anticancerigena, neuroprotetora, cardioprotetora e fotoprotetora. No entanto, apesar
dessas atividades bioldgicas, sua utilidade terapéutica é limitada devido a certas
propriedades fisico-quimicas desfavoraveis, notadamente a baixa solubilidade
aquosa. E qualificado como farmaco da Classe Il pelo Sistema de Classificagéo
Biofarmacéutica e, portanto, sua dissolucéo € etapa limitante da absorcédo, podendo
apresentar problemas de biodisponibilidade. Assim, considerando o elevado nimero
de propriedades farmacoldgicas atribuidas ao &acido ferdlico, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver e caracterizar dispersfes soélidas contendo acido ferdlico,
hidrofébico, e um surfactante ndo-ibnico Poloxamer 407 e compara-las quanto a
melhoria na dissolucdo do acido ferulico. As dispersdes soélidas foram obtidas pelos
métodos de trituracdo, malaxagem, coevaporacao, fuséo, liofilizacdo e spray-drying
nas concentracdes de 10 e 20%. As formulacdes apresentaram um rendimento entre
38,6 e 80,2%. Todas as formulacbes mostraram valores de eficiéncia de
incorporacdo adequados, superiores a 80%. As dispersdes solidas foram
caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura, por difracdo de raios X e por
espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada em Fourier, cujos
resultados comprovaram a obtencdo das dispersées sélidas. As caracteristicas de
dissolucéo entre o farmaco puro e as formulacées foram comparadas. As dispersdes
sélidas apresentaram maior eficiéncia em melhorar a velocidade de dissolucédo do
acido ferulico, explicavel pelo efeito tensoativo do Poloxamer 407. Maior incremento
da dissolucao foi obtido com a formulacdo obtida pelo método de liofilizacdo na
concentracdo de 10%, com eficiéncia de dissolucdo de 93,83%. Os perfis de
dissolucéo apresentaram o melhor ajuste para a equacdo monoexponencial. Esses
resultados sugerem que as dispersdes solidas elaboradas com o uso do Poloxamer
407, contendo o farmaco, séo estratégias viaveis na industria farmacéutica.

Palavras-Chave: Dispersdes Solidas. Acido Ferdlico. Poloxamer 407. Dissolucao.



ABSTRACT

The ferulic acid has antioxidant, anti-inflammatory, antithrombotic, anticancer,
neuroprotective, cardioprotective and photoprotective activity. However, despite
these biological activities, its therapeutic usefulness is limited due to certain
unfavorable physicochemical properties, especially the low aqueous solubility. It is
classified as a Class Il drug by the Biopharmaceutical Classification System and
therefore its dissolution is a limiting step of absorption, may present bioavailability
problems. Thus, considering the large number of pharmacological properties
attributed to ferulic acid, the aim of this study was to develop and characterize solid
dispersions containing ferulic acid, hydrophobic, a non-ionic surfactant (Poloxamer
407) and compare them in terms of improving the dissolution of ferulic acid. Solid
dispersions were obtained by methods of crushing, kneading, co-evaporation, fusion,
spray drying and freeze drying at concentrations of 10 and 20%. The formulations
showed a yield between 38.6 and 80.2%. All formulations showed adequate amounts
of efficiency of incorporation, greater than 80%. The solid dispersions were
characterized by scanning electron microscopy, X-ray diffraction and spectroscopy in
the infrared region in Fourier transform, whose results confirmed the acquisition of
solid dispersions. The dissolution characteristics of the pure drug and the
formulations were compared. Solid dispersions exhibited greater efficiency in
improving the speed of dissolution of the ferulic acid, explainable by the effect of
Poloxamer 407 surfactant. A highest increase of dissolving was obtained with the
formulation obtained by the method of freeze drying at a concentration of 10%, with
dissolution efficiency of 93.83%. The dissolution profiles showed the best fit to a
monoexponential equation. These results suggest that the solid dispersions prepared
with the use of Poloxamer 407, containing the drug, are strategies feasible in the
pharmaceutical industry.

Keywords: Solid Dispersions. Ferulic Acid. Poloxamer 407. Dissolution.
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1 INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo moléculas biologicamente ativas que possuem,
no minimo, um anel aromatico em sua estrutura, com uma ou mais hidroxilas como
grupos funcionais e podem desempenhar efeitos terapéuticos bastante
diferenciados. Dentre eles, o &cido ferdlico ou acido 4-hidroxi-3-metoxi-cindmico é
um composto fendlico amplamente encontrado no reino vegetal, produzido
naturalmente pelas plantas em resposta as variacbes ambientais (OTA et al., 2011).

Os efeitos terapéuticos do &cido ferdlico incluem o anti-inflamatério, o
antioxidante (SHANTHAKUMAR et al., 2012), o antitrombdtico, o anticancerigeno, o
neuroprotetor e o cardioprotetor. Quando aplicado sobre a pele, pode apresentar um
efeito fotoprotetor (MERLIN et al., 2012, STANIFORTH et al., 2012, DU; CAO; YU,
2011, WANG et al., 2011; YU et al., 2010, SCALIA, MEZZENA, 2009).

Apesar dessas atividades biologicas, a utilidade terapéutica do acido ferulico
é limitada devido a sua baixa solubilidade aquosa (SAIJA et al., 2000), uma vez que
o farmaco apresenta natureza hidrofébica, sendo um composto oxidavel e
fotossensivel, resultando em sua conversao parcial do isbmero trans para o isbmero
cis (ANSELMI et al., 2008). Nesse sentido, sua absorcdo e consequentemente
biodisponibilidade pode ser reduzida, levando a um efeito minimo in vivo quando da
administragao oral (WANG et al., 2011).

Assim, considerando a limitacdo de solubilidade do farmaco, torna-se
interessante o uso de dispersfes solidas, no sentido de otimizar a sua solubilidade
aparente e, com isso, contribuir para o aumento da biodisponibilidade por via oral.
No entanto, poucos estudos sobre formas farmacéuticas de liberagdo imediata ou de
liberacdo modificada de acido ferulico estdo disponiveis na literatura. Dessa forma, o
presente trabalho, tem como proposta o desenvolvimento tecnoldgico de dispersdes
sélidas contendo acido ferulico, para assegurar uma maior adequagao ao uso clinico

por via oral.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar in vitro dispersfes solidas de acido

ferdlico empregando Poloxamer 407, elaboradas a partir de diferentes métodos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a obtencédo de dispersdes solidas contendo acido feralico a partir
do Poloxamer 407, utilizando os métodos de trituracdo, malaxagem,
coevaporacao, fusao, liofilizacdo e spray-drying;

e Determinar quantitativamente o acido ferulico nas dispersfes solidas por
espectrofotometria na regido do ultravioleta, previamente validado;

e Caracterizar as dispersdes sélidas por meio de estudos morfolégicos e
espectroscopicos na regido do infravermelho;

e Avaliar a liberacdo in vitro do farmaco a partir das dispersdes solidas,

empregando o ensaio de dissolucdo de dois pontos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DISPERSOES SOLIDAS NA INDUSTRIA FARMACEUTICA

A via oral & a mais amplamente utilizada e a mais facilmente aceita para a
administracdo de farmacos (ENSIGN; CONE; HANES, 2012, PERIOLI et al., 2011,
ROGER; LAGARCE; BENOIT, 2011, ARUNACHALAM et al. , 2010). Isso se justifica
em funcdo do seu baixo custo, da facilidade de producéo, da exatiddo da dose e da
facilidade de administracdo, 0 que assegura a adesao do paciente ao tratamento
(PLAPIED et al., 2011).

Apesar das potenciais vantagens, as formulacdes orais apresentam varios
inconvenientes, como a grande variabilidade do tempo de passagem ao longo do
trato gastrointestinal (HUSSAIN et al., 2012), a metabolizagdo pré-sistémica ou o
efeito de passagem e as limitacbes fisico-quimicas do farmaco (ANDERSON;
SANETO, 2012, CHOWDARY; RAO, 2011, KHAN et al., 2011).

Muitas abordagens tecnolégicas tém sido propostas durante os ultimos anos,
com a finalidade de conseguir um perfil de dissolugdo adequado e uma absorcao
apropriada a obtencdo de concentracdes plasmaticas para alcancar o efeito
terapéutico pretendido (LI et al., 2013, KADIR et al., 2012, MARASINI et al., 2012,
PUROHIT; PATEL, 2012, SUN; JU; LEE, 2012).

Em particular, as dispersdes solidas constituem uma area interessante de
trabalho. Dentre as vantagens, destacam-se a reducdo do tamanho das particulas,
com consequente aumento da area de superficie, a aglomeracdo reduzida, a
molhabilidade alta, a solubilidade elevada (AGRAWAL et al., 2013) e o maior grau
de porosidade (FRIZON et al., 2013, CHOUDHARY et al., 2012, KOLASINAC et al.,
2012, WU et al., 2011, ALI; WILLIAMS; RAWLINSON, 2010).

As dispersdes solidas sao obtidas por meio de distintos processos
tecnoldgicos que consistem em dispersar um componente farmacologicamente ativo
em um carreador ou matriz no estado sdélido (HUGHEY et al., 2013, GIRI et al., 2012,
DURET et al.,, 2012, LUHADIYA et al., 2012). Esse sistema permite melhorar a
solubilidade (IBRAHIM; EL-BADRY, 2013, YOSHIDA et al., 2012) e aumentar a taxa
de dissolucao (LIN et al., 2012, NAKANISHI et al., 2011), o que, consequentemente,
aprimora a acgao terapéutica devido ao incremento da biodisponibilidade (ALVES et
al., 2012, MEKA et al., 2012, PAPADIMITRIOU et al., 2012, YADAV et al., 2012,



17

SINGLA et al.,, 2012, AL-OBAIDI et al.,, 2011, ARUNPRASAD; NARAYANAN;
RAJALAKSHMI, 2010, YU et al., 2010).

As primeiras dispersfes solidas surgiram em 1961, quando Sekiguchi e Obi
constataram que a formacao de misturas eutéticas aprimorava a taxa de dissolucéao
do farmaco e, consequentemente, a biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis.
Essas preparagdes foram elaboradas utilizando matrizes cristalinas, como a ureia e
alguns acucares, e foram designadas como dispersdes solidas de primeira geracao.
Elas apresentavam como principal desvantagem o fato de que nao liberavam o
farmaco tdo rapidamente como os sistemas amorfos, devido a formacdo de
dispersdes solidas cristalinas termodinamicamente mais estaveis (SHEP et al., 2012,
BLEY; FUSSNEGGER; BODMEIER, 2010, SANTOS, 2008).

No final da década de 60, surgiram as dispersfes solidas formadas por
matrizes amorfas, chamadas de dispersdes soélidas de segunda geracdo (ALMEIDA,
2009a). Essa geracdo é composta por dois tipos de polimeros: totalmente sintéticos,
como polivinilpirrolidona (PVP), polietilenoglicol (PEG) e polimeros metacrilicos
(EudraGIT), além de polimeros sintéticos baseados em produtos naturais, como 0s
derivados da celulose, por exemplo, hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
hidroxietilpropilcelulose e derivados do amido. As ciclodextrinas, oligdmeros ciclicos
da glicose, também permitem a obtencédo de dispersdes solidas de segunda geracao
(SINGH; BAGUEL; YADAV, 2011).

Neste caso, a interacéo entre o farmaco e a matriz pode ser classificada em
solugdes sdlidas, suspensfes sélidas, ou uma mistura de ambas (JANSSENS;
MOOTER, 2009).

Nas solugbes solidas amorfas, o farmaco e o excipiente sdo totalmente
misciveis e sollveis, originando uma interacdo molecular homogénea entre eles. O
uso de polimeros na elaboracdo de uma solucdo sélida verdadeira permite criar um
produto amorfo em que o farmaco cristalino € dissolvido. Esse tipo de dispersao
sélida amorfa € homogénea ao nivel molecular e, como tal, apenas uma fase esta
presente (KAPOOR et al., 2012).

As suspensdes solidas amorfas formam-se quando o farmaco tem uma
solubilidade limitada na matriz ou um ponto de fusdo muito alto. A disperséao obtida
nao apresenta uma estrutura molecular homogénea, sendo composta por duas fases
(FRANK et al., 2012, DAS et al., 2011).



18

Quando o farmaco esta simultaneamente dissolvido e suspenso na matriz,
obtém-se uma estrutura heterogénea com propriedades mistas de solucdo e
suspensao solida amorfa. Nas dispersdes solidas de segunda geracdo, o farmaco
esta no seu estado saturado, devido a dissolucdo forcada na matriz. Esses sistemas
permitem reduzir o tamanho de particula a um nivel quase molecular, solubilizar ou
co-dissolver o farmaco, melhorar a sua molhabilidade e dispersibilidade, e produzir
formas amorfas do farmaco e da matriz (SINGH; BAGUEL; YADAV, 2011).

A terceira geracdo de dispersdes solidas contém uma matriz tensoativa, ou
uma mistura entre polimeros amorfos e tensoativos como carreadores. Nesse
sentido, as formulagdes permitem obter a maxima biodisponibilidade para o farmaco
de baixa solubilidade aquosa, além de conferir estabilidade a disperséo solida, por
impedir a recristalizacdo do farmaco. A utilizacdo de polimeros tensoativos como a
inulina, os copolimeros em bloco do 6xido de etileno e do 6xido de propileno
(Poloxamer), o diberrenato de glicerila (Compritol 888 ATO), glicerideos de
macrogol-32 lauroila (Gelucire 44/14) tem sido amplamente difundida (YU et al.,
2010, LI et al., 2006).

A gquarta geracdo € uma disperséo solida de liberagdo controlada, contendo
farmacos com baixa solubilidade aquosa e, concomitantemente, uma meia-vida
biolégica curta. Esse tipo de formulacdo pretende atingir dois alvos: melhorar a
solubilidade e promover a liberagdo de maneira controlada. Os polimeros
convencionais utilizados para retardar a liberacdo de farmacos sollveis em agua
incluem o acetato de celulose, a hidroxipropilcelulose, o Eudragit®,0 poliéxido de
etileno e os derivados carboxivinilicos, pois sé@o insolaveis ou dissolvem muito
lentamente em agua. Esse tipo de disperséo sélida tem dois principais mecanismos
pelos quais o farmaco € liberado: a difusédo e a erosdo (VO; PARK; LEE, 2013).

Dessa forma, as dispersfes solidas tém sido demonstradas como um
método viavel e econbmico (SAKURAI et al., 2012) para melhorar a
biodisponibilidade de farmacos com baixa solubilidade aquosa por meio do aumento
de sua taxa de dissolucdo (DUKECK; SIEGER; KARMWAR, 2013, CHHAPREL,;
TALESARA; JAIN, 2012, MAULVI et al., 2011, MEHANNA; MOTAWAA; SAMAHA,
2010, YU et al., 2010).

Existem varias vantagens para a utilizacdo da tecnologia de dispersdes
sélidas, dentre as quais:
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1. Reducgdo do tamanho das particulas: as dispersdes solidas permitem a
formacdo de uma grande area de superficie, resultando em uma taxa de
dissolucdo aumentada, uma vez que o farmaco pode estar disperso
molecularmente no carreador (KALPANA et al., 2010);

2. Particulas com molhabilidade aumentada: uma contribuicéo efetiva para
otimizar a solubilidade aparente do farmaco estd relacionada com a
capacidade de umedecimento do farmaco, verificada nas dispersées
sélidas. Isso pode ser observado mesmo em carreadores sem qualquer
atividade tensoativa, como a ureia. Quando tensoativos sdo utilizados,
pode-se aumentar significativamente a propriedade de molhabilidade dos
farmacos. Além disso, os carreadores podem influenciar o perfil de
dissolucédo do farmaco diretamente ou por efeito de co-solvente. O uso
de tensoativos na terceira geracdo de dispersbes soélidas reforcou a
importancia dessa propriedade (DIXIT; SINGH R.; SINGH S., 2012);

3. Particulas com maior porosidade: o aumento da porosidade também
depende do carreador. Dispersdes sélidas contendo polimeros lineares
sdo capazes de produzir particulas maiores e mais porosas do que
polimeros reticulares e, portanto, resultando em maior taxa de dissolugéo
e acelerando o perfil de liberacdo do farmaco (JOSHI et al., 2012);

4. Farmaco no estado amorfo: um aumento da taxa de liberacdo do farmaco
pode ser alcancado convertendo-o ao estado amorfo, pois nenhuma
energia € necessaria para o rompimento da estrutura cristalina durante o
processo de dissolucédo (MOES et al., 2013, GOYANI et al., 2012, INGLE
etal., 2011).

Em contraposicdo a essas vantagens, as dispersfes solidas sdo pouco
comuns nos produtos comerciais, principalmente porque existe a possibilidade de
durante o processo (estresse mecanico) ou no armazenamento (temperatura e
umidade) ocorrer uma recristalizagdo do farmaco (KUMAR; VANDANA, 2012).
Dessa forma, estudos de estabilidade s&o fundamentais para garantir a qualidade
em longo prazo.

O efeito da umidade durante o armazenamento pode aumentar a mobilidade
do farmaco, passando o mesmo do estado amorfo para o cristalino (GOYANI et al.,
2012). Outrossim, a maioria dos polimeros utilizados podem absorver/adsorver

umidade, resultando em separacao de fases, crescimento de cristais, conversédo de
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uma estrutura cristalina metaestavel em uma estrutura mais estavel. Isso resulta na
diminuicdo da solubilidade e da taxa de dissolugcdo (KAMALAKKANNAN et al.,
2010). Outra desvantagem que deve ser avaliada reside nas dificuldades de
transposicdo de escala na indastria farmacéutica (RAWAT et al., 2011).

As primeiras dispersfes solidas foram obtidas pelo método de fuséo. O
sulfatiazol e a ureia foram fundidos em conjunto e depois arrefecidos em banho de
gelo. A massa sélida resultante foi posteriormente tamisada para reduzir o tamanho
de particula. O arrefecimento acarreta a supersaturacdo, mas devido a solidificacéo,
o farmaco disperso fica aprisionado no carreador. Uma forma de variar esse método
consiste em suspender o farmaco em uma matriz previamente fundida, reduzindo-se
desse modo a temperatura do processo (GOSH et al., 2011, GOUVEIA, 2011).

Esse método apresenta como vantagem o fato de ser bastante econdémico,
sem recorrer a equipamentos sofisticados e solventes organicos. Mas, tem a
desvantagem de que muitos farmacos ou carreadores podem sofrer decomposi¢ao
durante o processo de fusdo a elevadas temperaturas, além da possibilidade de
transformacdes polimérficas. A escolha da temperatura de fusdo do sistema deve
ser feita bastante abaixo do ponto de fusdo dos dois componentes quando puros,
evitando assim, a decomposicao dessas substancias (ANDRADE, 2009).

Ainda, esse método somente pode ser aplicado quando o farmaco e o
carreador sdo compativeis, caso contrario, duas fases liquidas ou uma suspensao
podem ser observadas na mistura aquecida, resultando em uma dispersdo sélida
nao homogénea. Adicionalmente, caso a mistura seja arrefecida lentamente pode
ocorrer recristalizacdo do farmaco, enquanto um arrefecimento rapido fornece
dispersdes sdlidas amorfas (FRIZON et al., 2013, DHIMAN; KAUR; ARORA, 2012).

O método de trituracdo € o mais classico de todos e consiste na mistura
fisica do farmaco e do excipiente, por meio da aplicacdo de uma forca de
cisalhamento, com o uso de gral e pistilo ou de moinhos, sem a presenca de um
liguido de umedecimento. Embora ele permita a obtencéo de dispersdes sélidas com
simplicidade, em comparacdo aos outros métodos, tem demonstrado ser menos
efetivo no aumento da solubilidade de farmacos pouco soluveis (LIM; NG; TAN,
2013, CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2007).

A malaxagem consiste no preparo de uma massa umidificada, a partir da
adicdo de uma minima quantidade de liquido suficiente para umedecer a mistura de

po de farmaco e excipiente. Durante a malaxagem, deve-se assegurar 0 minimo de
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perda de umidade da massa por evaporacao, com controle de tempo e velocidade.
Em escala laboratorial, € realizada em gral, com o auxilio de pistilo. A secagem do
material pode ser feita em estufa em temperatura controlada. Devido a simplicidade,
esse método € um dos mais utilizados na industria farmacéutica (SANTOS et al.,
2004, SANTOS, 2008).

O método da coevaporagdo, esse meétodo consiste na evaporacao do(s)
solvente(s) no(s) qual(is) o farmaco e o polimero foram previamente dissolvidos. A
principal vantagem desse método é o fato desse processo ocorrer em temperaturas
baixas, ideal para farmacos sensiveis e instaveis a temperaturas elevadas. A
remocdo completa do(s) solvente(s) utilizado(s) é, muitas vezes, um processo dificil
e lento, sendo entdo, um ponto critico para a qualidade das dispersées sélidas
elaboradas (ALMEIDA, 2009a).

Ainda existe o desafio de prevenir a separacdo de fases, ou seja,
cristalizacdo do farmaco durante a remocdo do(s) solvente(s). Para acelerar o
processo e reduzir a possibilidade de separacao de fases podem ser utilizadas altas
temperaturas, desde que o farmaco seja termo-resistente (KIM et al., 2011).

A liofilizacdo pressupde uma dissolucdo do farmaco e do carreador em
solventes adequados, um congelamento e uma sublimacdo dessa mistura, como
forma de obter uma dispersdo molecular liofilizada. Essa técnica permite a obtencéo
de sistemas com elevado rendimento e baixo estresse térmico. Geralmente, sé&o
obtidos pds-secos, amorfos e com elevado grau de interagdo farmaco-excipiente,
sendo a vantagem mais importante, pois o0 risco de separacdo de fases é
minimizado (DAS et al.,, 2011). Apresenta como desvantagens o longo tempo de
processamento e as caracteristicas inadequadas de fluxo do material obtido
(ALMEIDA, 2009b).

O uso da tecnologia de spray-drying ou de secagem por aspersao na
preparacdo de dispersdes soélidas também tem sido uma realidade frequente nas
industrias farmacéuticas (CHOI et al.,, 2012, SHEP et al.,, 2012). A técnica
proporciona uma répida secagem, um tamanho e uma forma especifica das
particulas do produto final (ADIBKIA et al., 2013). Esse método consiste em trés
etapas fundamentais. Na primeira, o fluido € disperso sob a forma de goticulas,
produzindo uma grande area superficial. Na segunda, ocorre contato dessas com
uma corrente de ar aquecido, havendo transferéncia de calor. Na terceira etapa, ha

a evaporacao do solvente e a formacéo das particulas solidas.
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Nessa Ultima etapa, o produto da secagem é transportado por uma corrente
de ar, sendo posteriormente coletado. Devido & grande &rea de superficie, oferecida
pelas gotas, 0 solvente evapora rapidamente, e a dispersdo solida forma-se em
segundos, rapido suficiente para evitar a separacdo de fases (RAO;
NAGABHUSHANAM, 2011).

A técnica de spray-drying habitualmente produz dispersGes solidas no
estado amorfo, no entanto, as vezes, o farmaco pode ser parcialmente cristalizado
durante o processamento (PAUDEL et al., 2012). O processo de spray-drying
apresenta diversas vantagens, tais como: o controle da uniformidade e do tamanho
da particula, a rapidez e o custo do processo sdo baixos (PADDEN et al., 2011).
Uma desvantagem desse método € o custo inicial alto, pois necessita de
investimento em instalacdes, porém o valor do produto final pode justificar o 6nus
inicial (KAUR et al., 2012, OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Além disso, o rendimento
do produto € baixo na escala laboratorial.

O desenvolvimento de formas farmacéuticas que utilizem dispersfes solidas
representa um grande desafio tecnologico (CALAHAN, 2011). Fundamentalmente,
etapas como a mistura e a granulacédo podem afetar as propriedades da disperséo
sélida. Muitos estudos de dissolucao sdo conduzidos com pés ou dispersdes solidas,
ao invés de comprimidos, provavelmente, porque a desagregacao do comprimido é
um fator a mais a ser avaliado (TIWLE et al., 2012). O uso de outros excipientes na
preparacdo de comprimidos de dispersdes sélidas, com uma elevada forca de
tensdo e propriedades de desagregacdo e dissolucbes apropriadas deve ser
investigado (RATHORE; THAKUR; NARWAL, 2012).

As dificuldades que restringiam a exploragdo comercial de dispersbes
sélidas, em sintese, envolvem: o método de preparacdo, a reprodutibilidade das
propriedades fisico-quimicas, a dosagem na formulacéo, o processo de fabricagcao
em grande escala e a estabilidade quimica do farmaco. Entretanto, a utilizacdo de
dispersdes solidas dentro de capsulas gelatinosas duras renovou o interesse desse
sistema para o uso clinico e para o desenvolvimento comercial em grande escala
(ALVES et al., 2012).
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3.2 POLOXAMER: PROPRIEDADES E APLICACOES

O avanco da tecnologia farmacéutica induziu a utilizacdo de carreadores
tensoativos para a administracdo de farmacos pouco sollveis em agua. O emprego
de tensoativos permitiu melhorar as propriedades das formulagcbes bem como a
maximizacao da biodisponibilidade (CHOWDARY; ANNAMMA, 2012).

A inclusdo de moléculas hidrofobicas dentro de matrizes poliméricas é uma
abordagem interessante para implementar a solubilidade aparente do farmaco. As
matrizes poliméricas micelares sdo formadas, geralmente, por copolimeros em
blocos com propriedades anfifilicas, compostas por cadeias hidrofilas e hidrofobas
gue se auto-organizam em agua (BERMUDEZ; GRAU, 2011, CHO et al., 2011).

Entre os polimeros que exibem capacidade de formacéo de micelas, os mais
amplamente investigados sdo os poloxameros, copolimeros ndo-ibnicos (KAKRAN
et al., 2013) contendo blocos de poli(oxietileno) e poli(oxipropileno) (Figura 1).

FIGURA 1 — Representagdo Esquematica da Estrutura Quimica do Poloxamer 407
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Fonte: Kakran et al. (2013).
* X, Y e Z representam o nimero de meros.

Esses materiais sdo sintetizados pela polimerizacdo sequencial de
mondmeros de oxipropileno e de oxietileno na presenca de hidroxido de sédio ou
hidréxido de potassio. A fase inicial da sintese inclui a reacdo do oxipropileno com
um material de partida adequado, como o propilenoglicol, seguido pelo blogueio do
crescimento da cadeia e adicdo de unidades de oxietleno em ambas as
extremidades do bloco de oxipropileno. A polimerizagdo em bloco geralmente produz
polimeros com um baixo indice de polidispersdo. No entanto, as preparacdes
comercialmente disponiveis podem conter aditivos de homopolimeros de
oxipropileno, bem como copolimeros di e tribloco, exibindo graus de polimerizacéao
mais baixos do que o esperado (YAPAR; INAL, 2012).
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Esses copolimeros estdo disponiveis em grande variedade de massas
moleculares de oxietileno e de oxipropileno, tendo propriedades anfifilicas devido ao
valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico, em que o nimero de unidades hidrofilicas e
hidrofébicas pode ser alterado para conferir caracteristicas de hidrofilicidade ou
lipofilicidade (VYAS et al., 2009).

Os poloxameros séo liquidos, pastosos ou solidos a temperatura ambiente,
sendo referido por sua massa molecular e sua composicdo quimica. Eles
apresentam propriedades tensoativas e sdo utilizados como carreadores em
dispersdes solidas, por garantir uma melhor molhabilidade, ter resisténcia mecéanica
fraca e rapida erosdo, em adicdo ao processo da dispersdo que sdo capazes de
promover. Entre os poloxameros, o Poloxamer 407 apresenta cerca de 70% (m/m)
de unidades de polioxietileno, tem baixa toxicidade e € aprovado por o6rgaos
governamentais de regulamentacdo para diferentes tipos de preparacoes
farmacéuticas (ALBERTINI et al., 2010, ALI; WILLIAMS; RAWLINSON, 2010, UR-
REHMAN; TAVELIN; GROBNER, 2010).

Os poloxameros sdo somente prontamente solUveis em agua e também em
solventes organicos polares e ndo-polares. Em termos quimicos, o poli(oxipropileno)
(PPO) normalmente forma nucleos hidrofébicos centrais, nos quais 0s grupos metila
podem interagir por meio de forcas de Van der Waals com o farmaco submetido a
solubilizacdo. No entanto, a solubilidade em &gua deve-se ao bloco de
poli(oxietileno) (PEO) por interagcbes do tipo ligacbes de hidrogénio entre os
oxigénios de fungcdo éter do PEO com as moléculas de &gua. Devido a essas
interacbes hidrofébicas e hidrofilicas respectivamente, 0s poloxameros sao
facilmente solGveis em solventes polares e apolares, sendo importantes excipientes
para uma grande variedade de formas farmacéuticas (BASF, 2010).

O tamanho médio das particulas de Poloxamer 407 é de 50 pym. O
poloxamero em solucdo aquosa apresenta propriedades termossensivel e tem
grande interesse na otimizacdo de formulagdes para aumentar a absorcdo de
farmacos. De um modo geral, sdo compostos brancos, cerosos, praticamente
inodoros e insipidos (KOJARUNCHITT et al., 2011).

Os poloxameros apresentam uma transicdo de fase sol-gel abaixo ou perto
da temperatura corporal fisiolégica e, uma transi¢do gel-sol em torno dos 50 ° C, em
concentracOes relativamente altas (KULKARNI; ALOOKAR, 2010). O ponto de fuséo

€ de 53 a 57 ° C e em estudos térmicos observou-se que a estabilidade térmica se
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mantém a partir dessa temperatura, sendo esse ensaio realizado numa faixa de
temperatura de 25 a 300°C (KREIDEL, 2009). O Poloxamer 407 contém de 50 a 125
ppm do antioxidante butil hidroxitolueno (BHT) (GALLET et al., 2002).

Para aumentar a sua aplicabilidade, os poloxameros podem ainda ser fisica
ou quimicamente modificados por polimeros diferentes (YAPAR; INAL, 2012).

Os dados sobre o perfil farmacocinético, especialmente em seres humanos,
permanecem indeterminados. Tais parametros como concentracdo plasmatica,
distribuicdo, metabolismo ou eliminacdo podem oferecer informacgdes relevantes em
riscos potenciais relacionados com a administragdo do Poloxamer 407
(DUMORTIER et al. 2006).

Entretanto, o Poloxamer 407 tem um grande efeito adverso, a hiperlipidemia
observada em animais experimentais, apos a administracao parenteral. Tipicamente,
colesterol e triglicerideos tem um aumento de uma ordem de grandeza ou mais
dentro de 1-2 dias ap6s uma unica injecao intraperitoneal de 0,5 a 1 mg/kg de
Poloxamer 407. Isto se deve a inibicdo da lipase lipoproteica, uma enzima endotelial
do sistema porta hepatico, responsavel pela hidrolise do triglicerideo, pela conversao
de quilomicrons aos quilomicrons remanescentes. A administracdo repetida de
Poloxamer 407 est4 associada com o desenvolvimento de lesBes ateroscleréticas
em roedores (WARREN et al., 2011).

Diversos estudos tém mostrado o uso de poloxameros para a obtencéo de
dispersdes solidas.

Kreidel (2009) desenvolveu e caracterizou dispersdes solidas de nimodipina,
obtidas com PEG 6000 e Poloxamer 407, empregando os meétodos de fusdo e de
evaporacao do solvente. Foi comparada ainda a eficicia na solubilidade aparente e
na dissolucdo da nimodipina. Os resultados demonstraram que as dispersdes
sélidas contendo Poloxamer 407 apresentaram maior eficacia, aumentando a
solubilidade do farmaco em 66,5 vezes em relacdo ao PEG. Portanto, o uso de
dispersdes sdlidas baseadas no Poloxamer 407 foi um método bastante util para
melhorar a solubilidade da nimodipina.

Ali, Williams e Rawlinson (2010) desenvolveram dispersdes solidas de
ibuprofeno e cetoprofeno com Poloxamer 188 ou Poloxamer 407, com o objetivo de
estudar as interacdes moleculares entre os farmacos-modelo e os poloxameros, no
sentido de melhorar a taxa de dissolugéo. Os resultados mostraram que embora as

dispersdes solidas possam ser produzidas utilizando varias proporcdes de farmaco,
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€ a relacdo estequiométrica da composicdo que mais afeta nas interagcfes
moleculares do sistema, e que isso impacta nas propriedades de dissolucdo das
dispersdes solidas.

Mehanna, Motawaa e Samaha (2010) desenvolveram dispersdes sélidas de
taladafil usando o poloxdmero com o proposito de melhorar a taxa de dissolu¢éo do
farmaco. Ao contréario dos sistemas tradicionais de dispersdo sélida, a dispersao
proposta manteve o farmaco na forma cristalina, sendo que o poloxamero melhorou
a molhabilidade do farmaco e minimizou a aglomeracdo, resultando em uma
dispersdo microcristalina uniforme do farmaco na matriz carreadora. A dispersédo
sélida desenvolvida mostrou solubilidade e dissolucdo aumentadas, em relagdo a
formulacédo de referéncia, contendo o taladafil puro.

Dessa forma, esses polimeros sdo matérias-primas que reunem
propriedades interessantes e tecnologicamente viaveis para otimizar a dissolugcédo de
farmacos pouco sollveis, como o &cido ferulico. Além disso, o Poloxamer 407 tem
sido objeto de pesquisas em varios campos da biologia, como a imunologia, a
biologia celular, a oncologia e a metabologia. No entanto, nesses casos, mais
estudos sdo necessarios para melhor compreender os mecanismos de acdo e suas
possiveis aplicacdes (PATEL H.; PATEL R.; PATEL M., 2009).

3.3 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DO ACIDO FERULICO

Existe um interesse emergente no emprego de antioxidantes para seu uso
terapéutico. Em particular, compostos fenolicos sado considerados como potenciais
agentes terapéuticos contra uma gama de doencas. Fendlicos estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal e sdo, portanto, parte integrante da dieta (TAKAHASHI
et al., 2013, SALGADO et al., 2012, SUNG; KIM; KOH, 2012, OTA et al., 2011, XIAO
et al., 2009).

O &cido ferulico foi isolado pela primeira vez a partir de uma resina
comercial, em 1866, e quimicamente sintetizado em 1925. Entretanto, seus efeitos
biologicos s6 comecaram a ser investigados em 1970 (LIMA et al., 2013), quando
pesquisadores japoneses descobriram as propriedades antioxidantes de ésteres de
acido ferulico presentes no 6leo de arroz (ZHAO; MOGHADASIAN, 2008).

O é&cido ferulico ou acido 4-hidroxi-3-metoxi-cindmico (Figura 2) € um

composto quimico extremamente abundante no reino vegetal, com baixa toxicidade,
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sintetizado a partir da via do chiquimato, a partir do fenilalanina ou da L-tirosina.
Ocorre na forma de dois estereoisomeros: acido trans-fertlico e cis-ferulico
(URBANIAK; SZELAG; MOLSKI, 2013).

FIGURA 2 — Estrutura Quimica do Acido Ferdlico
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Fonte: Urbaniak, Szelag e Molski (2013).

Na natureza, ocorre principalmente como isémero trans (WANG et al., 2011,
ITAGAKI et al., 2009). Considerando suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas,
o &cido fertlico apresenta solubilidade aquosa de 6,63 mg.dL™ em pH 7,2 (SAIJA et
al., 2000), uma meia-vida de 42 min (ZHAO; MOGHADASIAN, 2008) e um log P de
1,67 (ROLEIRA et al., 2010).

O acido ferulico apresenta ponto de fusédo entre 169 e 173 °C (YU et al.,
2010, WANG et al., 2011) em estudos térmicos encontraram uma Unica resposta
endotérmica para ponto de 173,98 °C, seguido de uma decomposicdo na
temperatura de 213, 24 °C.

Quando administrado por via oral é submetido ao efeito de passagem
limitando sua biodisponibilidade. Estudos realizados em roedores e humanos
demonstraram que apés administracdo oral de acido ferdlico livre ou conjugado,
somente 9 — 20% de &cido ferulico ndo modificado foi encontrado no plasma,
enquanto que os metabdlitos sdo as formas mais abundantes. Além disso, a
capacidade do acido ferulico em atravessar as membranas depende do seu pKa de
4,44 + 0,03 e o pH dos fluidos biologicos (TROMBINO et al., 2013).

ApoOs a ingestéo oral, o acido ferulico ndo € degradado pelo ambiente acido
do estdbmago. No célon o farmaco é absorvido principalmente por difusdo passiva,
ao passo que apenas uma porcentagem é absorvida por transporte ativo
(MANCUSO; SANTANGELO, 2014).

O metabolismo do acido ferulico tem sido extensivamente estudado em
roedores e seres humanos. O &cido feralico pode ser metabolizado in vivo para uma

série de metabdlitos, incluindo &cido ferulico-glicuronideo, é&cido ferulico-sulfato,
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acido ferulico-diglicuronideo, &cido ferulico-sulfoglicuronideo, acido m-
hidroxifenilpropiénico, feruloilglicina, &cido di-hidroferulico, acido vanilico e acido
vaniloilglicina. Os metabdlitos do acido ferdlico e suas proporcdes relativas
dependerdo de muitos fatores, incluindo a dose, via de administracdo e espécie
animal. A ingestdo do farmaco em humanos é metabolizada e excretada na urina na
forma de 3-hidroxi e 3-metoxi-4-hidroxi derivados de fenil de acido propiénico
(GOHIL;KSHIRSAGAR; SAHANE, 2012).

O acido ferulico tem um baixo grau de toxicidade ap6s administracdo oral.
Tada, Tayama e Aoki (1999) encontraram uma reducédo da mobilidade, piloerecéo e
lacrimacdo em ratos tratados com acido ferdlico no caso de uma Unica
administracdo do farmaco superior a 1929 mg/kg e a morte dos ratos ocorreu
durante as primeiras 24 horas. Por outro lado, a morte por hemorragia
gastrointestinal ocorreu 24 horas a partir da administragdo. Finalmente LD50 igual a
2445 mg/kg e 2113 mg/kg, foram calculados para ratos do sexo masculino e
feminino, respectivamente (MANCUSO; SANTANGELO, 2014).

Estudos anteriores demonstram que o &cido ferdlico tem atividade
terapéutica diversificada, incluindo efeitos como anti-inflamatério, antioxidante
(ALJAWISH et al., 2014, LASZLO; EVANS; COMPTON, 2012, SHANTHAKUMAR et
al., 2012), antitrombotico, anticancerigeno (BACANLI et al., 2013), neuroprotetor
(SULTANA, 2012, TU et al., 2012) e cardioprotetor (ASWAR et al., 2013, SALLEH et
al., 2011). Quando aplicado sobre a pele, pode apresentar um efeito fotoprotetor
(MERLIN et al., 2012, STANIFORTH et al., 2012, DU; CAO; YU, 2011, WANG et al.,
2011, YU et al., 2010, SCALIA; MEZZENA, 2009).

As propriedades do acido ferudlico estéo relacionadas a inibicdo das enzimas
citotdéxicas associadas a inflamacéo, incluindo a oOxido nitrico sintetase induzida
(INOs) e a ciclo-oxigenase-2, contribuindo assim, para seus efeitos antioxidantes e
anti-inflamatérios (STANIFORTH et al., 2012, ANSELMI et al., 2008, ANSELMI et al.,
2006).

A capacidade antioxidante do acido ferulico se deve, possivelmente, a trés
motivos estruturais distintos. A presenca de grupamentos doadores de pares de
elétrons no anel benzeno (o grupo 3-metoxila, e o mais importante, o 4-hidroxila)
confere ao &cido ferdlico propriedades adicionais na interrupcdo de reagfes em
cadeia de radicais livres. A existéncia de insaturacdo na cadeia lateral pode

proporcionar sitios de ataque aos radicais livres,evitando lesbes a membrana
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celular. Além disso, o grupamento &cido carboxilico pode atuar como uma ancora ao
acido ferdlico, permitindo uma interacdo com a bicamada lipidica da membrana
plasmatica e proporcionando certa protecdo contra a peroxidacdo lipidica
(ADELAKUN et al., 2012, ITAGAKI et al., 2009, SRINIVASAN; SUDHEER; MENON,
2007).

O mecanismo antioxidante do 4&cido ferdlico estd sinteticamente
representado na Figura 3 (URBANIAK; SZELAG; MOLSKI, 2013):

FIGURA 3 — Esquema da Atividade Antioxidante do Acido Ferulico

Fonte: Urbaniak, Szelag e Molski (2013).
* Transferéncia de atomos de hidrogénio

ArOH + X' —» ArO + XH (1.1)
** Perda sequencial de prétons com transferéncia de elétrons
ArOH —» ArO +H" (1.2)
ArO" + X+ H" = ArO + XH (1.3)
*** Transferéncia de elétrons seguida por transferéncia de prétons
ArOH + X —» ArOH "+ X (1.4)
ArOH™ + X — ArO'+ XH (1.5)

Tem sido relatado que o acido ferdlico inibiu a peroxidagéo lipidica (NAGY et
al., 2013, ADELAKUN et al., 2012, SULTANA, 2012) das membranas microssomais
de figado de rato, e a producdo de espécies reativas de oxigénio em cultura de
fibroblastos. Por conta de seu potencial antioxidante (MOREIRA et al., 2013, ZENI et
al.,, 2012), pode diminuir os niveis de respostas inflamatérias mediadas por
prostaglandinas e a expressao da INOs (GOHIL; KSHIRSAGAR; SAHANE, 2012).
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Outra investigacao versou sobre o papel protetor do &cido feralico (20 mg/kg
de massa corporal), durante 22 semanas contra a toxicidade induzida pela nicotina
em ratos Wistar fémeas. Os resultados mostraram uma modulacdo positiva das
enzimas marcadoras de lesdo circulatéria (isto €, lactato desidrogenase e fosfatase
alcalina) e para os niveis de lipideos (ou seja, colesterol, 4cidos graxos livres,
triglicerideos e fosfolipideos) pelo farmaco (GOHIL; KSHIRSAGAR; SAHANE, 2012).

Entretanto, a importancia terapéutica do farmaco e, nomeadamente, a sua
propriedade antioxidante depende da sua disponibilidade para a absorcdo e
interac&o posterior com tecidos-alvo (SRINIVASAN; SUDHEER; MENON, 2007).

Assim, a utilidade terapéutica do &cido ferulico acaba sendo limitada por
suas propriedades fisico-quimicas desfavoraveis, como a baixa solubilidade aquosa
(SAIJA et al., 2000). Além disso, o farmaco apresenta natureza hidrofébica e é um
composto oxidavel e fotossensivel, resultando em sua converséo parcial do isbmero
trans para o isémero cis (ANSELMI et al., 2008).

Nesse sentido, sua biodisponibilidade pode ser reduzida, levando a um
efeito minimo in vivo por administracéo oral (WANG et al., 2011).

Considerando o elevado numero de propriedades farmacolégicas atribuidas
ao acido ferulico e as caracteristicas fisico-quimicas desfavoraveis do farmaco,
torna-se necessario o desenvolvimento tecnolégico de dispersfes solidas contendo
acido ferulico. No entanto, poucos estudos sobre formas farmacéuticas elaboradas a

partir desse farmaco estéo disponiveis na literatura.

3.4SISTEMAS DE LIBERACAO IMEDIATA/LIBERACAO MODIFICADA CONTENDO
O ACIDO FERULICO

Diferentes formas farmacéuticas tém sido investigadas com o propoésito de
avaliar o aumento da solubilidade aparente e/ou assegurar uma liberagdo controlada
do acido ferdlico.

Anselmi et al. (2006) trabalharam com a formag&o de complexos de incluséo
in vitro de y-ciclodextrina-4cido ferulico, com o objetivo de melhorar a estabilidade
fisico-quimica do antioxidante, em funcdo da sua utilizagdo como filtro solar. Os
resultados demonstraram evidéncias de que o acido ferulico pode ser eficientemente
complexado com a y-ciclodextrina, sendo wuma poderosa ferramenta

farmacéutica/cosmética para exercer a atividade biologica proposta.
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Anselmi et al. (2008) incorporaram o acido ferdlico em a-ciclodextrinas,
estruturas moleculares, com cavidade menor que a y-ciclodextrina utilizada no
estudo anterior, com o proposito de melhorar a estabilidade fisico-quimica do
complexo de incluséo, visto que a sua relacdo tamanho/formato e as interacdes de
hidrogénio sdo fundamentais para a estabilidade do complexo de inclusdo. Foi
possivel observar que a inclusdo do hdspede no interior da a-ciclodextrina envolve
basicamente o grupo carboxila, os carbonos a- e B-insaturados e parte da porcéo
aromatica. A encapsulacdo aumentou a fotoestabilidade do &acido ferudlico, sugerindo
que a aplicacdo topica de uma formulacdo cosmética contendo esse filtro solar pode
assegurar uma protecado mais segura e mais duradoura.

Yu et al. (2010) desenvolveram dispersfes sélidas de terceira geracdo em
nanofibras, utilizando o acido ferulico como farmaco modelo. A dissolugéo in vitro e
0s testes de permeacdo mostraram que as dispersdes soélidas em nanofibras podem
liberar rapidamente o &cido ferulico, com aumento da taxa de permeacédo através da
mucosa sublingual, comparadas ao acido ferulico sem tratamento.

Wang et al. (2011) prepararam complexos de inclusdo hidroxipropil-3-
ciclodextrinas-acido ferdlico pelo método de liofilizacdo. Os resultados
demonstraram que o complexo de inclusdo tem caracteristicas fisico-quimicas
diferenciadas do &cido ferdlico puro, sendo que a solubilidade aquosa e a
estabilidade do acido ferulico aumentaram significativamente.

Cheng, Yang, Lin (2011) estudaram a viabilidade de uso de um hidrogel
termossensivel obtido com quitosana, gelatina e fosfato de glicerila, como um
sistema de liberacdo modificada de acido ferulico para regeneracdo do nucleo
pulposo. Nessa investigacao relataram que o acido ferulico incorporado no hidrogel
pode diminuir significativamente o estresse oxidativo induzido por peréxido de
hidrogénio.

Merlin et al. (2012) elaboraram nanoparticulas de PLGA contendo acido
ferdlico e estudaram a sua liberagdo em linhas celulares de céancer de pulméo
humano (NCI-H460). As nanoparticulas de PLGA contendo acido ferulico
apresentaram 76% de encapsulacdo e efeito anticancer, com diminuicdo da
proliferacéo celular e mecanismo de acdo baseado na capacidade antioxidante, na
inibicdo da peroxidacdo lipidica, em acarretar danos ao DNA e em promover
apoptose nas células NCI-H460.
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Trombino et al. (2013) prepararam nanoparticulas lipidicas de &acido ferdlico
e &cido ferdlico estearilico contendo A&cido-trans-ferulico e avaliaram o efeito
antioxidante em fracbes microssomais de cérebros de ratos. Os resultados
mostraram que as nanoparticulas lipidicas reduziram a peroxidacéo induzida pelos
oxidantes em estudo, sendo essas formulagbes potencialmente Uteis para prevenir
radicais livres no cérebro.

Dessa forma, considerando o pequeno numero de artigos que tratam sobre
sistema de liberacdo imediata/modificada contendo acido ferdlico, associado
principalmente, a possibilidade de melhorar a biodisponibilidade do farmaco, surge a
perspectiva de obter e avaliar dispersbes solidas contendo acido ferdlico,
empregando o Poloxamer 407 como matriz carreadora, a partir de diferentes

meétodos de preparacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

e Agitador mecanico (FISATOM, modelo 752 A, Sdo Paulo, Brasil);

e Analisador de umidade por infravermelho (BEL ENGINEERING, modelo
TOP RAY 160, Monza, Italia);

e Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N,S&o Paulo, Brasil);

e Destilador de agua (FANEN LTDA, modelo 724/2A, Sao Paulo, Brasil);

e Difratbmetro de Raios X (RIGAKU, modelo Ultima IV, Téquio, Japao);

e Dissolutor de cubas (ETHIKTECHNOLOGY, modelo 299/3, Sdo Paulo,
Brasil);

e Espectrofotbmetro na regido do ultra-violeta (THERMO FISHER
SCIENTIFIC Genesys 10 UV Scanning, Madison, Estados Unidos);

e Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japéo);

e Estufa (QUIMIS, modelo Q-136M4, Diadema, Brasil);

e Liofilizador (TERRONI, LD 1500, S&o Carlos, Brasil);

e Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japao);

e Microscépio eletrénico de varredura SSX-550 (SHIMADZU Superscan,
Quioto, Japao);

e pHmetro (HANNA, modelo HI 221, Sao Paulo, Brasil);

e Placa de agitacdo e aguecimento (FISATOM, modelo 752 A, S&o Paulo,
Brasil);

e Spray-dryer (LABMAQ, modelo MSD 0,5, Ribeirdo Preto, Brasil);

e Tamis malha 50 (BERTEL, 300 pum, Caieiras, Sao Paulo, Brasil);

e Ultra purificador de agua (GEHAKA, modelo Master System, Sédo Paulo,

Brasil).

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

4.2.1 Farmaco e Padréo
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e Acido ferulico (99,8% pureza, Gamma, S&o Paulo, Brasil);
e Padrdo trans-Ferulic acid (matrix substance for MALDI-MS, = 99%
(HPLC).

4.2.2 Polimero

e Poloxamer 407 (SIGMA ALDRICH).

O farmaco e o polimero foram empregados sem qualquer tratamento prévio.

4.2.3 Agua Purificada

Para o desenvolvimento das dispersdes sélidas foi utilizada agua purificada
pelo processo de destilacdo (H20 destilada), em equipamentotipoPilsen (FANEM
LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil).

4.2.4 Agua Osmose Reversa

Para o ensaio de dissolucéo foi utilizada agua ultrapurificada pelo processo
de osmose reversa em equipamento GEHAKA, modelo Master System, Sao Paulo,
Brasil.

4.2.5 Outros Reagentes e Solventes

e Alcool etilico P.A. (99,8% de pureza, SYNTH, Diadema, Brasil);
e Alcool metilico P.A. (99,8% de pureza, VETEC, Rio de Janeiro, Brasil).
Os solventes organicos apresentaram grau analitico e foram usados sem

tratamento prévio.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O trabalho iniciou com a obtencéo das dispersfes soélidas contendo acido
ferdlico a partir do Poloxamer 407, pelos métodos de trituracdo, malaxagem,

coevaporacao, fuséo, liofilizacdo e spray-drying. O contetdo de &gua das dispersdes
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sélidas e dos materiais de partida foram avaliados. A determinacdo quantitativa e a
eficiéncia de incorporacdo foram verificadas por espectrometria na regido do
ultravioleta, sendo que o método foi previamente validado. Os parametros avaliados
para a validagdo do meétodo foram linearidade, limite de deteccao, limite de
quantificacdo, repetibilidade, precisdo intermediaria, exatiddo e robustez. A
caracterizacdo das dispersdes sélidas ocorreu por meio de estudos morfologicos e
espectroscopicos. Os ensaios de dissolucdo in vitro foram conduzidos para o
farmaco puro e para as formulacdes, sendo também os perfis de liberacdo avaliados
por meio do teste de razdo e dos métodos modelo-dependentes, ferramentas

matematicas amplamente utilizadas.

As etapas descritas estdo esquematizadas no fluxograma da Figura 4.

FIGURA 4 — Fluxograma das Etapas da Pesquisa
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Fonte: A autora (2013).
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4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.4.1 Obtencao das Dispersdes Sélidas Contendo Acido Ferdlico

As dispersfes sdlidas de acido ferulico e Poloxamer 407 foram preparadas
pelos métodos de trituracdo, malaxagem, coevaporacéo, fuséo, liofilizacdo e spray-
drying empregando 10 e 20% (m/m) do farmaco, conforme demonstrado na Tabela

1. Todas as formulagdes foram obtidas em triplicata e na auséncia da luz.

TABELA 1 — Composic¢éo das Formulacdes de Dispersdes Sélidas Contendo Acido Ferulico

Composicao Formulacéao

10% 20%
Acido ferulico () 0,2 0,4
Poloxamer 407(Q) 1,8 1,6

Fonte: A autora (2013).

4.4.1.1Trituracao

O farmaco puro e o polimero foram pesados e misturados vigorosamente por
30 minutos (LIM, NG, TAN, 2013).

4.4.1.2 Malaxagem

O écido ferulico foi previamente dissolvido em 2 mL de etanol. O farmaco em
solucéo e o polimero foram misturados com o auxilio de 2 mL de agua previamente
resfriada (4-8°C). A malaxagem foi conduzida por 60 min, com o auxilio de um gral e
um pistilo. A pasta resultante foi seca em estufa a 35+2°C durante 24 h (SANTOS et
al., 2004).

4.4.1.3 Coevaporacéo

O farmaco puro e o polimero foram dissolvidos em 20 mL de etanol e de

agua previamente resfriada (4-8°C), respectivamente. Cada solucéo foi mantida sob
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agitacdo magnética durante 24 h a temperatura ambiente. Apds esse tempo, ambas
as solucbes foram misturadas e agitadas durante 48 h. Em seguida, o solvente foi

removido utilizando uma estufa a 35+2°C durante 24 h (KIM et al., 2011)

4.4.1.4 Fusao

O polimero foi fundido a 60+2°C durante 5 min em uma placa de
aquecimento. Por meio de agitacdo magnética, o farmaco puro pulverizado foi
adicionado e a agitacdo foi mantida por mais 5 min. A massa fundida foi, entéo,
arrefecida em banho de gelo durante 10 min e armazenadas por 24 h em
dessecador (GOSH et al., 2011).

4.4.1.5 Liofilizagao

O farmaco puro foi dissolvido em 10 mL de etanol e o polimero foi dissolvido
em 30 mL de &gua previamente resfriada (4-8°C). As solucdes foram mantidas sob
agitacdo durante 24 h a temperatura ambiente. Transcorrido esse periodo, as
solucBes foram misturadas e submetidas a agitacdo magnética por mais 24 h. A
formulagdo resultante foi congelada em um freezer a -80°C e, posteriormente,
liofilizada (Terroni Enterprise) por 36 h e armazenadas por 24 h em dessecador
(DAS et al., 2011).

4.4.1.6 Secagem por asperséo ou spray-drying

O farmaco puro e o polimero foram dissolvidos em 100 mL de etanol e de
agua previamente resfriada (4-8°C), respectivamente. As solu¢gdes foram mantidas
sob agitacdo magnética durante 24 h a temperatura ambiente. Transcorrido esse
periodo, as solugbes foram misturadas e a formulagdo obtida ficou em agitacédo
magnética por mais 24 h. A preparacdo foi entdo conduzida a secagem por
aspersao, utilizando o Spray Dryer LABMAQ, modelo MSD 1.0, operando nas
seguintes condicfes: temperatura de entrada de 90+5 °C, temperatura de saida de
9045 °C; taxa de alimentacdo 5 mL min™; fluxo do ar de secagem 500 cm®h
(PAUDEL et al., 2012)
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Apbs obtencao de cada formulacdo, cada p6 obtido foi finamente pulverizado
e tamisado por meio de um tamis malha 50 (300 um). Todas as formulac¢des obtidas
foram armazenadas na temperatura ambiente, em recipientes hermeticamente

fechados, ao abrigo da luz, no interior de dessecador a vacuo.
4.4.1.7 Misturas fisicas

Com o propdsito de permitir uma analise comparativa, a mistura fisica entre
o farmaco e o polimero também foi elaborada, utilizando 50% (m/m) do &cido
ferdlico.

A mistura fisica foi constituida por uma mistura simples e homogénea de
acido ferulico puro e Poloxamer 407. O farmaco e o polimero foram pesados,

misturados com auxilio de uma espatula e tamisados malha 50.
4.4.2 Rendimento das Dispersdes Solidas

O rendimento (R) das formulag¢des foi calculado pela razdo entre a massa
obtida apés a preparacédo, pela soma das massas utilizadas do polimero e do acido

ferdlico, conforme apresentado na Equacéo 1:

3 massa obtida de disperséo sélida
massa inicial (Poloxamer 407 + &cido ferulico)

R (Equacdo 1)

4.4.3 Determinacao do Teor de Umidade

O conteudo de agua presente no acido ferulico, no Poloxamer 407 e nas
dispersdes sélidas foi avaliado no analisador de umidade por infravermelho (Top
Ray 160; Bel Engineering). Previamente, a termobalanga foi calibrada, conforme as
indicagcbes do fabricante. Para cada amostra, uma massa exata de 1 g, foi
acondicionada em prato de aluminio e mantida em aquecimento a 105°C, durante
um periodo de tempo variavel, até massa constante. O valor em porcentagem
referente a perda de massa foi calculado como sendo o teor de umidade da amostra.

Os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.4.4 Determinacéo Quantitativa e Eficiéncia de Incorporacéo

A quantidade de farmaco presente nas dispersées sélidas (mg.g™>) e a
eficiéncia de incorporacéo (%) (Equacao 2) foram determinados a partir dos ensaios
de quantificacdo desenvolvidos por espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV),
em espectrofotdmetro Genesys 10 UV Scanning (Thermo Fisher Scientific Inc.), com
varredura de absorcao na faixa de 190 a 1100 nm, utilizando cubetas de quartzo de

1 cm de caminho optico.

massa do &cido ferulico nas dispersdes solidas

—— — — — x100 (Equacéo 2)
massa inicial (teorica) do acido ferulico

Eficiéncia de incorporacéo =

Resumidamente, foi pesada uma massa exata de dispersdes sdlidas,
equivalente a 50 mg de acido ferulico para a concentracéo tedrica de 10% e 25 mg
de acido ferdlico para a concentracao teorica de 20%. Esse material foi disperso em
7 mL de metanol e mantido, por 12 h, em agitacdo magnética (1000 rev.min™). O
volume foi completado, em baldo volumétrico, com o mesmo solvente, até 10 mL e
filtrado por membrana de poli(fluoreto de vinilideno) (Durapore® membrane, filtro
hidrofilico, 0,22 ym de abertura dos poros, Millipore). Apds diluicdo adequada, a
concentracdo do farmaco foi determinada por UV no comprimento de onda de 320
nm. O doseamento foi realizado em triplicata, frente ao método analitico previamente

validado.

4.4.4.1 Validacdo do método analitico para a quantificacdo do acido ferulico nas

dispersbes sdlidas

A validagdo do método analitico foi realizada segundo os critérios da ICH
(International Conference on Harmonization of thechnical requirements for
registration of pharmaceuticals for human use) (2010) e Resolugcdo R.E. 899, de 17
de maio de 2003 (ANVISA, 2003).

Os parametros analisados foram linearidade, limite de deteccao, limite de
quantificacdo, repetibilidade, precisédo intermediaria, exatiddo e robustez, sendo os
ensaios efetuados por UV no Espectrofotbmetro Genesys 10 UV Scanning, no

comprimento de onda 320 nm.
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Para o estudo da linearidade, foram elaboradas trés curvas analiticas com
sete niveis de concentracéo (1, 2, 4, 5, 6, 8, 9 pg.mL™), utilizando metanol como
solvente. A equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) foram determinados.
Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados, por meio da relagéao
entre o desvio padrdo da curva analitica e a sua inclinagdo, usando os fatores
multiplicadores sugeridos pela norma ICH (2010), conforme demonstrados nas
Equacbes 3 e 4.

3,3XDP

LD = T (Equacéo 3)
10xDP

LQ= T (Equacéo 4)

Sendo LD, o limite de deteccéo; LQ, o limite de quantificacdo; DP, desvio
padrdo da curva analitica; e B, o coeficiente angular.

Para avaliar a repetibilidade ou precisdo intra-dia, trés concentracdes
diferentes (1,5; 4,5 e 8,5 pg.mL™) foram analisadas em triplicata, totalizando nove
determinacdes, sendo os resultados expressos em desvio padrao relativo (DPR) ou
coeficiente de variagao percentual (CV%) intra-dia.

A precisédo intermediaria foi avaliada por meio da comparagdo entre as
determinacées de uma mesma concentracdo (4,5 pg.mL™), em triplicata, mas
realizadas em trés dias consecutivos, calculando-se posteriormente o DPR ou CV%
inter-dia.

A exatidao foi determinada pelo meétodo de recuperagdo. Para isso, foi
adicionada uma quantidade conhecida de farmaco (1,5 pg.mL™) & solucdo amostra,
resultando em trés concentragbes (2,5; 5,5 e 7,5 ug.mL™). As solucbes foram
elaboradas em triplicata e os resultados foram expressos em porcentagem de

recuperacao.
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Para a avaliacdo da robustez, as concentraces de 2; 5 e 8 pug.mL™ foram
submetidas a diferentes fabricantes de metanol (Vetec e Neon), temperaturas (23°,
25°e 27 °C) e pH (6,8; 7,0 e 7,2) e avaliadas em triplicata.

4.4.5 Caracterizacao das Dispersdes Solidas
4.4.5.1 Microscopia eletronica de varredura

A avaliacdo morfolégica e de superficie das dispersdes solidas foi realizada
no microscopio eletrénico de varredura SSX-550 Superscan (Shimadzu Co.). As
dispersdes solidas foram fixadas em suporte metéalico, empregando fixacdo com fita
adesiva dupla face. Apds, foram submetidas a metalizacdo com ouro no
equipamento IC-50 lon Coater (Shimadzu Co.). As micrografias foram obtidas em
diferentes magnificacdes, apds a visualizacdo das amostras, empregando voltagens
de aceleracdo de 10 ou 15 kV. O registro das imagens ocorreu por meio da

utilizacao do software do equipamento.
4.4.5.2 Analise por difragédo de raios X

As dispersdes solidas, o acido ferulico, o Poloxamer 407 e a mistura fisica
foram examinadas em difratdmetro de raios X XRD-6000 (Shimadzu),scan de 2°.min~
' e 20 de 5" a 80°, radiacdo Ka de cobre (A=1.5418A), corrente de 40 mA e voltagem
40 Kv.

4.4.5.3 Avaliagao por espectroscopia no infravermelho

As dispersdes solidas foram analisadas por espectroscopia na regiao do
infravermelho, em pastilha com KBr, empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg
de KBr grau espectroscopico (2% m/m), no equipamento IR Prestige-21 (Shimadzu),
32 scans.min™, resolucdo de 4 cm™. O processamento dos espectros obtidos foi
realizado com o auxilio do programa IRSolution (Solution Software, verséo 1.4), e
considerou a delimitacdo da janela espectral de interesse (4000-400 ondas.cm™), a
correcdo da linha de base, a normalizacdo, a otimizagdo da relacdo sinal/ruido
(smoothing) e a deconvolucdo dos sinais espectrais. Os espectros obtidos por
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infravermelho com transformada de Fourier das amostras preparadas foram
avaliados frente aos espectros do farmaco padrdo, do polimero de partida e da

mistura fisica.

4.4.6 Estudo da Liberacéo In Vitro

4.4.6.1 Ensaio de dissolucéo de dois pontos

Para o ensaio de dissolugcdo de dois pontos (ANVS), previamente foram
elaboradas trés curvas analiticas com sete niveis de concentracéo (1, 3,5, 7,9, 11 e
13 pg.mL™), utilizando 4gua osmose reversa como solvente. A equacado da reta e o
coeficiente de correlacao (r) foram determinados.

Os ensaios de dissolucao in vitro foram conduzidos para o farmaco puro e
para as formulacfes. Para tanto, foi empregado o aparato pa do dissolutor de cubas
ETHIK TECHNOLOGY, modelo 299/3 mantendo a temperatura do sistema em 37 *
5° C, a agitacdo em 50 rev.min™, com intervalos pré-determinados (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 45, 60, 75, 90 e 100 minutos). O meio de
dissolucdo foi 4gua de osmose reversa, em volume de 900 mL. Em intervalos de
tempo pré-determinados, amostras de 10 mL foram coletadas, com a reposi¢éo do
meio de dissolucdo em igual volume, e analisadas em 320 nm no espectrofotdmetro
UV-Vis Genesys 10 UV Scanning. Todo o procedimento foi realizado em triplicata
em auséncia de luz. Os perfis de liberagdo in vitro foram obtidos plotando-se a

porcentagem de acido ferulico liberada em funcéo do tempo.

4.4.6.2 Avaliagao dos perfis de liberagéo

Em seguida, os resultados foram avaliados por meio do teste de razdo
(eficiéncia da dissolugéo) e dos métodos modelo-dependentes.

A eficiéncia de dissolugdo € um método modelo-independente, definida pela
area sobre a curva de dissolucdo e expressa como a porcentagem da area de um
retangulo que descreve 100% da dissolucdo, em um determinado periodo de tempo

(Equacéo 5).
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t
I y.dt
ED =" x100%
Y1oo-t (Equacéo 5)

Na qual: y é a porcentagem de farmaco dissolvido no tempo t.

A avaliacdo matematica dos perfis de liberac&o in vitro foi também realizada
pelo ajuste dos dados experimentais ao modelo monoexponencial (Equacédo 6), ao
modelo biexponencial (Equacdo 7), ao modelo de ordem zero (Equacdo 8) e ao
modelo de Weibull (Equacéo 9), considerando os resultados do critério de selecéo
do modelo (MSC), do coeficiente de correlacdo, do ajuste gréfico e da coeréncia dos

valores encontrados para as constantes de velocidade para cada modelo.

%D =100 (1—e™)
(Equacéo 6)

%D =100[-1(Ae ™ +Be )]
(Equacéo 7)

%D =kt
(Equacéo 8)

%D =100[1-e ~*T9"]
(Equacéo 9)

Nas quais: %D é a porcentagem de farmaco dissolvido no tempo t; k, a e 5,

constantes cinéticas verificadas; A e B, concentra¢des iniciais do farmaco que
contribuem para as duas fases de dissolucéo; Td, tempo no qual 63,2% do farmaco
é dissolvido; b, parametro relacionado as caracteristicas estruturais e geometricas
da forma farmacéutica.

Os modelos meétodo-dependentes destinados a avaliacdo dos perfis de
liberagéo foram aplicados com o auxilio do software MicroMath Scientist®(versdo

2.01, Sant Louis, Estados Unidos).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

As dispersodes solidas de acido ferulico foram obtidas a partir dos métodos
de trituracdo, malaxagem, coevaporacdo, fusao, liofilizacdo e spray-drying. Apés a

tamisacéo, as formulagfes apresentaram um aspecto fisico de p6 branco.

5.1 RENDIMENTO E DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

A Tabela 2 sumariza os resultados de rendimento percentuais, apresentados
na forma de valor médio e desvio padrao e os resultados referentes ao teor de agua
presente nas dispersbes solidas, frente aos valores obtidos para o acido ferulico
(1,47%) e para o Poloxamer 407 (1,61%).

Todas as formulacdes apresentaram um rendimento condizente com o
descrito em trabalho anterior (KREIDEL, 2009) no qual foram obtidas dispersdes
sélidas contendo nimodipino. As dispersfes solidas elaboradas com a menor

guantidade de farmaco (10% de acido ferulico) apresentaram um melhor rendimento.

TABELA 2 - Rendimento Obtido para as Formulaces de Dispersdes Solidas e
Teor de Agua Obtido para o Acido Ferulico, para o Poloxamer 407 e
para as Dispersdes Sdlidas

Formulacao Rendimento Teor de umidade
Acido fellico - 1,47 £ 0,12
Poloxamer 407 - 1,61+0,14
Trituracdo 10% 68,2+2,1 1,75+ 0,08
Trituragcédo 20% 62,3+0,7 1,86 £ 0,12
Malaxagem 10% 77,6 £5,3 0,98 + 0,09
Malaxagem 20% 66,5+1,3 1,08 £ 0,11
Coevaporacao 10% 68,1+9,1 1,67 £ 0,09
Coevaporacao 20% 60,8 +1,8 1,29 £ 0,08
Fuséo 10% 66,1 + 0,4 1,68+0,12
Fuséo 20% 64,2+0,1 1,64 + 0,10
Liofilizagdo 10% 80,2+0,1 1,33+0,11
Liofilizagdo 20% 78,0+ 0,2 1,42 +0,13
Spray-drying 10% 41,8 £8,3 1,73+0,08
Spray-drying 20 % 38,6+7,6 1,78 £ 0,07

Fonte: A autora (2013).

Entretanto, as formulacbes obtidas pelo método de spray-drying

apresentaram rendimentos inferiores. Esses valores podem estar relacionados a
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viscosidade elevada das dispersdes solidas elaboradas com Poloxamer 407, o
aumento da viscosidade geralmente tende a aumentar a superficie do liquido,
diminuindo a eficiéncia da atomizacéo e dificultando a formacéo de gotas regulares.
Esse parametro deve ser monitorado, principalmente no uso de polimeros do tipo
hidrogéis e em solugbes aquosas (PAUDEL et al., 2012, OLIVEIRA; PETROVICK,
2010).

Os baixos rendimentos para as dispersdes solidas obtidas pelo método de
spray-drying também podem ser explicados pela adsor¢éo da dispersdo na torre de
secagem podendo ser facilmente visualizado, ou, devido a perdas no ciclone
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010, PATEL H.; PATEL R.; PATEL M., 2009) .

A liofilizacdo permite a obtencéo de sistemas com elevado rendimento e um
baixo estresse térmico. Geralmente, sdo obtidos pds secos, amorfos e com elevado
grau de interacdo farmaco-excipiente, sendo a vantagem mais importante, pois o
risco de separacédo de fases é minimizado (DAS et al., 2011).

Foi verificado que as dispersfes sélidas apresentaram um teor de umidade
semelhante ou inferior das matérias primas de partida, variando entre 0,98% e
1,86%.

O efeito da umidade sobre a estabilidade de armazenamento dos produtos
farmacéuticos € uma preocupacao expressiva, pois pode aumentar a mobilidade e
promover a recristalizacado do farmaco (BROUGH; WILLIAMS, 2013). Considerando
gue os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam uma umidade reduzida, é
possivel estabelecer que essa agua residual tenha pouca interferéncia na

estabilidade fisica das dispersdes solidas.

5.2DETERMINACAO QUANTITATIVA

5.2.1 Validagdo do Método Analitico para a Quantificacdo do Acido Ferdlico

Presente nas Dispersdes Soélidas
5.2.1.1 Linearidade
O Graéfico 1 ilustra a curva analitica média obtida para a quantificacdo do

farmaco em solucdo metandlica, apresentando a equacdo da reta e o valor do r

médio encontrado.
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GRAFICO 1 - Representagdo Grafica da Curva Analitica Média para a
Determinacdo do Acido Ferulico Obtida por UV-Vis (A = 320 nm) em
Metanol
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0,4
0,3
0,2
0,1

Absorvanda

y=0,09815x-0,01834
r=>0,99950

Concentracdo (pg.mL™)

Fonte: A autora (2013).

A linearidade é a capacidade de um método analitico em apresentar
resposta diretamente proporcional a concentracdo do analito na amostra, dentro de
um intervalo especificado (ANVISA, 2003).

O estudo de linearidade do método de quantificacdo de &cido ferulico por
espectrometria na regido do UV foi determinada por meio da construcdo da curva
analitica metandlica em triplicata, revelando um valor de coeficiente de correlagéo (r)

meédio igual a 0,99950, indicando uma regresséo linear significativa.
5.2.1.2 Limites de deteccéo e quantificagao

Com os dados provenientes da avaliagéo da linearidade, foram calculados
os limites de deteccdo e quantificacdo, por meio das Equacdes 3 e 4,
respectivamente. Os valores obtidos foram 342,93 ng.mL™ para o limite de deteccéo

e 1039,18 ng.mL™ para o limite de guantificacao.
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5.2.1.3 Repetibilidade e preciséo intermediaria

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. O método
desenvolvido mostrou ser preciso nos dois niveis avaliados, pois os valores de DPR
foram inferiores a 5% (ANVISA, 2003).

Os resultados de repetibilidade e de precisdo intermediaria, expressos em

termos de desvio padréo relativo (DPR), estdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 - Valores Experimentais Obtidos nos Ensaios de Repetibilidade e Precisédo
Intermediaria

Concentracdo (ug.mL™) DPR dia 1 DPRdia2 DPRdia3 Média
15 2,61% - - -
4,5 1,15% 0,39% 1,54% 1,03%
8,5 0,39% - - -

Fonte: A autora (2013).
* - pardmetro ndo avaliado

5.2.1.4 Exatidao

A exatiddo de um método corresponde a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Foi averiguada por meio da
andlise de trés concentracdes distintas, permitindo a recuperacao de 98,8% para a
concentracdo final de 2,5 pg.mL™, 96,9%para a concentracéo final de 5,5 pg.mL™e
99,6%para a concentracdo final de 9,5 pg.mL™, resultando em uma percentagem
média de recuperagéo de 98,43%, encontrando-se os resultados dentro dos limites
especificados pela ICH (2010) e ANVISA (2003).

5.2.1.5 Robustez

A robustez de um meétodo analitico indica a capacidade do método
desenvolvido em resistir as pequenas variacbes dos pardmetros analiticos, bem
como sua confiabilidade durante o uso (ANVISA, 2003). As variagdes nos
parametros de andlise estabelecidos, diferentes solventes, temperatura e pH,

apresentaram um DPR inferior a 5%, 0 que caracteriza 0 método como robusto.
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Os resultados obtidos para o ensaio de robustez estdo expressos na Tabela

TABELA 4 — Resultados de Robustez para os Parametros Variados

Parametros variados

Fabricante do solvente

Concentractes Temeeratura Ph
23 2(5C) 27 DPR (%) 68 7,0 7,2 DPR(%) Neon Vetec DPR(%)
2 pug.mL™? 161 165 159 1,89 1,717 165 1,67 1,82 168 163 1,59
5 pg.mL™? 448 439 45 131 451 459 452 0,96 453 457 0,88
8 ug.mL™ 7,73 7,77 7,64 0,86 783 7,75 7,78 0,52 7,79 7,76 0,88

Fonte: A autora (2013).

5.2.2 Eficiéncia de Incorporagao

A concentracdo de fArmaco presente nas dispersdes sélidas (mg.g™) e a

eficiéncia de incorporacgédo estdo demonstradas na Tabela 5. Os resultados mostram

valores préximos a 100%.

Acido Fertlico Incorporado nas Dispersdes Sélidas* (mg.g™) e Eficiéncia de

TABELAS — | comporacio? (%)
Material Acido ferulico incorporado nas Eficiéncia de
dispersédes sélidas (mg.g™) incorporacao
(%)
Trituragéo 10% 196 + 0,020 98
Trituragéo 20% 392 £ 0,012 98
Malaxagem 10% 198 £ 0,023 99
Malaxagem 20% 392 + 0,010 98
Coevaporacao 10% 198 £ 0,011 99
Coevaporacao 20% 392 + 0,019 98
Fusado 10% 194 + 0,022 97
Fusao 20% 388 + 0,016 97
Liofilizacéo 10% 198 + 0,022 99
Liofilizacéo 20% 396 + 0,011 99
Spray-drying 10% 198 £ 0,021 99
Spray-drying 20% 396 + 0,014 99
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Fonte: A autora (2013).
'média (n=3) + desvio padrao
“média (n=3)

5.3 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Os resultados obtidos por MEV para o acido ferulico puro e para o polimero
de partida estéo indicados nas Figuras 6 e 7, em aumento de 500 vezes. O acido
ferulico apresentou-se com uma morfologia cristalina (Figura 5). O Poloxamer 407

(Figura 6) revelou uma forma aglomerada.

FIGURA 5 - Fotomicrografia do Acido Ferdlico Puro Obtida por MEV,
Aumento de 500 X

P ff,’ \; l .l\ “;‘ ,_
Fonte: A autora (2013).

FIGURA 6 — Fotomicrografia do do Poloxamer 407 Puro Obtido por
MEV, Aumento de 500 X

Fonte: A autora (2013).

As dispersdes solidas de acido feralico obtidas pelos diferentes métodos de
preparacao propostos estdo evidenciadas na Figura 7. De modo geral, mostraram

aspecto aglomerado.
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FIGURA 7 — Fotomicrografias das Dispersdes Sdlidas Obtidas por MEV, Aumento de 500
X, Trituracdo 10% (a), Trituracdo 20% (b), Malaxagem 10% (c), Malaxagem
20% (d), Coevaporacdo 10% (e), Coevaporacdo 20% (f), Fusdo 10% (g),
Fusédo 20% (h), Liofilizag@o 10% (i), Liofilizag&o 20% (j), Spray-drying 10% (k),
_ Spray-dryil

N | Y
Fonte: A autora (2013).

Pequenos cristais de acido ferdlico finamente dispersos ou aderidos na
superficie dos materiais puderam ser detectados em algumas das dispersées
sélidas, principalmente nas preparadas pelos métodos de trituracdo, malaxagem,
coevaporacéo e fusao, na concentracado de 20% (Figura 7 b,d,f,h). Majerik et al.
(2006) tiveram resultados semelhantes na preparacdo de dispersdes solidas de
oxeglitazar e Poloxamer 407 e etoricoxib e Poloxamer 407/Gelucire,

respectivamente.
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5.4 ANALISE POR DIFRACAO DE RAIOS X

As Figuras 8 e 9 sumarizam os resultados por difracdo de Raios X para o
acido ferulico puro, para o Poloxamer 407 e para as dispersdes soélidas. No caso do
farmaco puro, foram verificados diferentes picos relacionados com a sua estrutura
cristalina, sendo que os principais aparecem em 260 = 9,02, 15,62, 17,40, 24,58,
26,46 e 31,58; enquanto que 0 polimero apresentou um comportamento menos
cristalino.

Os difratogramas das dispersfes solidas apresentam perfis de difracédo
muito semelhantes ao Poloxamer 407 puro, denotando que o &cido ferulico
apresentou um comportamento mais amorfo no material polimérico, com reducéo de
sua cristalinidade. Para as dispersbes solidas trituracdo 20%, malaxagem 20%,
coevaporacdo 20% e fusdo 20% foram registrados, embora com menor intensidade,
picos de cristalinidade atribuidos ao &cido ferulico. Ainda que o farmaco cristalino
tenha sido detectado nas formulacdes, os picos tém menor intensidade,
sugestionando que as dispersbes solidas obtidas sdo semi-cristalinas para o0s
métodos e concentracdes citados.

Gouveia (2011) ao desenvolver dispersdes solidas de nimesulida e
Poloxamer 407 também observou picos referentes a nimesulida nos difratogramas,
porém o0s picos sdo mais largos e de menor intensidade.

Kulthe e Chaudhari (2011) obtiveram resultados semelhantes ao preparar
dispersbes sodlidas de etoricoxib e Poloxamer 407/Gelucire onde houve uma
diminuicao nas intensidades dos picos maiores
caracteristico para a natureza cristalina do etoricoxib,

indicando perda parcial da cristalinidade.
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FIGURA 8 — Difratogramas do Acido Ferulico Puro, do Poloxamer 407, da Mistura Fisica e
das Dispersdes Solidas a 10%
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Fonte: A autora (2013).
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FIGURA 9 — Difratogramas do Acido Ferulico Puro, do Poloxamer 407, da Mistura Fisica e
das Dispersdes Solidas a 20%
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Fonte: A autora (2013).

Os difratogramas confirmam que, quando as dispersdes solidas sdo obtidas
a partir de polimeros hidrofilicos, esses passam a ditar as caracteristicas das
mesmas (CIRRI et al., 2004).

O grau de organizacdo em moléculas no estado sélido varia de um extremo
de alta simetria e ordenamento que caracteriza o estado cristalino, até um alto grau
de desordem tipico do estado amorfo (SANTOS, 2008). A forma amorfa do farmaco
€ a sempre mais adequada que a forma cristalina, devido a uma area de superficie
aumentada (ALMEIDA, 2009b).

Solidos no estado amorfo tém moléculas dispostas aleatoriamente e,
portanto, pouca energia é necessaria para separa-los. Por conseguinte, a sua
dissolucéo € mais rapida do que quando na forma cristalina (MIYAZAKI et al., 2011,
RIEKES et al., 2010).
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5.5 AVALIACAO POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier do &cido
ferulico, do Poloxamer 407, da mistura fisica e das dispersfes solidas podem ser
visualizados nas Figuras 10 e 11. O espectro do acido ferulico puro indicou uma
banda tipica referente a vibracdo de deformacédo axial do grupamento OH em 3437
cm™. A ocorréncia de uma banda em 3016 cm™ no espectro é atribuida ao
estiramento assimétrico do grupamento C-H.

A banda em 1713 cm™ se deve ao estiramento do grupamento carbonila
conjugado ao anel aromatico e trés bandas intensas e caracteristicas em 1618, 1598
e 1518 cm™, correspondentes as vibragdes de deformac&o axial do anel aromatico.
A banda de absorcdo em 1464 cm™ é indicativa da deformac&o axial do grupamento
C-H do anel aromatico. A banda em 1272 cm™ é atribuida & deformacéo axial do
grupamento C-O-C. Ainda, as bandas nitidas em 804 e 832 cm™ s&o referentes aos
hidrogénios do anel fenila (SAJJADI; SHOKOOHINIA; MOAYEDI, 2012, WANG et

al., 2011).

Espectros de IVTF do Acido Ferdlico Puro, do Poloxamer 407, da Mistura

o ; ~ L )
FIGURA 10 — Fisica e das Dispersdes Solidas a 10%
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Fonte: A autora (2013).

FIGURA 11—  Espectros de IVTF do Acido Ferulico Puro, do Poloxamer 407, da Mistura
Fisica e das Dispersoes Sélidas a 20%
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Fonte: A autora (2013).

O espectro infravermelho do Poloxamer 407 exibiu uma banda forte em 3508
cm™ devido a vibrac&o de estiramento do grupamento OH. Banda tipica de 2886 cm"
! foi correspondente & vibragéo de estiramento do grupamento C-H. Além disso, a
vibracdo de deformacdo axial do grupamento C-O conduziu a formacdo de uma
banda a 1113 cm™ (PATIL et al., 2010, VYAS et al., 2009).

Os espectros obtidos para a dispersdo soélida e para a mistura fisica

apresentaram bandas de absorcdo nas mesmas faixas de numero de onda do

farmaco e do polimero puros.
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5.6 ESTUDO DA LIBERACAO IN VITRO

5.6.1 Ensaio de Dissolucao

O ensaio de dissolucdo € um dos métodos mais importantes usados para a
caracterizacao das dispersodes solidas.

O Grafico 2 ilustra a curva analitica média obtida para a o estudo da
liberacédo in vitro, a equacao da reta e o valor do r médio encontrado.

A curva analitica em triplicata em dgua osmose reversa revelou um valor de
coeficiente de correlagéo (r) médio igual a 0,999930, indicando uma regressao linear

significativa.

GRAFICO 2 - Representacdo Gréafica da Curva Analitica Média para o
Estudo da Liberacéo In Vitro Obtida por UV-Vis (A = 320 nm)
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Fonte: A autora (2013).

Os perfis de liberacédo obtidos para o farmaco puro e para as formulacdes de

dispersdes sdlidas estdo apresentados nos Graficos 3 e 4.



GRAFICO 3— Perfil da Liberagdo In Vitro do Farmaco Puro e das Formulagbes de
Dispersoes Sélidas a 10%
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Fonte: A autora (2013).

GRAFICO 4 — Perfil da Liberagdo In Vitro do Farmaco Puro e das FormulagBes de
Dispersdes Solidas a 20%
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Quando da avaliacdo do farmaco puro, uma dissolucdo de 80 % foi obtida
em 75 minutos. Entretanto, os resultados demonstraram que houve diferenca de
liberacdo do farmaco puro em relacédo as formulacdes, mas ndo houve diferenca na
liberacdo do farmaco entre as formulacdes, nas quais a liberacdo de 80% do
farmaco ocorreu em tempos inferiores a 10 minutos.

Comparando-se o farmaco puro e as formulagdes, estas apresentaram as
mais elevadas taxas de dissolucdo, sendo a formulagdo obtida pelo método de
liofilizacdo a 10% de melhor resultado, com eficiéncia de dissolucéo de 93,83%.

Considerando a Equacao 5, a eficiéncia de dissolucdo do acido ferulico puro,
avaliada no tempo final de 100 minutos, foi de 72,98%. As formulagbes
apresentaram uma variacdo nos valores de eficiéncia de dissolucdo de 91,52% a

93,83%, como apresentado na Tabela 6.

TABELA 6 — Eficiéncia de Dissolucdo do Farmaco Puro e das Formulagbes de Dispersdes
Sélidas
Formulacéao Eficiéncia de dissolucéao
10% 20%
Trituracdo 91,52 93,25
Malaxagem 93,51 91,83
Coevaporacgao 93,67 92,31
Fuséo 93,10 92,62
Liofilizac&o 93,83 92,66
Spray-drying 93,69 92,69

Fonte: A autora (2013).

N&o existe diferenca consideravel entre os valores de eficiéncia de
dissolugdo nos métodos e concentracdes empregadas, diversamente do resultado
esperado, pois concentracbes maiores de carreadores proporcionam uma taxa de
dissolucéo mais elevada (MAJERIK, 2006), assim, como os meétodos de liofilizac&o e
spray-drying apresentam vantagens sobre os outros métodos (SHEP et al., 2012,
DAS, et al., 2011). Esses resultados podem ser explicados pelo comportamento do
Poloxamer 407, que formou uma espécie de gel, portanto, provavelmente a
dissolucéo foi controlada pela dissolucao do gel.

Ainda, os resultados elevados da eficiéncia de dissolucdo podem ser

atribuidos principalmente ao efeito hidrofilico da matriz polimérica, que além de
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diminuir a tensdo superficial entre o farmaco e o meio de dissolucdo, também
contribui para a molhabilidade do farmaco, por meio da formacdo de um
microambiente favoravel para a solubilizacdo em torno das particulas.

Assim sendo, o material polimérico utilizado conduz em uma melhora do
valor de eficiéncia de dissolucdo do acido ferulico, sendo uma estratégia importante

para o desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberagdo rapida.
5.6.2 Avaliacéo dos Perfis de Liberacao

Os modelos matematicos, representados pelas Equacdes de 6 a 9, foram
aplicados aos perfis de liberacdo do farmaco puro e das dispersbes sélidas,

empregando o software MicroMath Scientist®.

TABELA 7 - Resultado da Modelagem Matematica pela Equacdo Biexponencial para o
Acido Ferulico Puro e para as Dispersfes Sélidas

Modelo monoexponencial

Material MSC R k (min™)
Acido ferdlico 3,83 0,9922 0,0388
Trituragdo 10% 3,09 0,9359 0,3197
Trituragdo 20% 4,20 0,9959 0,5338
Malaxagem 10% 3,00 0,9934 1,6027
Malaxagem 20% 4,32 0,9348 0,1517
Coevaporacgao 10% 4,44 0,9974 0,3771
Coevaporacao 20% 3,39 0,9896 1,1774
Fuséo 10% 3,89 0,9951 0,8282
Fuséo 20% 4,74 0,9971 0,4414
Liofilizagdo 10% 5,36 0,9991 0,2590
Liofilizagdo 20% 3,53 0,9786 0,0146
Spray-drying 10% 2,19 0,9768 0,8086
Spray-drying 20% 2,15 0,9849 0,6918

Fonte: A autora (2013).

A modelagem matematica dos resultados mostrou que a equagéo
monoexponencial foi a que melhor descreveu o0 comportamento dos dados
experimentais (Tabela 6), com coeficiente de correlacéo (r) préximo a 1.

A modelagem matematica forneceu as constantes cinéticas observadas dos

processos (k), os coeficientes de correlacdo (r) e o critério de selecdo do modelo
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(MSC) apresentados na Tabela 7. O valor k relaciona a dissolugcdo do farmaco
diretamente com o tempo.

Os resultados obtidos nos ensaios de dissolucdo trazem perspectivas
significativas, pois o acido ferulico é qualificado como farmaco da Classe Il pelo

Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica e, portanto, sua dissolugédo é etapa
limitante da absorcéo, podendo apresentar problemas de biodisponibilidade.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, foram desenvolvidas e caracterizadas dispersdes
sélidas contendo acido ferulico, pelos métodos de trituragdo, malaxagem,
coevaporacdo, fusdo, liofilizacdo e Spray-drying, com valores adequados de
rendimento e eficiéncia de incorporacao.

Os espectros obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho
indicaram que nenhuma ligacdo quimica ocorreu entre o acido ferulico e o polimero.
Os ensaios efetuados para as formulacdes por difracdo de Raios X e Microscopia
Eletronica de Varredura demonstraram perfis com reducéo da cristalinidade. Para as
dispersdes solidas trituracdo 20%, malaxagem 20%, coevaporacdo 20% e fuséo
20% foram registrados, embora com menor intensidade, picos de cristalinidade
atribuidos ao &cido ferulico.

Conclui-se que a técnica de dispersdao solida foi util para melhorar a
dissolucdo do acido ferulico, com o emprego de carreador hidrofilico com
propriedades tensoativas, como o Poloxamer 407. Destaca-se que o método de
preparo € critico no processamento de dispersdes solidas, revelando-se os métodos
de liofilizacdo e spray-drying mais adequados para esse fim quando, em
concentracbes maiores de carreador, apesar da diferenca pouco expressiva entre 0s

métodos e concentracdes empregados.
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