UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

"JULIO DE MESQUITA FILHO"
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

OBTENGCAO E CARACTERIZAGCAO DE FILMES DE MISTURAS DE AMIDO
RESISTENTE E PECTINA COMO ESTRATEGIA PARA LIBERACAO COLON
ESPECIFICA DE FARMACOS.

ANDREIA BAGLIOTTI MENEGUIN

Dissertacdo apresentada ao programa de Pds
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Area de
Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

ORIENTADOR: Prof. Dr. RAUL CESAR EVANGELISTA

CO-ORIENTADORA: Dra. BEATRIZ STRINGHETTI FERREIRA CURY

ARARAQUARA - SP
2012



Ficha Catalogréfica
Elaborada Pelo Servico Técnico de Biblioteca e Documentacao
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP — Campus de Araraquara

Meneguin, Andréia Bagliotti
M5410 Obtencado e caracterizacéo de filmes de misturas de amido resistente e
pectina como estratégia para liberacdo colon especifica de farmacos /
Andréia Bagliotti Meneguin. — Araraquara, 2012
99 f.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista. “Julio de
Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pds
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Orientador: Raul Cesar Evangelista

Coorientador: Beatriz Stringhetti Ferreira Cury

1. Filme de revestimento. 2. Amido resistente. 3. Pectina. 4.Liberacao
célon-especifica. I. Evangelista, Raul Cesar, orient. 1l. Cury, Beatriz
Stringhetti Ferreira, coorient. I1l. Titulo.

CAPES: 40300005




Dedicatoria

Dedico esse trabalho ao meu orientador Prof. Dr. Raul Cesar Evangelista e a
minha co-orientadora Beatriz Stringhetti Ferreira Cury, 0s responsaveis por este
desafio tdo importante em minha vida e sem 0s quais nada teria sido possivel.

Muito obrigada!



Agradecimentos

AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco ao meu Deus por todas as coisas que Vvivi no decorrer
desses anos. Agradeco pelos bons momentos e os dificeis também, fundamentais para
meu crescimento pessoal e profissional... por ter colocado determinadas pessoas em
meu caminho para que essa realizacdo fosse possivel. E, por estar sempre ao meu lado,

dando-me forca, fé, paciéncia e persisténcia, sem os quais, nada disso seria possivel,

A minha familia, em especial, meus pais Edson e Vania, e minha irma Viviane,
0S maiores entusiastas do meu sucesso, sempre me encorajando para aceitar e vencer
meus desafios. Pelo exemplo de carater, sabedoria e determinacdo e por tanto confiarem

na minha capacidade para realizagcdo desse trabalho.

Em especial, agradeco meu querido orientador Prof. Dr. Raul Cesar
Evangelista, pessoa que tanto admiro e que se tornou um espelho nessa jornada,
mostrando-me que € possivel ser um otimo profissional e uma pessoa Humana ao
mesmo tempo. Muito obrigada pela confianga no meu trabalho e por todo

conhecimento e amor transmitidos durante todos os dias da nossa convivéncia,

A querida Dr.? Beatriz Stringhetti Ferreira Cury, minha co-orientadora, por
toda sua dedicacao/contribuicdo incontestavel para realizacdo desse trabalho e pela

amizade e carinho tdo especiais pra mim. Um exemplo de dedicacdo e amor a pesquisa,

Aos amigos do laboratério, os quais fizeram desta histéria em Araraquara um
momento muito feliz em minha vida: Gustavo Rossanesi, Flavio Campos, Ana Luiza
Ribeiro, Charlene Kill, Priscileila Ferrari, Flavia Chiva, Lilian Barbassa,
Fernanda Kolenyak, Giovana Calixto, Gisela Rolfsen, obrigada pela amizade,

companheirismo, ideias e contribuicdo nos experimentos e discusséo de resultados,



Agradecimentos

Em especial, a amiga Fernanda Carbinatto, primeira pessoa com quem tive
contato no laboratorio, por ter me recebido, inicialmente, como sua estagiaria e, depois,
ter se tornada essa amiga tdo verdadeira, critica e com quem sempre posso contar. A
amiga Marcia Helena Oyafuso, exemplo de coragdo doce e bondade, por todos
momentos que passamos, pela forca mitua e amizade incontestavel. Ao amigo
Guilherme Alves Ferreira, exemplo de alma livre, por ter me mostrado e guiado para
um novo caminho da vida, o caminho da Espiritualidade, responsavel por toda minha

transformacéo intima e pela pessoa que sou,

Ao Instituto de Quimica da UNESP/Araraquara, pela realizacdo de algumas

analises,

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP),
especialmente a técnica de Laboratério Margarete, pela ajuda dada na realizacdo de

Meus experimentos,

A Secdo de Pés-graduacéo, em especial a Claudia, Daniela, Joyce e Marcia,

pela atencéo e apoio,

Ao Prof. Dr. Marco Vinicius Chaud, pelo auxilio no exame geral de

qualificacéo,

Ao Prof. Dr. Newton Andreo Filho, pela contribuicdo na defesa de dissertacao,

A Prof.2 Dr.? Ana Doris de Castro pela amizade, confianca e auxilio no exame
geral de qualificacdo e na defesa de dissertacdo, contribuindo para o aperfeicoamento do

trabalho,



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Jodo Aristeu da Rosa, pela colaboragcdo com o uso do analisador

de imagens,

Ao Prof. Dr. Rubens Monti, pelo esclarecimento de duvidas e sugestdes de

experimentos a serem realizados,

A Prof.? Dr.* Vera L.B. Isaac, pela colaboragio com o uso do redmetro,

A Prof.? Dr.? Maria Palmira Daflon Gremiso, pelas contribuicbes prestadas,

pelo apoio e amizade sempre,

Ao Prof. Dr. Marlus Chorilli, pelas contribui¢bes e amizade,

A FAPESP, pelo apoio financeiro na forma de Bolsa de Mestrado.



Epigrafe

“Do meu telescopio, eu via Deus caminhar! A maravilhosa
disposicéao e harmonia do universo s6 pode ter tido origem
segundo o plano de um Ser que tudo sabe e tudo pode. Isso fica
sendo a minha ultima e mais elevada descoberta.”

Isaac Newton

Andréia Bagliotti Mleneguin



Resumo

RESUMO

O revestimento de formas farmacéuticas sélidas com polissacarideos degradaveis pela
microflora col6nica representa uma importante e confidvel estratégia para obtencdo de
sistemas de liberacdo colon-especifica de farmacos. No entanto, a maioria dos
polimeros naturais, quando utilizados isoladamente e sem uma modificacdo prévia,
apresenta a desvatangem de ser altamente solivel em &gua, 0 que compromete a
protecdo oferecida pelo revestimento. Tal efeito pode ser evitado através do emprego do
amido resistente, o qual possui estrutura cristalina tridimensional mais ordenada e
resisténcia a degradacdo enzimatica nas porcbes superiores do TGI. Sua posterior
associacdo com a pectina mostra-se interessante, uma vez que ela permanece como
agregados de macromoléculas em meio acido. Além disso, a associacdo polimérica
resulta em caracteristicas fisico-quimicas inexistentes nos poliméros isolados. Devido as
pesquisas com amido resistente na area farmacéutica ainda ser muito restrita, um estudo
detalhado nesse campo faz-se necessario. Filmes de revestimento foram obtidos através
do método de evaporacdo do solvente, a partir de dispersbes de alta amilose
retrogradada e pectina, as quais foram adicionados os plastificantes glicerina ou
propilenoglicol. A caracterizagdo dos filmes foi realizada por analises de reologia,
morfologia, propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor d’ agua, intumescimento
e difratometria de raios X. A avaliacdo do potencial como sistema de liberacdo co6lon
especifica de farmacos foi realizada atraves da digestdo enzimatica in vitro dos filmes
de revestimento em meios com diferentes valores de pH. O conjunto de resultados
mostrou que a maioria das dispersdes poliméricas apresenta comportamento de sistemas
pouco organizados, com presenca de comportamento predominantemente viscoso, uma
vez que os modulos de perda foram superiores aos moédulos de armazenamento.
Dispersdes contendo a mesma propor¢do de polimeros, na auséncia de plastificantes,
originaram sistemas mais organizados, cujas amostras apresentaram menor indice de
intumescimento. Apesar de a pectina ter conferido uma maior flexibilidade aos filmes,
verificou-se que aqueles obtidos com maior proporcdo de pectina (1:4) apresentaram
superficie mais rugosa e que a adicdo de plastificantes, de maneira geral, tornou a
superficie mais lisa e livre de poros. Consequentemente, os filmes plastificados
exibiram melhor propriedade de barreira (menor PVA), assim como os filmes com
menor concentracdo de polimero. As amostras mais concentradas apresentaram oS
maiores valores de dureza e deram origem a filmes mais compactados, espessos
equebradicos, o que resultou em propriedade mecanica deficiente, enquanto que o0s
filmes obtidos a partir de dispersdes menos concentradas foram mecanicamente mais
resistentes. De acordo com as analises de DRX, houve alteracdo no padréo de difracéo
apos o0s processos de retrogradacdo e a cristalinidade foi mais evidente nos filmes sem
plastificantes. As amostras 511G, 511P e 1014G apresentaram alto teor de amido
resistente e, portanto, baixa taxa de digestdo enzimatica, demonstrando o potencial de
aplicacdo desses filmes em sistemas de liberacdo célon especifica de farmacos.

Andréia Bagliotti Mleneguin



Abstract

ABSTRACT

Coating of solid dosage forms with polysaccharides that are degraded by colonic
microflora represents an important and reliable strategy for obtaining colon specific
delivery of drugs. However, most of natural polymers when used isolatedly or without a
prior modification presents high water solubility, compromising the protection afforded
by the coating. This effect can be avoided using resistant starch, which has more
ordered three-dimensional crystalline structure and is resistant to enzymatic degradation
in the upper portions of Gl tract. The later association with pectin is interesting, since it
remains as macromolecules aggregates in acidic medium. Furthermore, polymeric
association results physical-chemical properties absent in the isolated polymers. Since
resistant starch-related researches in the pharmaceutical field are still very limited, a
detailed study in this field is required. Film coating was obtained by the method of
solvent casting from retrograded high amylose and pectin dispersions, to which glycerol
or propyleneglycol plasticizers were added. Films characterization was accomplished by
rheology analysis, morphology, mechanical properties, water vapor permeability,
swelling and X-ray diffraction. The potential as a colon specific drug delivery system
was evaluated by performing in vitro enzymatic digestion of the coating films in media
presenting different pH values. The result set showed that most of the polymeric
dispersions has the behaviour of a poorly arranged system, with presence of a
predominantly viscous behaviour, since the loss modules were superior to the storage
modules. Dispersions containing the same proportion of polymers in the absence of
plasticizers, originated more organized systems, whose samples showed less swelling
index. Although the pectin have provided greater flexibility to the films, it was found
that films obtained with a higher proportion of pectin (1:4) showed a rougher surface
and the addition of plasticizers, generally, resulted in films with a smooth surface and
apparently pore-free. Consequently, the plasticized films exhibited better barrier
property (low WVP), as well as films with lower polymer concentration. The more
concentrated samples showed higher hardness values and led to more compact, tick and
brittle films, resulting in poor mechanical properties, whereas the films obtained from
less concentrated dispersions were mechanically more resistant. According to XRD
analysis, the diffraction pattern changed after the processes of retrogradation and
cristallinity was more evident in the film without plasticizers. Samples 511G, 511P and
511W had high levels of resistant starch and, therefore, low rate of enzymatic digestion,
indicating the potential application of these films for colon specific drug delivery
systems.
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1. INTRODUCAO

Sistemas para liberacdo sitio-especifica de farmacos mostram importantes
vantagens biofarmacéuticas e farmacocinéticas, quando comparados aos sistemas
convencionais, como reducdo da dose requerida, protecdo do farmaco contra
degradacdo, manutencdo da biodisponibilidade, reducdo dos efeitos colaterais e
otimizacdo dos efeitos farmacoldgicos (MAIOR et al., 2008; SINHA; KUMRIA, 2003).

O cdélon vem sendo extensivamente explorado como sitio de liberagdo de
farmacos, tanto para o tratamento de patologias locais como sistémicas, uma vez que
oferece um ambiente mais ameno que as porcdes superiores do TGI, com pH mais
proximo a neutralidade, reduzida atividade proteolitica e tempo de transito mais
prolongado (MCCONNELL; TYSKA, 2007; CHOURASIA; JAIN, 2003; LIU et al.,
2003; SINHA; KUMRIA, 2003).

Diferentes estratégias vém sendo exploradas para a obtencdo de sistemas de
liberacdo célon-especifica, como revestimentos que sofrem degradacdo pH e/ou tempo
dependentes, sistemas sensiveis a pressao luminal, sintese de pro-farmacos, sistemas
osméticos e sistemas degradaveis pela microflora colénica (MAIOR et al., 2008,
SINHA; KUMRIA, 2001, KINGET et al., 1998).

Considerando a grande variabilidade do tempo de transito, bem como dos
valores de pH ao longo do TGI, a atividade enzimatica especifica do meio coldnico
representa uma estratégia confiavel em termos de liberacdo colon-especifica de
farmacos e vem ganhando grande destaque nessa area de pesquisa (MAIOR et al., 2008;
FADDA,; BASIT, 2005).

O amido é um polissacarideo amplamente empregado em formulaces de
medicamentos, alimentos e cosméticos devido a sua atoxicidade e baixo custo. A partir
da década de 1980, trabalhos de Englyst e Cummings (1987) iniciaram as pesquisas a
respeito das fracbes do amido, assim como suas classificacdes, propriedades fisico-
quimicas e susceptibilidade a hidrélise enzimatica.

Dessa forma, em funcdo de sua velocidade de digestéo in vitro na presenca de
amilase pancreatica e amiloglicosidase a 37°C o amido foi classificado como
rapidamente digerivel (conversdo em 20 minutos), lentamente digerivel (conversao em
120 minutos) e amido resistente — AR (resistente a acdo das enzimas digestivas)
(Englyst et al., 1992).
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Embora resistente a acdo enzimatica, 0 AR pode ser fermentado e desintegrado
pela microflora colénica (HARALAMPU, 2000; THOMPSON, 2000), o que o torna um
potencial candidato para a obtencdo de sistemas de liberacdo colon-especifica de
farmacos.

Dentre as diferentes classes de amido resistente, destaca-se 0 AR tipo 3, que é
obtido através da retrogradacdo do amido, processo no qual o amido gelatinizado, que
se encontra no estado amorfo, passa para um estado mais cristalino ou ordenado durante
0 armazenamento (CHUNG et al., 2006; THOMPSON, 2000; YUAN et al., 1993).

A alta amilose vem sendo considerada o material preferido para obtengdo de
produtos com elevado teor de AR, através da retrogradacdo por tratamento hidrotérmico
(HTOON et al., 2009; DIMANTOQV et al., 2003; FISHMAN et al., 1996), pois a
amilose € responsavel pela formacdo de uma matriz amorfa onde os cristalitos formados
ficam embebidos e, assim, protegidos da rapida exposicdo as enzimas digestivas (CUI;
OATES, 1997).

A pectina € um polissacarideo amplamente empregado como excipiente na
obtencdo de sistemas de liberacdo colon-especifica, j& que em meio acido permanece
como agregados de macromoléculas, além de ser resistente a proteases e amilases
presentes nas porgdes superiores do TGI, sendo, no entanto, digerida pela microflora
colénica (VANDAME et al., 2002; SINHA; KUMRIA, 2001). O grande desafio no uso
da pectina na obtencdo de filmes de revestimento destinados a obtencdo de sistemas
para liberagdo coldnica de farmacos é reduzir sua elevada solubilidade em meio aquoso,
que favorece a liberacdo prematura e muitas vezes indesejavel do farmaco (LIU et al.,
2007).

Filmes de revestimento de alta amilose e etilcelulose mostraram-se resistentes
aos fluidos gastrico e intestinal simulados por 12h, mas permitiram a liberacdo do
farmaco em mistura de inoculado de bactérias fecais (WILSON; BASIT, 2005;
MILOJEVIC et al., 1996). Dimantov e colaboradores (2004) avaliaram o desempenho
de filmes para liberacéo colénica constituidos de alta amilose enriquecida com 20% de
AR em associa¢do com a pectina e observaram que o aumento da propor¢do de alta
amilose promoveu a reducdo das taxas de liberacdo em meios gastrico e entérico
simulados, além de favorecer a resisténcia enzimatica.

Filmes poliméricos séo extensivamente usados na industria farmacéutica, uma

vez que representam uma barreira estrutural, que pode permitir o ajuste da cinética de
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liberacdo do farmaco as necessidades farmacocinéticas delineadas. Assim, os filmes
vém sendo empregados tanto na preparacdo de formas farmacéuticas solidas revestidas
(comprimidos, capsulas, pellets, microparticulas), como na obtencdo de sistemas mais
sofisticados de liberacdo controlada, visando tanto o controle da taxa de liberagdo do
agente ativo como seu direcionamento para um 6rgdo ou tecido especifico (LUO et al.,
2008).

A associacdo de polimeros com caracteristicas fisico-quimicas diferentes em
uma mesma formulacdo pode favorecer caracteristicas filmogenas inexistentes ou
deficientes nos polimeros isolados, como, por exemplo, uma eventual baixa resisténcia
mecéanica (SIEPMANN et al., 2008).

Portanto, a obtencao e caracterizacao de filmes a partir de misturas de polimeros
constituem importante objeto de estudo para a avaliagdo da potencialidade de novos
materiais a serem usados no delineamento de sistemas de liberacdo controlada de

farmacos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trato Gastrintestinal

20

A principal funcdo do trato gastrintestinal (TGI), além da digestdo dos

alimentos, é a absorcdo de agua e nutrientes. Cada por¢do do TGI é responsavel por

uma funcéo e apresenta condicdes diferentes, como valores distintos de pH, tempo de
transito e area de superficie (Tabela 1) (KAPP, 2007).

Tabela 1 — Segmentos e caracterisitcas do TGl

Segmento  Funcéo Secregoes pH Tempo de
do TGI transito
Cavidade Mastigagéo Saliva ~7 Curto
oral
Esofago Condugdo ao Muco 5-6 Curto
estdmago
Estbmago Armazenamento, Suco géstrico (pepsina, <3 30min-2h
mistura e digestdo  tripsina, acido cloridrico,
dos alimentos, sais inorganicos)
principalmente as
proteinas
Suco intestinal, (maltase,
Intestino Digestao e sucrase, lactase, 6-8 3-4h
Delgado absorcao aminopeptidase, dextrinase
e nuclease)
Intestino  Absorgdo de aguae Muco alcalino, acidos 5-8 22-36h
Grosso eletrolitos graxos de cadeias curtas,

fons H*, glucosidades,
polissacaridases, esterases
e amidases

Adaptado de: KAPP, 2007

O TGI é composto por cavidade oral, faringe, esdfago, estbmago, intestino

delgado, intestino grosso, reto, canal anal e anus (Figura 1). Varios fatores influenciam

a absorcdo de substancias no TGI, como a area de superficie disponivel e o tempo de

contato da substancia a ser absorvida com o epitélio absortivo, sendo esse tempo de

contato dependente da taxa de propulsdo e conhecido como tempo de transito
(DESESSO; WILLIAMS, 2008).
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Figura 1 — Localizacdo dos 6rgdo do TGI.

Adaptado de: REED; WICKHAM, 2009.

O TGI, do esdfago ao anus, tem a estrutura parecida com a de um tubo, que é
composto dos seguintes componentes de dentro pra fora (Figura 2): lGmen, por onde o
material ingerido passa; mucosa, que juntamente com o muco e outras substancias
forma a primeira linha de defesa contra agentes toxicos; lamina propria, que é
vascularizada; mucosa muscular, camada fina de musculo liso; submucosa, outra
camada vascularizada; externa muscularis, composta por duas camadas de musculo liso,
sendo uma camada circular e outra longitudinal; serosa ou adventicia (SAKAMOTO,
2010).
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Figura 2 — Diagrama esquematico da organizagdo das camadas do TGI.

Adaptado de: SAKAMOTO, 2010.

O esbfago, 6rgdo que da inicio ao TGI, faz a conexdo entre a faringe e a
extremidade superior do estbmago. Tem aproximadamente 25 cm de comprimento e sua
funcdo é completar a degluticdo. Apresenta dois esfincteres, sendo um superior, que
previne a entrada de ar, e um inferior, que serve como barreira entre eséfago e estbmago
(REED; WICKHAM, 2009).

O estdbmago, de pH &cido (pH < 3) e capacidade de aproximadamente 1 L, é um
6rgdo em forma de “J” e encontra-se abaixo do diafragma. E uma area de estoque
temporario de alimentos, no qual serdo quebrados tanto quimica quanto fisicamente e
misturados com agua e suco gastrico, momento em que esse produto passa a Sser
chamado de quimo, para posterior liberagcdo no intestino delgado (HUETHER, 2006).

As células parietais do estdbmago produzem suco gastrico, responsavel pela
morte de bactérias e desnaturacdo de proteinas, além da absor¢do de vitamina B12. Os
conteldos altamente &cidos presentes no estdmago ativam o pepsinogénio, que é
convertido em pepsina, uma enzima proteolitica que compde o suco gastrico. O fluido
estomacal também possui muco, para protecdo do estdbmago contra a alta acidez
(GRIFFIN-SOBEL, 2007; JOHNSON, 2007; HUETHER, 2006).

O intestino delgado é composto por duodeno, jejuno e ileo (CARROLL, 2007;
HUETHER, 2006; THIBODEAU; PATTON, 2002). Com extensdo de
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aproximadamente 7 m e érea total de 120m?, o pH do intestino delgado torna-se mais
basico a medida em que se distancia do estdmago, variando entre pH 6-8. O tempo de
transito € de aproximadamente 3-4 horas (KAPP, 2007). A maior parte da absorcédo de
nutrientes ocorre nesse Orgdo, devido a presenca das vilosidades intestinais que
aumentam a superficie luminal, sendo que cada vilosidade apresenta uma artéria, uma
veia e um canal linfatico, para o transporte dos nutrientes. A valvula ileo-cecal é o local
de término do intestino delgado e ela controla o fluxo de material digerido para o
intestino grosso (JOHNSON, 2007; ALCAMO, 1996).

2.1.1 Intestino Grosso

O intestino grosso é a por¢do terminal do TGI e pode ser dividido em ceco e
apéndice, colon ascendente, colon transverso, célon descendente, célon sigmoide, reto e
anus, tendo uma extensao de aproximadamente 1,5 m, didmetro de 6,5 cm e pH de 5-8
(Figura 3) (ELLIS, 2011; FREIRE et al., 2006).

Figura 3 — Anatomia do intestino grosso.

Fonte: ELLIS, 2011

E constituido por um tubo cilindrico revestido por uma mucosa résea (imida e
seu espaco interior ¢ chamado de limen. Apesar de ndo apresentar vilosidades, as

pregas semilunares aumentam a superficie intestinal do c6lon para aproximadamente
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0,13m? Tanto a fisiologia colonica quanto as propriedades fisicas do contetido luminal
do célon mudam ao longo de sua extensdo (SARASIJA; HOTA, 2002). O colon €
abastecido com sangue através das artérias mesentéricas e € drenado pela circulacdo
porta-hepatica, pelas veias mesentéricas e circulacdo linfatica, sendo essa Ultima a que
apresenta menor eficiéncia (MARONI et al., 2012).

As principais funcbes do célon envolvem a transformacéo do contetdo intestinal
em fezes, através da absorgédo de agua e eletrélitos, formacéo de um ambiente favoravel
para 0 crescimento de microrganismos, expulsdo das fezes em tempo adequado e
secrecao de potéssio e bicarbonato. O movimento responsével pela retencédo fecal ocorre
num sentido distal-proximal e é conhecido como antiperistaltismo (MARONI et al.,
2012; SICCARDI et al., 2005; CUMMINGS; MACFARLANE, 1997).

O co6lon humano é um ambiente que contém mais de 400 espécies diferentes de
bactérias, sendo essas na sua maioria, anaerébicas, com uma populacdo de 10 a 10"
UFC. Bacterdides, Bifidobacterium, Eubacterium compdem cerca de 60% da flora total.
Essas bactérias produzem um amplo espectro de enzimas que tém atividade redutora
(nitroredutases e azoredutases) e hidrolitica (glicosidases) e estdo envolvidas em muitos
processos bioquimicos, como na fermentacédo de carboidratos e proteinas que escaparam

da digesté@o no estdmago e intestino delgado (YANG, 2008).

2.2 O cblon como orgéo para absorcéo de farmacos

O cdélon vem sendo extensivamente explorado como sitio de liberacdo de
farmacos, tanto para o tratamento de patologias locais como sistémicas, uma vez que
oferece um ambiente mais ameno que as por¢des superiores do TGlI, apresentando pH
mais proximo a neutralidade, reduzida atividade proteolitica e tempo de transito mais
prolongado (MCCONNELL; TYSKA, 2007; CHOURASIA; JAIN, 2003; LIU et al.,
2007; SINHA; KUMRIA, 2003).

Entre as categorias de farmacos que sdo direcionadas para esse sitio estdo 0s
farmacos que séo instaveis no TGI superior e/ou ndo sdo absorvidos nesse local, 0s
farmacos utilizados para o tratamento de patologias col6nicas e farmacos para 0s quais
um prolongamento na absor¢édo faz-se necessario do ponto de vista terapéutico (PINTO,
2010; SINHA; KUMRIA, 2003).
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A absorcdo coldnica de farmacos ocorre principalmente no célon ascendente,
devido ao contetdo intestinal nessa por¢do nao ser tdo viscoso (FREIRE et al., 2006),
enquanto que a absorc¢édo torna-se limitada no célon transverso e descendente, devido a
presenca de gases e quantidade limitada de &gua e a consolidacdo de material fecal, os
quais inibem a dissolugdo e absor¢do do farmaco, respectivamente (WILSON, 2010).

Diferentes estratégias sdo utilizadas para a vetorizacdo de farmacos para o célon
e, geralmente, se baseiam em sistemas dependentes do pH e do tempo de transito, na
sintese de pré-farmacos e nos polimeros biodegradaveis pela microflora colénica
(Tabela 2) (KENAWY etal., 2011).

Tabela 2 — Estratégias abordadas na liberacéo célon-especifica de farmacos.

Estratégia Liberacdo do farmaco  Observacao
Sistemas pH- Combinacdo de Sitio-especificidade imprecisa
dependentes polimeros com devido as variaces inter-intra

Sistemas tempo-
dependentes

Pro-farmacos

Sistemas ativados pela
microflora col6nica

solubilidade dependente
do pH

Solubilidade dos
polimeros séo
dependentes do tempo de
esvaziamento gastrico
Clivagem das ligagOes
entre farmaco e
transportador via reducéo
e hidrdlise através das
enzimas coldnicas
Fermentacdo de
polissacarideos pelas
bactérias do célon

individual e similaridade de pH
entre intestino delgado e célon
Sitio-especificidade imprecisa
devido a elevada variacao dos
tempos de retencao gastrica

Apresenta sitio-especificidade

Estratégia promissora devido a
habilidade de alguns
polissacarideos serem somente
degradados no célon.

Adaptado de: YANG et al., 2002,

Os sistemas com revestimento entérico sdo os mais comumente usados, devido a
sua habilidade em promover liberacdo sustentada de farmacos e protegé-los da
degradacéo acida no TGI. No entanto, apresentam como desvantagem a possibilidade de
liberar uma quantidade significativa de farmaco no intestino delgado antes que o
sistema alcance o célon. Isso se deve ao fato de que a diferenca de pH entre o intestino
delgado e o intestino grosso ndo ser muito pronunciada (KHUNAWATTANAKUL et
al., 2011; SINHA, KUMRIA, 2001).

A vasta microflora presente no célon produz um grande ndmero de enzimas e

fornece energia necessaria para a fermentacdo de diversos tipos de substratos que
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escaparam da digestdo nas porgOes superiores do TGI. Dessa maneira, uma forma
farmacéutica pode servir como substrato quando presente no célon, levando a reducéo
ou otimizacdo da biodisponibilidade sistémica do farmaco (Tabela 3) (FREIRE et al.,
2006).

2.3 Amido

Os polissacarideos naturais sdo utilizados como matérias-primas de produtos
farmacéuticos para diversas aplicacfes e tém sido objeto de intensa pesquisa, devido a
atoxicidade, grande disponibilidade e baixo custo, além de serem metabolizados pela
microflora col6nica (RANA et al., 2011).

A utilizacdo do amido e seus derivados tem sido muito explorada na industria
farmacéutica, principalmente na obtencdo de filmes de revestimento, microesferas,
comprimidos e capsulas, devido a biocompatibilidade e biodegradabilidade (RASHID et
al., 2011). No entanto, o0 amido nativo muitas vezes ndo apresenta propriedades fisicas e
quimicas adequadas para aplicacGes especificas e, por isso, sdo modificados por
processos fisicos, quimicos ou enzimaticos (ZAVAREZE et al., 2011).

O amido €é abundante nos grdos de cereais, incluindo arroz, trigo, milho, cevada
e sorgo, bem como nos tubérculos. Sua estrutura e empacotamento no interior dos
granulos variam amplamente entre as espécies. Os diversos tipos de amido diferem em
seus contetdos de amilose, amilopectina, proteina e lipidio; assim, o amido de arroz
pode ser ceroso e ndo-ceroso, enquanto o de milho pode conter altos ou baixos
contetidos de amilose (DONA et al., 2010).

O amido ocorre em muitos tecidos vegetais na forma de granulos, de 1 a 100 um
de didametro, sendo composto por amilose e amilopectina. A amilose é um poliglicano
de cadeia linear apresentando 1000 ligacOes glicosidicas a- 1,4. J& a amilopectina é um
glicano ramificado, composto de aproximadamente 4000 unidades de glicose com
ramificagdes ocorrendo como ligagtes a-1,6 (figura 4). O amido fica compactado dentro
do granulo e essa estrutura limita o acesso das enzimas digestivas (HARALAMPU,
2000).
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Figura 4 — Estruturas da amilose (a) e da amilopectina (b).
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No processo conhecido como gelatinizacdo, os granulos de amido sdo rompidos
devido ao aquecimento na presenca de agua, tornando a molécula acessivel a digestdo
enzimatica. Sob resfriamento, o amido sofre o processo de retrogradacdo, no qual sua
estrutura sofre uma reassociacao, tornando-se compactada, o que € estabilizado por
ligacOes de hidrogénio (HARALAMPU, 2000).

A estrutura do amido no granulo pode ser classificada em 6 niveis (figura 5)
(BALL etal., 1996):

Nivel 1: RamificacBGes individuais — distribuicdo de cadeia no sentido do
comprimento das ramificacfes em uma amostra, sendo da ordem de 1nm;

Nivel 2: Moléculas de amido inteiras - estrutura das moléculas ramificadas;

Nivel 3: Estrutura lamelar - no amido nativo, 0 empacotamento das cadeias de
glicano permite seu entrelagamento para formacdo de duplas hélices, as quais criam
regides cristalinas, compostas por aglomerados de por¢Ges mais curtas de ramificacdes
de amilopectina, enquanto que a amilose fica mais restrita as regides amorfas;

Nivel 4: Granulos - as estruturas lamelares ocupam a parte mais interna da
arquitetura dos granulos de amido, organizando-se em camadas de crescimento
concéntricas de espessura de 100-400 nm, que séo separadas por regides de estruturas
amorfas, sendo que as lamelas cristalinas e amorfas se alternam radialmente;

Nivel 5: Endosperma — comprende os granulos de amido, juntamente com

proteinas e lipidios.
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Nivel 6: Grao inteiro — nivel final, de 1 mm de tamanho, incluindo estruturas

mais ordenadas.

Figura 5 — Niveis estruturais do amido nos granulos.

Adaptado de DONA et al., 2010.

2.3.1 Amido Resistente

O amido resistente (AR) é a fracdo do amido que escapa da digestdo no intestino
delgado, sendo fermentado pelas enzimas bacterianas em acidos graxos de cadeias
curtas ao atingir o célon (HTOON et al., 2010). Baseado na suscetibilidade a digestdo
enzimatica e no tempo de conversdao em glicose, 0 amido pode ser classificado em
rapidamente digerivel (conversdo em 20 minutos), lentamente digerivel (conversdao em
120 minutos) e amido resistente (resistente a acdo das enzimas digestivas) (SHRESTHA
et al., 2010; ENGLYST et al., 1992), o qual pode ser fermentado e desintegrado pela
microflora colénica (HARALAMPU, 2000; THOMPSON, 2000), propriedade
fundamental para sua aplicacdo em sistemas de liberacdo colon-especifica de farmacos.

O AR pode ser dividido em 4 subtipos de acordo com a natureza do amido,

sendo o0 AR tipo 1 fisicamente inacessivel a digestdo por seu aprisionamento na matriz,
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0 AR tipo 2 é o amido ndo gelatinizado, enquanto que o AR tipo 3 é o amido
retrogradado e o AR tipo 4 o amido quimicamente modificado (APARICIO-
SAGUILAN et al., 2007; HARALAMPU, 2000).

O amido retrogradado (AR tipo 3) tem despertado maior interesse, devido a sua
estabilidade térmica e baixa solubilidade, caracteristicas essas que tornam o AR-3 um
promissor material de revestimento na obtencdo de sistemas de liberacdo colon-
especifica (DIMANTOV et al., 2004; THOMPSON, 2000; FISHMAN et al., 1996;
EERLINGEN et al., 1993a; EERLINGEN et al., 1993b; SIEVERT; POMENRAZ,
1989).

O AR tipo 3 é obtido através da combinagdo dos processos de gelatinizacédo, na
qual o aquecimento do amido em excesso de agua leva ao intumescimento seguido de
rompimento da estrutura granular (KAWAI et al., 2012), e retrogradacdo, que é a
recristalizacdo lenta dos componentes do amido, através do armazenamento e
resfriamento (ZHANG et al., 2011; DONA et al., 2010; APARICIO-SAGUILAN et al.,
2007) e que ocorre pela formacdo de ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals
inter e intramoleculares, no intuito de se alcancar uma forma metaestavel de mais baixa
energia livre (LIU et al., 2007; CHUNG et al., 2006; TAKO, 1996; YUAN et al., 1993).

Durante a formacdo do amido resistente tipo 3, o granulo de amido sofre
completa hidratacdo e a amilose é lixiviada dos granulos da solu¢cdo como um polimero
aleatdrio enovelado. Sob resfriamento, as cadeias poliméricas se reassociam em uma
estrutura cristalina mais forte, na forma de duplas hélices (Figura 6) (SHI; GAO, 2011;
HARALAMPU, 2000).

Figura 6 — Esquema da retrogradacdo da amilose.

Adaptado de: HARALAMPU, 2000.

O grau de retrogradacao do amido e as propriedades dos cristalitos formados séo
influenciados ndo somente pelo tempo de armazenamento e temperatura, mas também
pela concentracdo inicial do amido (LIU; THOMPSON, 1998; JANG; PYUN, 1997) e
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pela sua origem boténica, que definira a razdo molecular amilose:amilopectina e as suas
estruturas correspondentes (ELFSTRAND et al., 2004; VANDEPUTTE et al., 2003;
SASAKI et al., 2000).

A alta amilose é de particular interesse na avaliacdo da resisténcia a digestdo do
amido, uma vez que através da retrogradacéo ela origina produtos com elevado teor de
AR (HTOON et al., 2009; WALTER et al., 2005; DIMANTOV et al., 2003), por formar
uma matriz amorfa onde os cristalitos ficam embebidos e, assim, protegidos da
exposicao as enzimas digestivas (CUI; OATES, 1997).

Estudos voltados para a pesquisa e desenvolvimento de produtos alimenticios
tém avaliado a influéncia da presenca de polissacarideos naturais nas caracteristicas de
geleificacdo e retrogradacdo do amido. A retrogradacdo do amido de arroz pode ser
favorecida pela presenca de maltodextrinas (LIl et al., 1998), enquanto cadeias de
amilopectina de elevado peso molecular e xiloglicanas favoreceram a retrogradacao do
amido de trigo e de tapioca, respectivamente (TEMSIRIPONG et al., 2005;
KOHYAMA et al., 2004). A presenca de xiloglucanas foi atribuida a reducdo da
retrogradacdo do amido de milho gelatinizado (YOSHIMURA et al., 1999). A reducao
da retrogradacdo também foi observada para 0 amido de sagu quando na presenca de
galactomananas ou para o amido de batata em presenga de goma guar e goma xantana
(LEE et al.,, 2002; AHMAD; WILLIAMS, 2001). Mais recentemente, Babic e
colaboradores (2006), estudaram o efeito da adicdo de diferentes hidrocoldides na
retrogradacdo do amido de tapioca e concluiram que, de modo geral, eles promoveram a
inibicdo desse fendmeno.

A discrepancia de comportamentos acima relatada tem sido atribuida a variacdes
de origens boténicas, bem como de concentracdo, temperatura e tempo do processo de
retrogradacdo (ZHOU et al, 2008) e evidenciam a necessidade de novas pesquisas nesse

campo.

2.3.2 A digestdo do amido nos humanos

O conceito de amido resistente estd baseado na incapacidade das enzimas
digestivas hidrolisarem algumas formas amido e, por isso, faz-se importante o
conhecimento da digestdo do amido nos humanos, incluindo os principais 6rgaos e as
enzimas secretadas (figura 7) (PERERA et al., 2010).
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Figura 7 — Principais 6rgdos que participam da digestdo dos alimentos e as enzimas secretadas.

Adaptado de: PERERA et al., 2010.

A digestdo dos alimentos amilaceos comeca na boca, através das glandulas
salivares que produzem diversas enzimas, como a-amilase, glicosidases, glicose-
oxidase, lactato-dehidrogenase e [-glicuronidase. Entdo, o alimento parcialmente
hidrolisado passa pela faringe, pelo es6fago (que secreta mucina e bicarbonatos) e chega
ao estdbmago, onde o alimento é misturado com pepsina, lipase gastrica e HCI, porém o
amido ndo sofre nenhuma digestdo nesse 6rgao (ABDULNOUR-NAKHOUL et al.,
2005; CORREA, 1988). Ao atingir o intestino delgado, o alimento (quimo) é novamente
misturado com mucina e bicarbonatos secretados pelas glandulas de Brunner. No
duodeno, o quimo se mistura com enzimas responsaveis pela transformacdo dos
carboidratos em monossacarideos, como a a-amilase pancreatica, uma das principais
enzimas responsaveis por esse processo, enteroquinase, sucrase, maltase, lactase e com

a bile, secretada pelas glandulas biliares. Em seguida, os componentes do quimo que
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ndo forem hidrolisados em moléculas absorviveis pelo intestino delgado, como, por
exemplo, o amido, movem-se para o coOlon onde sofrem fermentacdo bacteriana
(PERERA et al., 2010; DESESSO et al., 2001; NORDGAARD; MORTENSEM, 1995).

2.4 Pectina

A pectina € um heteropolissacarideo de estrutura quimica complexa,
comercialmente importante para as industrias alimenticias e farmacéuticas. Sua
estrutura varia de acordo com as espécies, estagio metabolico e condi¢des de extracdo
(FRAEYE et al., 2010; ROUND et al., 2010).

Os principais dominios da pectina sdo a homogalacturonana (HG) e a
ramnogalacturonana (RG) (dividida em tipo | e II) (figura 8), regides frequentemente
descritas como lisa (smooth region) e ramificada (hairy region), respectivamente. A HG
é uma cadeia linear constituida de residuos de acidos galacturénicos (GalA) unidos por
ligacBes glicosidicas do tipo a-(1->4), parte dos quais podem ser parcialmente
metilados na posi¢do C6 e parcialmente esterificados com metanol em O2 e/ou O3. As
ramnogalacturonanas, que constituem a regido ramificada das pectinas, sdo divididas em
dois tipos: ramnogalacturonanas | (RG-1) e ramnogalacturonanas Il (RG-11) (MORRIS
etal., 2010c; VRIESMANN, 2008).

Figura 8 — Representagdo esquematica da estrutura de pectinas.

Adaptado de: VRIESMANN, 2008.
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A porcetangem de GalA que é metoxilada € definida como grau de esterificagdo
(GE) da pectina, que é um dos principais parametros determinantes de sua
funcionalidade (THIBAULT; RALET, 2003). O grau de esterificacdo (GE) e o grau de
acetilacdo (Gac) sdo definidos como o nimero de mols de metanol ou &cido acético por
100 mols de GalA. O GE em pectinas nativas € geralmente da ordem de 70-80%,
enquanto que o Gac € muito menor, cerca de 35%, por exemplo, para as pectinas
extraidas de beterraba (MORRIS et al., 2010a).

De acordo com o GE, as pectinas sao dividas em duas classes, pectinas de alto
grau de esterificacdo, quando GE > 50%, e pectinas de baixo grau de esterifica¢do, para
GE <50% (PILGRIM et al., 1991).

A regido RG-I consiste de unidades de dissacarideos repetidos de acido D-
gaacturénico a-(1->4) e ramnose a-(1->2), com uma variedade de cadeias laterais de
residuos de arabinose e galactose, enquanto que as RG-Il consistem de uma cadeia
principal com cerca de nove ligacGes de acido galacturénico com quatro cadeias laterais
complexas, compreendendo 12 monossacarideos diferentes e 20 ligagGes distintas
(VRIESMANN, 2008).

Por muitos anos, a pectina foi usada como agente de geleificacdo. Contudo,
recentemente, surgiu o interesse na utilizacdo de géis de pectina para o desenvolvimento
de novos sistemas de liberacdo de farmacos para as vias de administracdo oral, nasal e
intravaginal e, em parte, esse interesse se deve a sua atoxicidade e baixo custo
(MORRIS et al, 2010b).

A pectina é um polissacarideo amplamente empregado como excipiente na
obtencéo de sistemas de liberagdo colon-especifica, porque em meio &cido permanece
como agregados de macromoléculas, alem de ser resistente a proteases e amilases
presentes nas porcdes superiores do TGI, sendo digerida pela microflora col6nica
(VANDAME et al., 2002; SINHA; KUMRIA, 2001).

No entanto, o grande desafio para o uso da pectina na obtencdo de filmes de
revestimento destinados a obtencdo de sistemas para liberacdo col6nica de farmacos é
reduzir sua elevada solubilidade em meio aquoso, que pode contribuir para uma

liberacdo prematura e muitas vezes indesejavel do farmaco (LIU et al., 2007).
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2.5 Plastificantes

De maneira geral, os plastificantes sdo compostos de baixo peso molecular e tém
cadeias ciclicas ou lineares de 14-40 atomos de carbono (WILSON, 1995; DONHOWE;
FENNEMA, 1993). Seu baixo peso molecular permite que ocupem espagos
intermoleculares nas cadeias poliméricas, reduzindo, assim, as forcas secundarias entre
eles. Além disso, essas substancias alteram a organizacdo molecular tridimensional dos
polimeros e reduzem a energia necessaria para a movimentacdo molecular e para a
formacdo de ligagdes de hidrogénio entre as cadeias, resultando no aumento do volume
livre, da mobilidade molecular e, portanto, da flexibilidade. Por outro lado, reduzem a
tensdo de deformacao, dureza, densidade, viscosidade e carga eletrostatica do polimero,
ao mesmo tempo em que aumentam a resisténcia a fratura e a constante dielétrica.
Outras propriedades, como a cristalinidade e a condutividade elétrica, também sao
afetadas (BIALECKA-FLORJANCZYK; FLORJANCZYK, 2007; WYPYCH, 2004;
ROSEN, 1993).

Os plastificantes podem ser classificados em (a) primarios ou secundarios e (b)
hidrofilicos ou hidrofébicos. Se um plastificante é solivel em alta concentracdo de
polimero e € utilizado sozinho ou como principal elemento plastificante, diz-se que ele é
um plastificante primario. Ja os plastificantes secundarios tém compatibilidade limitada
com o polimero e, geralmente, sdo misturados com os plastificantes priméarios para
melhorar algumas propriedades dos produtos e reduzir o custo (CHANDA; ROY,
1986).

Os plastificantes hidrofilicos, quando adicionados em alta concentragdo, podem
levar a0 aumento da difusdo de agua no polimero, enquanto que os plastificantes
hidrofobicos podem levar a separacdo de fases, ocasionando perda de flexibilidade e
formacdo de zonas descontinuas durante a secagem do filme (BODMEIER;
PAERATAKUL, 1997).

A adicdo de plastificantes na producédo de filmes poliméricos € essencial, uma
vez que melhora suas propriedades mecanicas, mantém a integridade e evita a formacao
de poros e rachaduras na matriz polimérica, tudo isso consequéncia da diminuicao das
forgas intermoleculares nas cadeias poliméricas (GARCIA, 2000).

A 4gua, principal solvente dos biopolimeros, é considerada um plastificante
natural, uma vez que suas moléculas reduzem a temperatura de transicdo vitrea (Tg) e
aumentam o volume livre dos biomateriais (CHENG, KARIM, 2006; KARBOWIAK et
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al., 2006). Além da agua, sdo também comumente usados 0s polidis, principalmente nos
polimeros hidrofilicos, sendo pertencentes a esta classe a glicerina, o polietilenoglicol,
etilenoglicol, dietilenoglicol, trietilenoglicol, propilenoglicol, sorbitol, manitol e xilitol.
Outros plastificantes, como o0s acidos graxos, monossacarideos, etanolamina, uréia,
trietanolamina, 6éleos vegetais, ceras, lecitinas, tensoativos e aminoéacidos também séo
utilizados (VIEIRA et al., 2011).

Geralmente, os polidis séo utilizados na obtencéo de filmes de polissacarideos,
tais como os filmes de amido, devido a natureza fragil das misturas contendo altas
concentragfes desse polissacarideo e a recristalizacdo que ocorre durante o
armazenamento, que favorece a rigidez. Nesse sentido, um plastificante ideal desses
filmes deve superar a fragilidade, conceder flexibilidade e suprimir a retrogradacéo do

amido durante o armazenamento (HUANG et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

Obtencéo e caracterizacdo de filmes de misturas de amido resistente e pectina e
verificacdo de sua aplicabilidade em sistemas de liberacdo colon-especifica.
Avaliacdo da influéncia da adicdo e do tipo de plastificantes, bem como da

proporcao de polimeros e a concentracéo das dispersdes poliméricas.

Andréia Bagliotti Mleneguin
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4. MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

4.1.1 Matérias-primas

- &cido cloridrico, teor: 37% (Quimis);

- 4gua purificada;

- alta amilose HYLON VII, 70% amilose, 30% amilopectina, Lote: LA5255
(National Starch & Chemical);

- cloreto de sodio (Synth);

- 3,5-4cido dinitrosalicilico (Sigma)

- fosfato de sodio tribasico 12H,0 (Henrifarma);

- glicerina (Vetec);

- hidréxido de sddio (Grupo Quimica);

- pectina de baixo grau de metoxilacdo, tipo LM-506CS, Lote: SK82079 (GP
Kelco);

- pancreatina (Vetec);

- propilenoglicol (Synth);

- silicagel 60 (Merck).

4.1.2 Equipamentos

- Agitador mecanico (Fabbe®);

- Autoclave (Fabbe®);

- Balanca analitica (Owa labor®);

- Balanca semi-analitica (Gehaka®);

- Difratdmetro de raios X, modelo D5000 (Siemens®);

- Espectrofotdmetro ultravioleta Hewlett Packard-Kayak® XA;
- Lavadora Ultra-sénica (UNIQUE®);

- Centrifuga (Sorvall TC®);

- Dispositivo para determinacao de intumescimento segundo Enslin;

Andréia Bagliotti Mleneguin
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- Equipamento para ensaio de dissolugdo Hanson Research® modelo; New
Hanson SR-8 Plus;

- Estufa com circulacdo forcada de ar (Fabbe®);

- Micrémetro digital (Mitutoyo®);

- Microscopio eletronico (JEOL® JSM-T330A);

- Peagbmetro (Gehaka®);

- Redmetro, modelo RS-1, (Haake Rheostress®),

- Analisador de textura (TA.XT Plus, Stable Micro Systems®).

4.2 METODOS

4.2.1 Retrogradacdo do amido associado a pectina

O processo de retrogradacdo do amido foi realizado por dois diferentes métodos.

Método 1: Misturas de alta amilose e pectina em diferentes proporc¢des (4:1, 1:1
e 1:4) preparadas com auxilio de gral e pistilo foram retrogradadas segundo
procedimento proposto por Park e colaboradores (2009). Misturas poliméricas em
diferentes concentragGes (5, 10, 20, 30 e 40%) foram dispersas em &gua previamente
aquecida a 80°C, sob agitacdo mecéanica, por tempo suficiente para a completa dispersédo
dos polimeros. Em seguida, as dispersdes aquosas foram autoclavadas a 121°C por 15
minutos, para a pré-gelatinizacdo do amido, e resfriadas naturalmente a temperatura
ambiente. Para a retrogradagdo do amido, as preparagdes foram submetidas a ciclos
térmicos alternados de 4°C e 30°C por 16 dias, sendo 2 dias em cada temperatura.

Método 2: Baseado em procedimento proposto por Dimantov e colaboradores
(2004), dispersdes aquosas de alta amilose e pectina foram preparadas, separadamente,
nas concentracdes de 5% e 10%, respectivamente, sob agitagdo mecanica por 30 min.
Em seguida, as dispersdes de alta amilose foram submetidas a autoclavacéo a 121°C por
120 min, enquanto que as dispersdes de pectina permaneceram sob agitacdo mecanica
durante 0 mesmo periodo de tempo para completa dispersdo desse polissacarideo. Ao
final do periodo de autoclavacdo, a alta amilose gelatinizada foi resfriada (30°C) sob
agitacdo mecanica e, entdo, misturada com a dispersdo de pectina em diferentes
proporgdes (4:1, 1:1 e 1:4) (m/m). Para o processo de retrogradagdo, as dispersdes



Materiais ¢ NMétodos 39

foram submetidas a ciclos térmicos alternados de 4°C e 30°C por 16 dias, sendo 2 dias

em cada temperatura.

4.2.2 Determinacao das condicdes para obtencao dos filmes

Para as condi¢cbes para a obtencdo dos filmes, foi avaliada a influéncia das
variaveis:  concentragdo  de  plastificante, tempo de  homogeneizacdo
dispersao/plastificante, massa de dispersdao filmogena disposta na placa, tipo de placa
utilizada e condigdes de secagem.

Os filmes foram obtidos a partir das dispersdes preparadas pelos métodos 1 e 2 e
adicionou-se glicerina ou propilenoglicol, como plastificante, nas concentracdes de 3, 5,
10, 15 e 20%. Em seguida, o conjunto foi mantido sob agitacdo mecénica durante 30, 60
e 120 min para completa homogeneizagéo e permaneceu por mais 30 min em banho de
ultrassom para retirada de eventuais bolhas.

Os filmes foram obtidos através do método de evaporacdo do solvente (solvent
casting), a partir da deposicao de 10 ou 15g das dispersdes poliméricas sobre placas de
Petri de poliestireno, vidro ou politetrafluoroetileno. A secagem foi realizada em
temperatura ambiente ou em estufa com circulacdo de ar a 40°C. Filmes sem
plastificantes foram obtidos para servirem como controle. Os filmes foram denominados
conforme a concentragdo da dispersao, proporcdo dos polimeros e tipo de plastificante
empregado (Tabela 3).

Tabela 3 — Filmes de alta amilose retrogradada e pectina, sob diferentes condicdes.

Concentracao Alta Amilose: Pectina Tipo de
da disperséo 4:1 1:1 1:4 Plastificante
5% 541G 511G 514G Glicerina
541P 511P 514P Propilenoglicol
541S 511S 514S Sem Plastificante
10% 1041G 1011G 1014G Glicerina
1041P 1011P 1014P Propilenoglicol
1041S 1011S 1014S | Sem Plastificante
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4.2.3 Andlise de dureza das dispersdes poliméricas filmogenas

As dispersdes aquosas de misturas de alta amilose retrogradada e pectina em
diferentes proporcGes, obtidas pelo método 2, tiveram suas durezas avaliadas em
analisador universal de textura TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems). Para
a realizacdo do ensaio, 10g de amostra foram colocados em tubos de ensaio (16 x 100
mm) e comprimidos pela sonda analitica (10mm de diametro) duas vezes (v = 0,50 mm
s profundidade = 10 mm), permitindo um periodo de intervalo de 5 s entre as
compressoes. As analises foram realizadas em quintuplicata e em temperatura ambiente.
Foram analisadas dispersdes aquosas de misturas de alta amilose retrogradada e pectina

nas diferentes proporc@es, obtidas segundo o método 2.

4.2.4 Determinacdo do comportamento viscoelastico das dispersdes
filmdgenas

O comportamento viscoelastico das amostras obtidas pelo método 2 foi avaliado
através de ensaios oscilatorios dinamicos, em redbmetro Haake Rheostress 1, acoplado a
um banho HAAKE C25P em temperatura de 37°C e equipado com um sensor de cone
placa (C35/2° Ti) (D = 35mm, gap = 0,105 mm), ligado a um computador gerenciado
por software Rheowin 3.

Inicialmente, foi realizada uma varredura de tensdo de 0 a 100 Pa na frequéncia
fixa de 1 Hz, para verificagdo da faixa de viscoelasticidade linear e sele¢do da tenséo a
ser empregada nas analises de varredura de frequéncia.

Os espectros mecanicos foram obtidos sob uma tensdo constante (0,5 Pa),
variando-se a frequéncia oscilatéria na faixa de 0,6 a 623 rad s e os parametros
determinados foram G’, G” e »*. Foram analisadas dispersdes aquosas de misturas de
alta amilose retrogradada e pectina nas diferentes propor¢oes, obtidas segundo o0 método
2.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.2.5 Birrefringéncia das dispersodes filmogenas

A Dbirrefringéncia das dispersdes de alta amilose e pectina nas diferentes
proporcdes, antes e depois do processo de retrogradacdo, foi analisada em microscépio
com luz polarizada (Leica Microsystems, Inc., Germany), com aumento de 400x. As

amostras que ndo apresentaram birrefringéncia foram fotografadas sob luz normal.

4.2.6 Exame macroscopico dos filmes

Os filmes foram analisados macroscopicamente a fim de se avaliar algumas
caracteristicas morfoldgicas, tais como transparéncia, flexibilidade, presenca de bolhas e
fissuras, uma vez que a integridade dos filmes é importante para assegurar a
reprodutibilidade das demais andlises. Os filmes selecionados para as analises
posteriores foram armazenados em cuba de dessecacdo contendo silica até 0 momento

das anélises.

4.2.7 Determinacao da espessura dos filmes

A espessura foi avaliada com auxilio de micrometro Digital MDC-Lite

(Mitutoyo®), sendo as medidas obtidas em 5 pontos aleatérios de cada filme (n = 6).

4.2.8 Microscopia eletronica de varredura de campo ampliado de alta
resolucéo (MEV-FEG)

A morfologia de superficie e da se¢do transversal dos filmes foi avaliada por
MEV em microscopio JEOL JSM-7500F (Japdo). O preparo das amostras consistiu na
deposicdo de uma camada fina de carbono sobre a superficie do filme para torna-lo
condutor. A deposicdo foi feita através da evaporacdo de um fio de carbono apds a
aplicacdo de um potencial elevado. Para a analise das se¢des transversais, foram feitas
fraturas nos filmes, tensionando-os com uma pinca fina nas extremidades. As

fotomicrografias de cada amostra foram obtidas com ampliagdo de 1000 e 10000 x.
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4.2.9 Propriedades mecéanicas dos filmes

As propriedades mecanicas dos filmes foram determinadas em analisador
universal de textura TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems) equipado com
sonda em aco inoxidavel com ponteira esférica (D=2,5cm). Secbes dos filmes (n=6)
foram fixadas sobre um suporte metalico com um orificio circular (D= 5cm) a uma
distancia de 25mm da sonda. A sonda metalica desceu perpendicularmente a superficie
do filme com velocidade constante de 1mm s*, em direcdo ao centro do orificio
circular, sendo que durante a perfuragdo do filme a velocidade foi de 0,10mm s*. A
forca de gatilho foi de 0,005kg. Curvas de forca versus deslocamento foram registradas
até o momento da ruptura do filme e utilizadas para determinar suas propriedades
mecanicas, como resisténcia a perfuracdo (Rp), alongamento durante a perfuracao (Ap)
e energia na perfuracdo por unidade de volume (Ep), de acordo com as equacbes 1, 2 e
3, respectivamente (MUSCHERT et al, 2009; LIMMATVAPIRAT et al., 2007;
SUNGTHONGJEEN et al., 2004):

Equacdo 1

em que F é a forca requerida para a ruptura do filme e A é a area da secéo transversal do

filme (A = 2rd, onde r é o raio do orificio e d a espessura do filme).

izt dZ—r 3
A,% = == 100% Equacdo 2

em que r é o raio do filme exposto no orificio da placa e d o deslocamento do

dispositivo do ponto de contato até a ruptura do filme.

AUC Equacéio 3

em que AUC é a area sob a curva forca versus deslocamento e V o volume de filme (V =

r*h) localizado no orificio da placa.



Materiais ¢ NMétodos 43

4.2.10 Determinacéo do perfil de intumescimento

O perfil de intumescimento dos filmes foi determinado em dispositivo de Enslin
(Figura 9) (VOIGT, 2000). Uma secéo de cerca de 1 cm? de cada filme foi precisamente
pesada, imediatamente disposta sobre a placa de vidro sinterizada do funil do
dispositivo e o sitema foi fechado com auxilio de filme de policloreto de vinila e papel
aluminio. O volume de liquido absorvido pelo filme foi avaliado apo6s 1, 2, 5, 10, 30, 60,
90 e 120 minutos. Foram utilizados diferentes meios de intumescimento para simular os
diferentes ambientes do trato gastrintestinal - meio gastrico simulado sem enzimas (HCI
0,IN, pH 2,0), meio entérico simulado sem enzimas (tampé&o fosfato pH 7,4) e meio

colonico simulado sem enzimas (tampé&o fosfato pH 6,0).

Figura 9 — Dispositivo de Enslin para determinagdo de intumescimento

Os testes foram realizados em triplicata e o0s resultados expressos em
porcentagem de liquido absorvido em relagdo a massa inicial da amostra, de acordo com

a seguinte equacao:

%l = K Equacéo 4
m

em que %I € a porcentagem de intumescimento do filme; V (mL) é o volume de meio

absorvido e m (g) é a massa do filme.
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Os resultados foram tratados estatisticamente pela analise de variancia
(ANOVA), seguida por comparacdes multiplas pelo método de Tukey e o nivel de

significancia adotado foi p<0,05.

4.3 Analise de permeabilidade ao vapor d’ agua

A permeabilidade dos filmes ao vapor de agua foi determinada
gravimetricamente, segundo procedimento proposto por Akhgari e colaboradores
(2006). Secdes circulares dos filmes, cujas espessuras foram previamente determinadas,
foram firmemente fixadas no topo de recipientes de vidro de 20 mL de capacidade, com
abertura de 1,1 cm contendo 10 mL de agua destilada (100% UR). Amostras de filmes
também foram fixadas em frascos vazios (sem agua), como referéncia. Ambos os
conjuntos foram precisamente pesados (x 0,0001g) e colocados no interior de um
dessecador contendo silica gel (0% UR). Em intervalos especificos de tempo (24, 48,
72, 96 e 120h), o perfil de perda de massa foi obtido para cada amostra e a
permeabilidade ao vapor dé&agua (PVA) calculada através da seguinte equacao
(PREZOTTlI et al., 2012; GHANBARZADEH et al., 2007):

TTVA.x
AP()(RHl - RHz)

PVA =

em que TTVA é a taxa de transmissdo de vapor d’ agua obtido da inclina¢do da curva
massa versus tempo; x é a espessura do filme (mm); A é a area de superficie do filme
exposta ao permeante (m?), P é a pressdo de vapor da dgua pura (3,159 kPa a 25°C);
(RH1-RH) € o gradiente de umidade relativa.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados foram tratados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA), seguida por comparacdes
multiplas pelo método de Tukey e o nivel de significancia adotado foi p<0,05.

4.4 Difracdo de raios X

A identificacdo da estrutura cristalina e/ou amorfa dos polimeros isolados, de

suas misturas fisicas e dos filmes de 511S, 514S e 1014S foi realizada a partir de
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difratogramas obtidos em difratdmetro de raios-X Siemens®, modelo D5000, com
velocidade do gonidmetro de 0,05° s, sob radiagdo de Cu-Ka (A=1,5406A) e com

varredura de raios X de angulo aberto 26 entre 4° e 70°.

4.5 Teste de dissolugdo dos filmes

Os filmes livres obtidos das diferentes dispersdes filmogenas foram submetidos
ao ensaio de dissolugdo em dissolutor SR-8 Plus Hanson Research® usando o aparato
tipo V USP (péa sobre disco), segundo procedimento proposto por EI Malah e Nazzal
(2008), com pequenas modificacdes. Secdes de filmes (4cm?) foram fixadas em suporte
para adesivos transdérmicos com malha 17, os quais foram precisamente pesados e, em
seguida, posicionados no fundo de cubas de dissolucdo contendo solucéo de HCI 0,1N
(pH 1,6) ou tampéo fosfato 0,1M pH 7,4 a 37°C, com agitacdo de 50 rpm, durante 120 e
180 minutos, respectivamente. Apds o tempo de imersdo, os filmes foram retirados,
secos em estufa com circulacdo forcada de ar a 40° e pesados. A dissolucdo foi

calculada gravimetricamente.

4.6 Teste de digestao enzimatica dos filmes

A digestdo enzimatica dos filmes in vitro e o respectivo teor de amido resistente
foram determinados pelo método descrito por Englyst e colaboradores (1992).
Basicamente, as secOes dos filmes (100 mg) foram adicionados 2 mL de tampéo fosfato
(0,2M, pH 7,1) e elas foram mantidas em banho-maria por 30 min a 100°C. Em seguida,
foram resfriadas a 37°C, misturadas a 0,5mL de uma solucdo enzimatica de pancreatina
(0,15g/mL) e incubadas a 37°C (ZHANG; WANG, 2009).

Durante a incubacdo, aliquotas (0,1 mL) foram retiradas em intervalos pré-
determinados (20, 60, 120, 150 e 180 min) e acrescidas de 1 mL de etanol 80% v/v para
cessar a atividade enzimatica. Uma curva padrdo da glicose foi utilizada, uma vez que o
amido é  hidrolisado em glicose, e seu conteddo foi quantificado
espectrofotometricamente (540nm), através de reacdo com acido 3,5-dinitrossalicilico.
O amido digerido dentro dos primeiros 20 min foi denomindado como rapidamente
digerivel (ARD) e o amido digerido entre 20 e 120 min como lentamente digerivel
(ALD) (Englyst et al., 1992). O contetdo de AR foi calculado de acordo com a equacao
6 (ZHANG; WANG, 2009):



Materiais ¢ NMétodos

(amido total — ARD — ALD)

RS (%) =
S (%) amido total

- 100%
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Equacéo 6
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo dos filmes

Filmes de revestimento podem ser obtidos por diferentes técnicas, como, por
exemplo, a evaporacdo do solvente e a extrusdo. A evaporacao do solvente é um método
comum para obtencdo de filmes biodegraddveis em pequena escala, 0s quais sdo

facilmente removidos de placas e podem apresentar diferentes espessuras de acordo

com a quantidade de suspensdo filmoégena depositada (LOPEZ et al., 2010).

A fim de aperfeicoar as condi¢cdes de obtencdo dos filmes, a influéncia de

diversas variaveis (tabela 4) na capacidade filmogena das dispersdes poliméricas obtidas

através dos métodos 1 e 2 foi avaliada.

Tabela 4 — Variaveis avaliadas na obten¢do dos filmes.

Parametros Método 1 Método 2
(selecionado)

Tempo de autoclavagédo 15 min 120 min

Concentracéo das dispersées | 5, 10, 20 e 40% 5e10%

Alta amilose:pectina 4:1,1:1el:4 1:1el4

Plastificante Glicerina ou Glicerina ou

propilenoglicol

propilenoglicol

Concentracéo de plastificante | 3, 5, 10, 15 e 20% 5%

Tempo de homogeneizacao 15, 30, 60 e 120 min 120 min

Tipo de placa de Petri Vidro, pléstico ou teflon®  Vidro

Diametro da placa de Petri 90 mm 90 mm

Massa depositada na placa 8,10e15¢g 15¢

Secagem dos filmes Temperatura ambiente ou  Estufa a 40°C
estufa a 40°C

As dispersdes obtidas pelo método 1, baseado em procedimento proposto por

Park e colaboradores (2009), apresentaram capacidade filmdgena deficiente, uma vez
que, para todas as variaveis estudadas, ndo foi possivel obter filmes integros e continuos
(Figura 10).

Andréia Bagliotti Mleneguin
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Figura 10 — Filme obtidos pelo método 1 (PARK et al., 2009).

A capacidade filmdgena esta relacionada principalmente com a arquitetura dos
componenetes macromoleculares (LOPEZ et al, 2008). O amido retrogradado (AR 3),
por ser mais cristalino e ordenado e apresentar menor solubilidade, contribui para a
formacdo de filmes continuos e homogéneos (DIMANTOV et al., 2004). Assim, o
comportamento observado pode ser atribuido a gelatinizacdo incompleta do amido
alcancada no menor tempo de autoclavagédo empregado nessa metodologia, o qual deve
ter desfavorecido a recristalizacao.

Por outro lado, as dispersdes obtidas segundo metodologia proposta por
Dimantov e colaboradores (2004) (método 2), na qual o tempo de autoclavacao foi de
120 min, permitiu a obtencdo de filmes continuos, flexiveis e de facil remocéo das
placas (Figura 11). Segundo Krogars e colaboradores (2002), a temperatura e 0 tempo
de tratamento hidrotérmico das dispersdes de amido com alto teor de amilose interferem
na cristalinidade e no tamanho do cristalito, fatores que estdo diretamente ligados a
habilidade de formacéo do filme. Dessa forma, o maior tempo de autoclavacao pode ter
ocasionado a total gelatinizacdo do amido, bem como um maior nivel de organizacao e

recristalizacdo durante o ciclo de retrogradacéo.

Figura 11 — Filme obtido pelo método 2 (DIMANTOV et al., 2004).
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A concentracdo das dispersGes e a propor¢do dos polimeros também
influenciaram as propriedades das diserpsfes filmdgenas e seus respectivos filmes.
Dispersdes com concentracdo de polimeros superior a 10% levaram a formacdo de
dispersdes de elevada viscosidade, dificultando seu espalhamento sobre o substrato e,
portanto, a formacdo de filmes. Comportamento semelhante foi observado para as
dispersdes com maior proporcao de alta amilose (4:1). Segundo Lopez e colaboradores
(2008), quanto maior a concentragdo de amido em uma dispersdo filmdgena, mais
quebradigo sera o filme originado. Assim, requer-se a associacao da alta amilose com
outros polimeros, bem como a adi¢éo de plastificantes.

Outro fator que mostrou alterar as caracteristicas finais dos filmes foi a adi¢éo de
plastificantes as dispersdes filmdgenas. Assim, a concentracdo de plastificantes
selecionada foi de 5% em relacdo a massa de polimero seco, por proporcionar
propriedades mecéanicas adequadas e facilidade no manuseio. Além disso, quando o
plastificante foi empregado em concentragdes maiores que 5%, os filmes tornaram-se
untuosos.

Devido aos fatos relatados acima, as amostras (dispersdo e filme) selecionadas
para as analises subsequentes foram 511G, 511P, 511S, 514G, 514P, 514S, 1014G,
1014P, e 1014S, obtidas pelo método 2, pois apresentaram caracteristicas desejaveis e
reprodutiveis. Além disso, os pardmetros comparados nas analises subsequentes foram
(i) concentracdo de polimeros (série 514 e 1014), (ii) proporc¢éo de polimeros (série 511

e 514) e (iii) presenca e tipo de plastificantes.

5.2 Andlise de textura das dispersdes

A analise de textura vem sendo amplamente empregada pela industria
farmacéutica na caracterizacdo fisica de formulagdes semi-sélidas, por ser de facil
execucgéo e apresentar grande variabilidade de aplicacdo (TENG et al., 2011).

Nas analises de textura, dois ciclos de compressdo sdo realizados e dois picos de
forca s@o registrados, um durante o primeiro ciclo e o outro apds a remocao da forca
(MANDALA et al., 2002). Os parametros mais comumente obtidos dessas curvas sao
adesividade, mastigabilidade, coesividade, fraturabilidade, dureza e elasticidade
(CAINE et al., 2003).
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A Dbaixa viscosidade das dispersfes obtidas nesse trabalho permitiu a
determinacdo apenas do parametro dureza, ja que os demais parametros somente sdo
mensuraveis em sistemas do tipo gel.

Plastificantes, como a glicerina, s&o usados em filmes de amido com o intuito de
aperfeicoar seu processamento e suas propriedades mecanicas. 1sso ocorre através da
intercalacdo dos plastificantes na estrutura polimérica, que leva ao afrouxamento da
matriz e ao aumento da mobilidade das cadeias, pois diminui as fortes interacdes das
cadeias moleculares (QIAO et al., 2011).

Os valores de dureza das dispersdes de alta amilose retrogradada e pectina séo
apresentadas na Tabela 5, em que se pode observar que o aumento da concentracdo de
polimeros levou ao aumento da dureza. Tal comportamento é coerente, ja que, segundo
TENG e colaboradores (2011), o aumento na concentracdo de alta amilose resulta num

gel mais duro, devido a retrogradacéo.

Tabela 5 — Dureza das dispersdes aquosas de alta amilose retrogradada e pectina.

Amostra Dureza (N)
511G 0,01608+0,00051
511P 0,01604+0,00066
511S 0,01604+0,00040
514G 0,01576+0,00082
514P 0,01544+0,00048
514S 0,01586+0,00038

1014G 0,01720+0,00084
1014P 0,01817+0,00030
1014S 0,01858+0,00045

Nesse sentido, as amostras que apresentaram maiores durezas foram as obtidas
com 10% de polimeros, ou seja, pertencentes a série 1014. Ainda, dentre essas
amostras, 0 maior valor de dureza foi exibido pela dispersdo 1014S, que, além de
apresentar maior concentracdo de polimero, foi obtida sem adicdo de plastificantes, ou
seja, manteve a rigidez original de suas cadeias, 0 que j& era esperado, j& que 0S
plastificantes sdo substancias que diminuem a dureza, a viscosidade e a densidade dos
materiais (VIEIRA et al., 2011). No entanto, 0 mesmo comportamento ndo foi

observado para as amostras das séries 511 e 514, nas quais a presenca de plastificantes
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ndo alterou de maneira significativa os valores de dureza (p > 0,05). Ainda para essa
maior concentracdo de polimero (10%), a pectina resultou em maiores valores de

dureza.

5.3 Determinac¢do do comportamento viscoelastico das dispersdes

O conhecimento do comportamento reoldgico dos polimeros amilaceos, tal
como os polimeros de alta amilose, € muito importante, uma vez que possibilita a
compreensdo da sua microestrutura, a determinacdo de condi¢bes ideais de
processamento, melhor controle da qualidade dos produtos finais e a resolucdo de
problemas fundamentais de fluxo. Além disso, as dispersfes desses polimeros, quando
sob armazenamento, sofrem alteracGes importantes, como a recristalizacdo, que podem
ser muito bem monitoradas pelos testes reoldgicos, principalmente no que diz respeito
ao seu comportamento mecanico. Dessa maneira, a reometria oscilatoria dindmica tem
se mostrado util no acompanhamento do desenvolvimento da estrutura dessas
dispersdes durante o armazenamento, permitindo a avaliacdo dos modulos dinamicos
sem romper as estruturas formadas na amostra (XIE et al., 2011).

A viscoelasticidade linear, isto é, a faixa onde a tensdo aplicada ndo afeta a
estrutura tridimensional dos sistemas, é totalmente dependente da freqiéncia. J& a
deformacéo que ocorre até o ponto da destruicdo de ligacdes internas ou agregados de
moléculas é denominada de viscoelasticidade n&o-linear (NEVES et al., 2009;
SCHRAMM, 2006).

Nas dispersdes de alta amilose, o comportamento viscoeléstico difere das
dispersdes de amilose e amilopectina isoladas e € dependente da densidade de
reticulacdo da fase continua, do contato efetivo entre os granulos, da rigidez e da
distribuicdo espacial. Assim, apds o estabelecimento da faixa linear, é possivel
caracterizar a estrutura em si, executando o experimento em uma tensdo inferior a
tensdo critica e em freqliéncia adequada (KARIM et al., 2000).

Nesse sentido, a primeira etapa dos ensaios reoldgicos foi a realizacdo de uma
varredura de tensdo, na faixa de 0 a 100Pa, com uma frequéncia fixa de 1Hz, com o
objetivo de analisar a regido de viscoelasticidade linear das amostras. As varreduras de

tenséo das amostras estdo representadas na figura 12.
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Figura 12 — Varredura de tensdo das dispersdes de alta amilose retrogradada e pectina.
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Pela andlise dos graficos de varredura de tensdo (Figura 12), conclui-se que a
faixa de viscoelasticidade linear apresentou-se em regides baixas e que a melhor tenséo
para se realizar os espectros mecanicos foi de 0,5 Pa.

As dispersdes poliméricas podem ter, simultaneamente, propriedades viscosas
(como os liquidos) e elasticas (como os solidos), ou seja, comportarem-se como um
material viscoelastico. Assim, de um experimento sinoidal dindmico é possivel obter
dois diferentes modulos, 0 médulo de armazenamento (G’) e o mddulo de perda (G'’).
O modulo de armazenamento (G’) é a medida da energia armazenada no material e sua
magnitude depende dos rearranjos que podem acontecer durante o periodo de oscilacao,
indicando um carater solido ou elastico. J& 0 médulo de perda é uma medida da energia
dissipada ou perdida por ciclo de deformacgéo sinoidal, indicando um comportamento
liquido ou viscoso (TENG et al., 2011).

Os espectros mecanicos das amostras, com e sem plastificantes, em diferentes

concentracdes e proporcdes, sdo mostrados na Figura 13.
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Figura 13 — Espectros mecénicos das dispersdes de alta amilose retrogradada e pectina.
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De acordo com os espectros mecanicos (Figura 13a, 13b e 13c), para todas as
amostras estudadas, com excecdo da 511S, os valores do mddulo de perda (G'’)
mantiveram-se superiores a0 modulo de armazenamento G’, em toda a faixa de
frequéncia estudada. Esse resultado indica um comportamento predominantemente
viscoso, caracteristica de sistemas pouco organizados, evidenciado, também, pela
variagdo de G' com o0 aumento da frequéncia, ja que esses valores aumentaram
progressivamente (KHONDKAR et al., 2007).

A amostra 511S apresentou comportamento distinto em relacdo as demais, ja
que os valores de G’ coincidiram com os do G’, principalmente em frequéncias de
baixa a media, indicando certo equilibrio entre 0s componentes viscosos e 0s elasticos.
A presenca de plastificantes geralmente leva a redugdo do médulo elastico e influencia
as propriedades de viscosidade, que diminuem devido a movimentacdo inter e intra-
moleculares das cadeias, isto €, o enovelamento polimérico diminui (XIE et al., 2011).
Dessa maneira, a auséncia de plastificante deu origem a um sistema mais organizado em
comparagdo com as amostras plastificadas, uma vez que restringiu a movimentagéo das
cadeias poliméricas, o que também pode ser confirmado pelos maiores valores de G’ em
relacdo aos das amostras 511G e 511P.

Os maiores valores de G’ apresentados pela amostra 511P em relagdo aos da
amostra 511G (cerca de duas vezes maior nas frequéncias mais baixas) sugerem que o
propilenoglicol torna a estrutura da dispersdo mais organizada e estavel do que a
glicerina, que tem maior peso molecular. Segundo Vieira e colaboradores (2011), a
estrutura quimica do plastificante, incluindo sua composi¢édo e peso molecular, interfere
no grau de plasticidade das dispersdes e, consequentemente, dos filmes.

Considerando-se a proporcdo de polimeros, as amostras da classe 514
apresentam valores de G’ menores (cerca de mil vezes) do que os da classe 511,
demonstrando que a maior proporc¢do de pectina nas amostras resultou na formagéo de
estruturas mais fracas.

Khondkar e colaboradores (2007) relataram que 0 aumento da proporcdo de
amido em uma dispersdo polimérica acentua seu carater solido. Adicionalmente,
Sriamornsak e Wattanakorn (2008) obtiveram géis fracos (G’ > G’) de dispersfes de
pectina, indicando a predominancia do comportamento viscoso sobre o elastico.
Carbinatto (2010) relatou comportamento semelhante em estudo com misturas de alta

amilose reticulada e pectina, sendo que aquelas com maior propor¢do de pectina
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exibiram valores menores de stress critico, sugerindo a formacdo de sistemas com
estruturas menos organizadas.

A amostra obtida com maior concentracdo de polimero (10%) apresentou
valores intermediarios aos das amostras 511 e 514, de forma que os valores de G’
apresentaram-se na ordem 511 > 1014 > 514, evidenciando a dependéncia de G’ da
concentracédo da disperséo e da proporcao de pectina.

Para uma andlise mais detalhada, os valores de G’, G” e »* foram comparados
em baixa frequéncia (Tabela 6), onde o sistema apresenta configuracdo pouco

perturbada.

Tabela 6 — Valores G’, G'’ e n* do teste oscilatdrio para as dispersdes de alta amilose retrogradada

(tensdo 0,5 Pa e frequéncia 1 Hz).

AMOSTRAS G (Pa) G” (Pa) n* (Pa.s)
511G 0,3263 0,4527 0,0888
511P 0,4535 0,6955 0,1350
511S 1,3645 1,4010 0,3100
514G 0,0981 0,2920 0,0490
514P 0,0957 0,4050 0,0662
514S 0,1087 0,2200 0,0397
1014G 0,6405 1,7670 0,3000
1014P 0,5830 2,3370 0,3800
1014S 0,1500 0,6960 0,1100

Os valores apresentados na Tabela 6 confirmam as indicacbes dos espectros
mecanicos de predominancia de um comportamento viscoso, ja que os valores de G’
foram sempre maiores do que os de G'. Além disso, indicam mais uma vez que a
auséncia de plastificantes nas dispersdes favorece o0 modulo de armazenamento e, dessa
maneira, contribui para uma rede mais rigida e mais estavel (VIEIRA et al., 2011), com
excecdo da série 1014. Em relacdo a proporcdo de polimeros, os resultados confirmam a
contribuicdo da pectina na formacdo de sistemas mais frageis (KHONDKAR et al.,
2007).
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No intuito de se estabelecer uma analise quantitativa da dependéncia de G’ da
frequéncia foi determinado o valor de r a partir regressao linear dos dados obtidos a
partir do espectro mecanico. Além disso, foi calculado o expoente n através da“Le da
Poténcia’ (equacdo 7), o qual indica a estrutura dos sistemas obtidos (SAXENA et al.,
2011):
¢'=Sw" Equacdo 7
Onde: G’ é 0 modulo de armazenamento, w € a frequéncia oscilatoria e S é a

resisténcia do gel, sendo n o expoente viscoelastico.

Segundo Saxena e colaboradores (2011), os parametros S e n sdo indicativos da
densidade de reticulacdo no interior do gel, sendo que quanto mais alto for o valor de S,
mais reticulada e forte sera a estrutura do gel. Contrariamente, o valor de n diminui com
0 aumento da densidade de reticulagdo. Assim, valores de n altos indicam géis com

estruturas mais fracas.

Tabela 7 — Valores de regressao linear (r), da resisténcia do gel (S) e do expoente viscoelastico (n) das

dispersdes de alta amilose e pectina (tensdo 5 Pa).

AMOSTRAS r S n
511G 0,9875 0,0997 0,6971
511P 0,9801 0,1674 0,5105
511S 0,9783 0,6769 0,3756
514G 0,8962 0,0013 2,3222
514P 0,6213 4,73.107 6,1891
514S 0,5873 2,72.10” 7,0123
1014G 0,9970 0,1040 0,9879
1014P 0,9874 0,3053 0,8120
1014S 0,9951 0,0129 1,2876

Uma vez que o valor de r resulta do ajuste dos dados do reograma para uma

linha reta, quanto mais esse valor se aproximar de 1, menos dependente da velocidade
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angular serd a amostra. De acordo com os dados da Tabela 7, as amostras da classe 1014
apresentaram valores de r superiores aos das outras amostras, indicando a formacéo de
um gel com rede mais forte e estrutura mais orgaizada. Confirmando os resultados
obtidos no espectro mecénico, as amostras da série 514 foram as que tiveram 0s
menores valores de r, evidenciando que a pectina contribui para a formacgéo de sistemas
menos organizados (KHONDKAR, 2007).

Estabelencedo-se uma analise analoga aquela determinada por Saxena e
colaboradores (2011) para estruturas reticuladas, pode-se notar que, de acordo com 0s
valores apresentados na Tabela 7, a amostra 511S foi a que deu origem a géis mais
fortes (maior valor de S e menor valor de n), o que estd em concordancia com 0s
indicativos dos espectros mecanicos. Por outro lado, as dispersdes com estruturas mais
fracas sdo representadas pelas amostras a 5% e com maior propor¢do de pectina (série
514) (menores valores de S e os maiores valores de n).

Em relagdo aos plastificantes, dentro da série 511, a amostra que apresentou o0
maior valor de S e, portanto, deu origem a uma rede mais forte, foi aquela isenta de
plastificantes, uma vez que esse tipo de substancia geralmente leva a formacdo de uma
rede mais fraca e menos estavel (VIEIRA et al., 2011). O mesmo nao foi observado para
as séries 514 e 1014, nas quais as amostras que mais se aproximaram de um gel forte
foram aquelas que continham plastificantes.

5.4 Birrefringéncia das dispersoes

A birrefringéncia (ou dupla refracdo) da alta amilose € um indicativo da
orientacdo radial média das estruturas helicoidais e sua intensidade depende de diversos
fatores, como a orientagdo e a forma do granulo (PEI-LING et al., 2012).

A figura 14 mostra os padrdes de birrefringéncia das amostras apds 0s processos
de gelatinizacdo e retrogradacdo, sendo que aquelas que nd&o se mostraram
birrefringentes foram fotografadas sob luz normal.

Figura 14 — Fotomicrografias de diferentes dispersdes de alta amilose/pectina sob luz normal e luz
polarizada.
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Apos
gelatinizacao

Apbs
retrogradacdo

Setas indicam a presenca de cruzes de Malta.

Por ser semicristalina, a alta amilose apresenta padrdes de birrefringéncia
caracteristicos, os quais podem ser perdidos ap6s tratamentos hidrotérmicos (XIE et al.,
2006). Tal comportamento foi verificado ap6s aquecimento das dispersdes de alta
amilose/pectina a 121°C por 120 min (gelatinizacdo) (figura 14a, 14b e 14c), no qual
houve perda de birrefringéncia, uma vez que 0 aquecimento em presenca de agua
ocasiona a ruptura dos grénulos e fusdo dos cristalitos. Contrariamente, as dispersoes
retrogradadas mostram-se birrefringentes (figuras 14d, 14e e 14f), o que é demonstrado
pelo surgimento de cruzes de Malta, as quais indicam que a alta amilose sofreu
recristalizacdo durante o armazenamento e que os cristalitos de amilopectina estéo
arranjados radialmente dentro dos granulos e de maneira simétrica (AMBIGAIPALAN
etal., 2011).

Amostras com mesma proporcdo de polimeros (14d) mostraram-se altamente
birrefringentes, enquanto que as amostras com menor proporcao de alta amilose (14e e
14f), provavelmente por originarem menor quantidade de amido resistente, exibiram
uma diminuicdo da birrefringéncia. Além disso, amostras com birrefringéncia fraca
podem apresentar certa desorganizacdo das duplas hélices da amilopectina dentro dos
granulos (AMBIGAIPALAN et al., 2011).
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5.5 Exame macroscopico dos filmes

E fundamental verificar as caracteristicas morfoldgicas dos filmes, como
presenca de bolhas de ar e/ou fissuras, pois a integridade do filme garantird a
reprodutibilidade e a execucdo de outras analises, principalmente dos ensaios de
permeabilidade (MAIOR et al., 2008).

Na analise macroscépica dos filmes, foram avaliados (i) a transparéncia, (ii) a
flexibilidade, (iii) a presenca de bolhas de ar, (iv) a presenca de fissuras e (v) a aspereza.

Os resultados estéo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Principais caracteristicas macroscépicas dos filmes.

FILMES | Transparéncia | Flexibilidade Bolhas Fissuras | Aspereza
511G +++ ++ 0 0 0
511P +++ ++ 0 0 0
511S +++ ++ 0 0 0
514G ++ +++ 0 0 +
514P ++ +++ 0 0 +
514S ++ ++ + 0 0 +

1014G + + + 0 ++
1014P + + + 0 ++
1014S + + + 0 ++

0: ausente; +: baixo; + +: médio; + + +: alto.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 8, é possivel notar que os
filmes obtidos com menor concentracdo de polimero (511 e 514) apresentaram maior
transparéncia, particularmente aqueles obtidos com a mesma proporcdo de polimeros
(amilose e pectina), o que demonstra a influéncia da concentracdo e da proporcéao entre
o0s polimeros.

Em relagdo a flexibilidade, observou-se que os filmes da série 514 foram os mais
flexiveis e faceis de manusear, caracteristica essa relacionada a menor proporc¢éo de alta
amilose, que os torna menos rigidos (LOPEZ et al., 2008). Ja os filmes da série 1014,
devido a maior concentracdo polimérica, mostraram-se menos flexiveis e, portanto,

mais quebradicos.
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A ocorréncia de algumas bolhas observadas nos filmes 1014G, 1014P e 1014S
pode ser atribuida a maior viscosidade das dispersdes filmdgenas, que dificulta sua
remocao pelo tratamento utilizado nesse trabalho (banho de ultrassom). Devido a essa
mesma razdo, esses filmes mostraram uma superficie mais aspera. Rachaduras nao
foram observadas macroscopicamente em nenhum dos filmes estudados.

Os dados apresentados na Tabela 8 permitem concluir que os filmes obtidos pelo
método 2 (selecionado) s&o homogéneos e integros, caracteristicas essas fundamentais
para garantir reprodutibilidade das analises subsequentes, bem como para evitar uma
liberacdo prematura do farmaco antes de chegar ao colon. Além disso, é um indicativo
de que a metodologia utilizada € apropriada e compativel com uma boa dispersdo dos
constituintes.

A presenca e o tipo de plastificante ndo influenciaram as caracteristicas

macroscépicas dos filmes.

5.6 Determinacdo da espessura dos filmes

A espessura é fator que influencia varias propriedades dos filmes de
revestimento. McHugh e colaboradores (1993) observaram que 0 aumento da espessura
de filmes levou & maior resisténcia a transferéncia de massa através dele e,
consequentemente, o equilibrio parcial de pressao de agua na superficie mais interna do
filme também aumentou. Outros autores atribuiram o efeito da espessura no
intumescimento do filme como resultado de forgas atrativas entre o polimero e a agua
(PARK et al., 1993).

Os valores de espessura média dos filmes estdo expressos na Tabela 9. Estando
uma disperséo filmdgena depositada em um substrato, a evaporacdo do solvente durante
a secagem leva a deposicdo de massa polimérica, cuja espessura esta relacionada, dentre
outros fatores, com a concentracdo da dispersdo (BERTUZZI et al., 2007). Assim,
filmes obtidos de dispersGes com maior concentracdo de polimeros (1014) mostraram-
se mais espessos, enquanto que os da série 511 e 514 foram mais finos (Tabela 9).
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Tabela 9 — Espessura dos filmes (média + desvio padrdo; n=6)

FILMES ESPESSURA (mm)
511G 0,055+0,003
511P 0,051+0,007
511S 0,047+0,005
514G 0,045+0,004
514P 0,035+0,009
514S 0,064+0,005
1014G 0,112+0,003
1014P 0,149+0,023
1014S 0,166+0,021

As dispersdes de alta amilose, quando contém plastificantes, originam filmes
mais espessos, devido a rapida capacidade de penetracdo do plastificante na estrutura
desse polissacarideo (GALDEANO et al., 2009). No entanto, nesse estudo, os filmes
ndo plastificados pertencentes as séries 514 e 1014 mostraram-se mais espessos,

enquanto que a série 511 ndo mostrou diferencas significativas (p>0,05).

5.6.1 Microscopia eletronica de varredura de campo ampliado de alta
resolucédo (MEV-FEG)

A microscopia eletronica de varredura permite avaliar qualitativamente a
morfologia dos filmes livres, uma vez que essa importante técnica fornece imagens
detalhadas da sua superficie (FREIRE et al., 2009b). Além disso, os estudos de
morfologia podem fornecer informagdes sobre a miscibilidade de misturas poliméricas
(WANG; COMPOSTO, 2003).

Dependendo da natureza do hidrocoldide, das interacdes entre 0s componentes
da dispersdo filmdgena e do processo de secagem do filme, seus componentes
(polissacarideos, plastificantes e dgua) podem se arranjar de diversas maneiras nos
filmes secos. A evaporacgdo de agua durante a secagem do filme pode induzir alteracdes
estruturais na dispersao, como o0 aumento da concentracdo e da viscosidade, o que afeta
sua estabilidade (JIMENEZ et al., 2012).
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As diferencas morfoldgicas dos filmes de alta amilose retrogradada e pectina
foram investigadas por MEV-FEG. As fotomicrografias exibidas nas Figuras 15 e 16

correspondem a superficie dos filmes e as suas se¢Oes transversais, respectivamente.

Figura 15 — Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG (10000x) das superficies dos filmes.

511G (a), 511P (b), 511S (c), 514G (d), 514P (e), 514S (f), 1014G (g), 1014P (h), 1014S (i).

Setas indicam a presenca de poros.

De maneira geral, todos os filmes apresentaram uma estrutura em escamas,
provavelmente devido a formacéo de particulas floculadas dos polimeros na disperséo.
Khunawattanakul e colaboradores (2011) encontraram estruturas em escamas nos seus
filmes de quitosana e silicato de aluminio e magnésio e atribuiram essa morfologia ao
método utilizado para a obtencédo de filmes, evaporacao do solvente, 0 mesmo usado no
presente trabalho.

A formacdo de estruturas em escamas geralmente contribui para a reducdo de
transferéncia de massa através do filme, uma vez que elas representam uma resisténcia

perpendicular ao fluxo de massa (JIMENEZ et al., 2012).
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A anélise das fotomicrografias (Figura 13) permite observar que os filmes 514S
e 1014S (15f e 15i), sem plastificantes, apresentaram superficie mais irregular, com a
presenca de mais poros. Esses filmes mostraram-se frageis e dificeis de serem
removidos das placas de Petri.

A alta amilose (HYLON VII) é composta por 70% de amilose e 30% de
amilopectina e, devido a sua composicdo, esse amido modificado tem uma baixa
temperatura de gelatinizagcdo e alta capacidade de intumescimento. Dessa maneira,
devido ao intumescimento intenso, grande parte dos granulos ndo se rompe, formando
agregados na superficie filmoégena. Esses agregados interferem na coalescéncia dos
polimeros e contribui para a fragilidade dos filmes (FREIRE et al., 2009b).

Os filmes contendo glicerina ou propilenoglicol (15a, 15b, 15d, 15e, 15g, 15h)
apresentam uma estrutura lisa, continua e ndo foram observadas particulas néo-
gelatinizadas, o que pode ser atribuido a uma Otima interacdo polimero-plastificante,
bem como a capacidade dos plastificantes de reduzir as forcas intermoleculares ao longo
das cadeias, aumentando a flexibilidade e a mobilidade inter-cadeias (VIEIRA et al.,
2011; LIN et al., 2000). A glicerina, particularmente, é conhecida por penetrar nas
cadeias de polissacarideos e interromper as ligacdes de hidrogénio inter e intra-
moleculares, formando uma fase continua de filme plastificado (WU et al., 2009).

Comportamento semelhante foi observado por Ghanbarzadeh e colaboradores
(2007) em estudos com filmes protéicos, nos quais a presenca de fissuras e poros foi
atribuida a auséncia de plastificantes.

Em relacéo a proporcao de polimeros, a maior propor¢do de pectina nos filmes
514P (Figura 15e) e 514S (Figura 15f) tornou as superficies mais rugosas do que as dos
respectivos filmes obtidos com proporgdes iguais de polimeros (511P e 511S). Farris e
colaboradores (2011) também observaram superficie mais irregular em filmes de
gelatina, quando continham pectina.

Filmes obtidos com maiores concentracbes de polimeros (159, 15h e 15i),
revelaram uma superficie irregular, com a presenca de poros e rachaduras. Tal
caracteristica se deve, muito provavelmente, a formacdo de uma rede polimérica mais
compactada e rigida (como comprovado pelos maiores valores de dureza das dispersdes

filmogenas a 10%), que se torna quebradica.
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Figura 16 — Fotomicrografias das se¢des transversais (1000x) dos filmes.

511G (a), 511P (b), 511S (c), 514G (d), 514P (e), 514S (f), 1014G (g), 1014P (h), 1014S (i).

As fotomicrografias das secdes transversais dos filmes sdo apresentadas na
Figura 16. Como se pode observar, ndo houve diferengas significativas na morfologia
das secOes transversais dos filmes que continham ou ndo plastificantes em sua
composicdo. No entanto, filmes obtidos com concentracfes e proporgdes diferentes de
polimeros apresentaram estruturas distintas. Os pertencentes a classe 511 foram
continuos e ndo revelaram presenca de poros, porém o aumento da proporcao de pectina
(514) levou a formagdo de uma matriz descontinua, com poros distribuidos
aleatoriamente. Segundo Fishman e colaboradores (1993), quando uma solugéo
concentrada de pectina é seca, ocorre formagdo de laminas descontinuas e achatadas,
com subunidades interconectadas, sendo que essas subunidades d&o origem a redes
abertas de espacos poligonais. Ja os filmes a 10%, apesar de também possuirem poros
nas secOes transversais, estdo arranjados de maneira mais compactada, uma vez que é
visivel a presenca de estruturas continuas atras desses poros, o que deve resultar do
maior empacotamento das cadeias atingido com essa maior concentracdo (ALVES et
al., 2007).

As andlises acima sugerem, portanto, que a adicdo de plastificantes as dispersdes
contribui para a reducdo de imperfei¢cdes na superficie dos filmes.
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5.7 Propriedades mecanicas dos filmes

A interacdo entre polimeros, solvente e plastificantes da origem a uma estrutura
suporte que é responsavel pelas propriedades mecanicas dos filmes. Esses devem
apresentar resisténcia mecanica adequada que possibilite o processamento,
armazenamento e estocagem sem que haja fraturas ou quebras, 0 que inviabilizaria o
processo de revestimento (MURILLO-MARTINEZ et al., 2011).

Durante os testes de resisténcia mecanica, um suporte metalico se move em
velocidade constante em direcdo ao centro do filme até que ocorra a ruptura.
Inicialmente, ocorre uma deformacdo elastica, na qual a tensdo € proporcional a
deformacdo, seguida da deformacdo plastica e, apds um ponto de cedéncia, da-se a
ruptura do filme (FELTON, 2007).

Os resultados do teste de resisténcia mecanica dos filmes sdo apresentados na
Tabela 10. Os filmes obtidos com menor concentragdo de polimeros (511 e 514)
mostraram-se mais resistentes mecanicamente (maiores valores de R,). Essa menor
concentracdo de polimeros deve ser responsavel pela formacdo de uma rede menos
compactada, com grandes espacos intermoleculares que devem permitir um extenso
rearranjo estrutural em raz&o da aplicacdo de uma tensdo antes que o ponto de cedéncia
seja atingido (FELTON, 2007).

Tabela 10 — Propriedades mecanicas dos filmes.

Filmes (Rp) (MPa) (Ap) (%0) (Ep) (kJ m")
511G 24,329+2,355 1,071+0,025 145,725+21,202
511P 20,881+8,676 0,999+0,005 64,049+24,870
511S 16,259+5,031 0,997+0,009 48,617+18,749
514G 20,721+2,211 1,069+0,010 126,938+9,083
514P 26,441+1,358 1,107+0,041 122,034+48,481
514S 29,354+2,659 1,045+0,046 134,870+14,445
1014G 10,584+6,609 1,066+0,053 37,252+6,791
1014P 10,793+1,898 1,101+0,051 27,662+3,392
1014S 8,896+0,974 1,021+0,011 13,549+1,288

Rp: resisténcia a perfuracdo; A,: alongamento durante a perfuracéo; E,: energia na perfuragéo por

unidade de volume.
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Os filmes obtidos com maior concentracdo de polimeros (1014), ao contrério,
apresentaram-se menos resistentes mecanicamente, provavelmente devido a formacéo
de uma estrutura altamente compactada, com reduzidos espacos intermoleculares que
ndo permitiram um suficiente rearranjo estrutural traduzido pela deformacdo pléstica,
atingindo mais rapidamente o ponto de cedéncia e caracterizando uma estrutura mais
fragil. Comportamento semelhante foi relatado por Al-Hassan e Norziah (2012), que
observaram que o0 aumento da concentracdo de polimeros ocasionou a diminui¢do da
resisténcia mecanica em filmes comestiveis de amido e gelatina.

No entanto, nas séries 511 e 514, as diferencgas entre os valores de R, ndo foram
significativas (p > 0,05), indicando que, nessas condicOes, a presenca e o tipo de
plastificante ndo influenciou esse parametro. O mesmo foi verificado para os filmes da
série 1014. Em relacdo a proporcdo de polimeros, observou-se que a pectina, em
maiores propor¢cdes nos filmes da série 514 em relacdo a série 511, aumenta a
resisténcia a perfuracdo apenas no filme sem plastificante (514S).

Os resultados de E, estdo de acordo com os de Ry, uma vez que os filmes que
exibiram maior gasto de energia na perfuracdo (511 e 514) foram os mesmos que
mostraram maior R, enquanto os filmes com menor R, (1014) apresentaram também os
menores valores para E,. A presenca de plastificantes ndo interferiu nos valores de Ep,
com excecdo da amostra 511G, que apresentou E, significativamente maior que o da
amostra 511S. A diferente proporcdo de pectina ndo influenciou significamente nesse
parametro (p > 0,05).

O alongamento durante a perfuracdo (A,) mede a plasticidade dos filmes, ou
seja, sua capacidade de extenséo antes da ruptura (SILVA et al., 2009). Os valores de A,
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05), com excec¢do das
amostras 511P e 514P, nas quais a maior proporcao de pectina resultou em maiores

valores de A,,.

5.8 Determinacédo do perfil de intumescimento

O estudo do intumescimento de filmes de revestimento € muito importante, uma
vez que ajuda a prever a hidrofilia desses materiais, essencial para 0 acesso das enzimas

bacterianas das porgdes terminais do TGI e degradacdo do revestimento quando em
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contato com os fluidos bioldgicos, além de ser ferramenta valiosa na elaboracdo de
modelos matematicos que descrevem a cinética de liberacdo (MAIOR et. al, 2008).

O intumescimento dos filmes ocorre em uma sequéncia de etapas. Num primeiro
momento, h4& o umedecimento da superficie do filme, seguido da hidratacdo das
moléculas de polimero e o desenovelamento das cadeias de maneira lenta e continua, até
que os filmes se tornam totalmente intumescidos. Dentre os fatores que alteram esse
comportamento estdo a rigidez intrinseca dos polimeros, a extensdo do seu
enovelamento e associagdes inter e intra-moleculares (SRIAMORNSAK; KENNEDY,
2008).

Foi avaliada a influéncia da concentracdo e da proporcdo de polimeros, bem
como da adicdo de glicerina e de propilenoglicol, no intumescimento em diferentes
meios que simulam o TGI: meios gastrico, entérico e colénico - HCI 0,1N, tampao
fostato pH 7,4 e tampéao fosfato 6,0, respectivamente.

Os perfis de intumescimento representados na Figura 17 mostram os diferentes

comportamentos das amostras nos trés meios estudados.

Figura 17 — Perfil de intumescimento em diferentes meios.

1200

1100 - a
1000 -
900 -
800 -
700 ~
600 -

500 ) R ==

Intumescimento (%)

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Tempo (min)



Resultados e Discussao

2 B
e = —_—— ——
) - - -
£ T
S -
(7]
Q
- 4
2 ——
: .
X
70 80 90 100 110 120 130
Tempo (min)
1200
1100 A C
1000 -
900 A
e
c
<] — ———
e
o
7]
Q
IS
c ;_——.i-__—__;5=_:—__
S -
e e - =
90 100 110 120 130
- e FAAE e P E143 —_—— - —— — 10145
—_———— 1P ——— a—— — 514P - - ——— 1014P
e —— 5115 .. A ... _ 45 —_ - —— - 10145

Meios: (a) meio gastrico simulado pH 2,0, (b) meio entérico simulado pH 7,4 e (c) meio col6nico

simulado pH 6,0.

68

Observa-se, num primeiro momento, que os filmes (com excecdo da amostra

511G), de maneira geral, apresentaram menor intumescimento em meio acido e maximo

intumescimento no meio tamponado pH 7,4. Esse comportamento € caracteristico de

polimeros anibnicos, porque ocorre aumento na capacidade de intumescimento em

funcdo do aumento do pH, ocasionado pela ionizagcdo dos grupos carboxilicos, que leva

a repulsdo das cadeias e expansdo da rede, sendo esses espacos, entdo, ocupados pela
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agua. De maneira analoga se explica o baixo intumescimento em meio gastrico (pH 2),
ja que os grupos carboxilicos permanecem na forma protonada, diminuindo a hidrofilia
do sistema (MULHBACHER et al., 2004).

O comportamento de intumescimento pH-dependente verificado mostra-se muito
interessante, pois deve contribuir para evitar a liberacdo prematura de farmaco nas
porcdes superiores do TGI que possui baixo pH (MAIOR et al., 2008).

Os percentuais de intumescimento atingidos no equilibrio (120 min) sao

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Intumescimento (%) no equilibrio (120 min) em diferentes meios.

Filmes Meio Acido Tampao fosfato Tampéo fosfato
(HCI 0,IN, pH 2,0) pH 7,4 pH 6,0

511G 508,027+11,284 453,165+£50,678 702,372+19,912
511P 461,211+56,714  1004,428+74,537  76,926+25,603

511S 429,505+42,788  742,621+117,281 468,574+32,129
514G 413,198+54,631 704,979+£17,162 497,928+36,548
514P 523,311+57,835 882,767+£29,596  455,167+10,584
514S 332,017+8,851 855,774+83,572  717,877%66,555
1014G  396,771£19,740 771,352+90,175 465,637%14,889
1014P  345,665+27,369 571,117+43,157 480,466+11,923
1014S  385,871+26,481 488,473+£66,103  389,715+40,000

Em meio entérico simulado (pH 7,4), os filmes 511P, 514P e 1014G
apresentaram os maiores valores de intumescimento, indicando que esse comportamento
é favorecido pela presenca de plastificantes. Segundo Farris e colaboradores (2011), os
plastificantes pertencentes a classe dos polidis, devido a sua natureza polar, levam ao
aumento do volume livre entre as moléculas adjacentes e aumentam sua afinidade pela
agua, favorecendo, portanto, a hidrofilia e o intumescimento.

Em relacgdo a proporcéo de polimeros, os filmes com maior proporcéo de pectina
(1:4) tém a tendéncia de intumescerem mais, 0 que pode ser atribuido & elevada
hidrossolubilidade da pectina, que sofre conversdo dos anions carboxilato em grupos
carboxilicos livres (GUIMARAES et al., 2008; SINHA; KUMRIA, 2001).

Considerando que um fator limitante para o intumescimento é a extensdo do
enovelamento das cadeias poliméricas, observou-se que os filmes com menor
concentracdo de polimeros (série 511 e 514) exibiram maior capacidade de

intumescimento, comportamento atribuido a estrutura mais frouxa e flexivel, que
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favorece a entrada de agua. J& 0 menor intumescimento apresentado pelos filmes mais
concentrados (série 1014) estd de acordo com sua maior rigidez, ou seja, a rede mais
densa dificulta a entrada de agua e leva, dessa maneira, a um menor grau de
intumescimento (SRIAMORNSAK, 2002).

A amostra 1014S ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas
(p>0,05) em funcéo da variacéo de pH.

5.9 Andlise de permeabilidade ao vapor d’agua (PVA)

O estudo de permeabilidade ao vapor dé&gua nos guda a entender os
mecanismos de transferéncia de massa/soluto e as interacbes poliméricas que podem
ocorrer nos filmes de revestimento. E ferramenta importante na verificacio da protecéo
que um revestimento oferece a forma farmacéutica contra a umidade do ambiente
durante sua estocagem (BERTUZZI et al., 2007; AKAHGARI et al., 2006).

A permeabilidade de um filme é influenciada por diversos fatores, sendo os mais
importantes a natureza hidrofébica ou hidrofilica do material, presenca de fissuras ou
poros e sua tortuosidade na estrutura do filme (GHANBARZADEH et al., 2007).

O filme de revestimento, ao absorver 4gua, modifica sua estrutura aumentando a
flexibilidade e permeabilidade. Uma vez que os plastificantes apresentam o mesmo
mecanismo de alteracdo estrutural que a dgua, sua adicao as dispersdes filmdgenas pode
levar a alteracdo da permeabilidade, aumentando-a ou diminuindo-a, dependendo da
concentracdo em que é utilizado (GHANBARZADEH et al., 2007).

Outro fator que tem influéncia nos valores de PVA € a quantidade de amilose
contida nos granulos do amido utilizado para a obtencdo dos filmes. Alves e
colaboradores (2007) observaram que o aumento da concentracdo de amilose leva ao
aumento da PVA, o que pode estar relacionado com o maior numero de grupos
hidroxilicos livres que podem favorecer as interacdes com a agua.

De acordo com a Figura 18, a taxa de transmissdo de vapor d &gua foi constante
para a maioria dos filmes livres de alta amilose retrogradada e pectina, demonstrando

uma relacdo aproximadamente linear entre perda de massa e tempo.
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Figura 18 — Perfil da perda de massa de filmes de alta amilose retrogradada e pectina.
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Observa-se (Figura 19) que filmes obtidos a partir de dispersfes mais
concentradas (1014G, 1014P e 1014S) apresentaram maior permeabilidade ao vapor de
agua do que os filmes obtidos com dispersdes menos concentradas (série 511 e 514).
Segundo McHugh e colaboradores (1993), filmes com maior concentracdo de polimeros
sd80 mais espessos e, por isso, podem absorver mais moléculas de dgua do ambiente.
Dessa maneira, os filmes com maior concentracdo polimérica podem ser mais

higroscdpicos e favorecer a permeabilidade ao vapor de agua.

Figura 19 — Permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) de filmes livres.
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Além disso, as fotomicrografias revelaram que os filmes da série 1014, por
serem mais compactos e quebradicos, apresentaram estrutura irregular, com presenca de

poros e rachaduras que podem também favorecer a transmissdo de vapor d’ agua.
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Segundo Wang e colaboradores (2011), a PVA é totalmente dependente da integridade
dos filmes.

Apesar de os plastificantes hidrofilicos favorecerem a permeabilidade, os filmes
contendo esses compostos exibiram melhores propriedades de barreira do que os filmes
sem plastificantes, uma vez que apresentaram menores valores de PVA. Esse efeito pode
ser explicado pela teoria do volume livre dos polimeros, na qual um plastificante, em
baixa concentracdo, intercala-se na cadeia polimérica sem levar ao aumento de espaco,
diferentemente de quando esta em altas concentracfes. Ainda, a adicdo de plastificantes
originou uma estrutura mais integra e homogénea, reduzindo a ocorréncia de poros, que
s&o facilitadores da permeabilidade (LOPEZ et al., 2008; ZELKO et al., 2002).

A proporcdo de polimero e o tipo de plastificante ndo tiveram influéncia

significativa nos valores de PVA (p>0,05).

5.10 Difracéo de raios-X

A técnica de difracdo de raios-X é muito utilizada para estudar a estrutura de
substancias cristalinas e determinar a presenca de picos de cristalinidade, caracteristicos
de cada material. Nos géis de amido, os estudos de DRX, suplementados com dados de
outras técnicas, mostram claramente o desenvolvimento de cristalinidade durante seu
armazenamento (PANI et al., 2010; KARIM et al., 2000).

A caracterizacao estrutural por essa técnica € possivel pela combinacdo de dois
fendmenos: o espalhamento devido a cada atomo individualmente e a interferéncia das
ondas espalhadas por esses atomos. Cada atomo emite uma onda que é coerente com a
radiacd@o incidente, e essas ondas interferem umas com as outras, para que haja uma
difracdo refratada cuja intensidade depende da direcdo de observacdo (BARROSO et
al., 2002).

O padréo de difracdo de um material cristalino registra a intensidade dos raios-X
em funcdo do angulo de espalhamento. Devido aos atomos formarem uma matriz
regular, as ondas difratadas podem se reforcar em certos angulos de difracdo e anular-se
mutuamente em todos os outros angulos. Assim, os picos de interferéncia séo formados
nesses angulos (BARROSO et al., 2002).

Os materiais sélidos séo considerados cristalinos, amorfos ou semicristalinos e

difratam com facilidade os raios-X. O grau de cristalinidade de um polimero depende da
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mobilidade das cadeias durante o processo de cristalizacdo. Seus difratogramas mostram
partes bem definidas, que correspondem aos dominios cristalinos, ou seja, as regides
ordenadas da amostra, e verifica-se, tambem, a existéncia de acentuados halos amorfos
(FU et al., 2011; CANEVAROLO Jr., 2004).

Qualquer material cristalino imerso em um feixe de raios-X difrata ao longo de

determinadas direcGes, de acordo com a lei de Bragg:

nl = 2dsenfg Equacédo 8

onde: n = 1 (reflexdo de primeira ordem), d € o espaco interplanar dos planos
cristalogréficos, ds é o angulo de Bragg e A € o comprimento de onda da radiacdo
utilizada.

Dessa maneira, a radiacdo penetrante num material e os efeitos de interferéncia
resultantes do espalhamento provocado pela sua estrutura sdo essenciais para o estudo
da estrutura interna de um material cristalino (BILLMEYER Jr., 1984).

Nesse trabalho, as anélises de difracdo de raios-X foram realizadas nos filmes de
alta amilose retrograda e pectina com e sem adicdo de plastificantes, nas misturas fisicas
desses dois polimeros e nos polimeros isolados, com o intuito de avaliar as diferencas
da cristalinidade entre as amostras estudadas.

Os padrdes de difracdo das amostras sao exibidos nas Figuras de 20 a 23.

Figura 20 — Difratogramas dos polimeros isolados.
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Figura 21 — Difratogramas das misturas fisicas de alta amilose e pectina.
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Figura 22 — Difratogramas dos filmes de alta amilose retrograda e pectina sem plastificantes.
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Figura 23 — Difratogramas dos filmes de alta amilose retrograda e pectina plastificados.
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Katz (1934), em seus estudos com o amido voltados para a panificacdo, foi,
provavelmente, o primeiro a mostrar por DRX que o cozimento do amido leva a
formacdo de padrdes amorfos; porém, quando sob armazenamento, desenvolve
cristalinidade. Esse retorno do estado amorfo para o cristalino foi denominado pelo

autor de retrogradacéo e ele sugeriu, ainda, que todos os amidos, independentemente de
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apresentarem padréo tipo A ou B no seu estado natural, formam géis que desenvolvem
um padrdo B ap06s 0 armazenamento.

Dessa maneira, a cristalinidade dos granulos deve-se, principalmente, as cadeias
curtas de amilopectina, as quais formam duplas hélices que se associam formando as
micelas cristalinas. E provavel que uma grande parte de amilose seja encontrada na
parte amorfa, enquanto que uma pequena por¢do esta associada com a parte cristalina.
Tem sido sugerido que parte da amilose co-cristaliza com as cadeias curtas de
amilopectina dentro da micela cristalina (KARIM et al., 2000).

O amido, sendo parcialmente cristalino, origina distintos padroes de difragéo de
raios-X. As estruturas A, B e C consistem de dupla hélice, enquanto o tipo V diz
respeito a estrutura em hélice simples, resultante da complexacdo da amilose com
alguns componentes, como agua, butanol, iodo e acidos graxos. Segundo KARIN e
colaboradores (2000), um padréo tipo A é exibido pelos amidos de cereais, enquanto
que o tipo B é exibido por tubérculos, frutas, alta amilose de milho e amido
retrogradado. O padrdo tipo C € intermediario dos tipos A e B e é observado em amidos
de sementes de leguminosas (RIOUX et al., 2002).

No difratograma dos polimeros isolados (Figura 20), a pectina exibiu uma série
de picos intensos e bem definidos, em 12,7°, 16,72° 18,42° 25,32° e 40,14° (20),
evidenciando sua cristalinidade. A alta amilose (HYLON VII) exibiu picos em 17,02°,
19,8°, 23° e 25° (20), caracteristicos de estrutura cristalina tipo B, sendo que a maior
intensidade encontrada em 19° sugere uma estrutura cristalina altamente ordenada de
complexos de lipideos-amilose nos granulos de amido (FREIRE et al., 2009a; MISHRA
et al., 2008).

Nos difratogramas das misturas fisicas (Figura 21), observa-se que a
cristalinidade foi mantida para a MF11, porém com desaparecimento dos picos
caracteristicos da pectina e alta amilose e dando origem a outros em 20,87° e 38,06°
(20). Ja para a MF41, observa-se a predominancia de estrutura cristalina tipo B, devido
a maior proporcao de alta amilose, a qual se atribui esse padrdo, porém com um
pequeno deslocamento de angulo, sendo os picos observados em 19,399, 22,5° e 24,88°
(20). A evidéncia de cristalinidade tipo V (pico em 19,8°) foi mantida, sendo os
polimorfos V atribuidos as hélices simples compactadas da amilose (incluindo
complexos com lipidios) que existem junto com os polimorfos B da alta amilose
(SHRESTHA et al., 2010).
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Nos filmes de alta amilose retrogradada e pectina sem plastificantes (Figura
222), verificou-se o desaparecimento da maioria dos picos caracteristicos dos polimeros
isolados, o que ndo significa que houve amorfizacdo das amostras, ja que novos picos
em aproximadamente 13° e 21° (20) foram apresentados e 0 pico em 16° (20) da pectina
foi mantido. Segundo HTOON e colaboradores (2010), picos em 13° e 21° séo
caracteristicos de estrutura cristalina tipo V, formada apds a gelatinizagdo do amido,
seguido de ciclos de resfriamento, na qual a estrutura da alta amilose passa de tipo B
para tipo V.

As anélises de difragdo de raios X nos filmes plastificados foram realizadas para
determinar a influéncia da presenca e do tipo de plastificante na estrutura cristalina dos
filmes. Os padrdes de difragdo de raios X desses filmes foram notavelmente diferentes
dos filmes ndo plastificados, apesar de todos apresentarem uma estrutura amorfo-
cristalina.

Os difratogramas dos filmes contendo plastificantes (Figura 23) mostraram um
halo amorfo, sem a presenca de picos definidos, sugerindo que a adi¢do dessas
substancias diminui a cristalinidade. No entanto, de acordo com os resultados de
digestdo enzimatica (item 5.12), foi verificado que as amostras com maior teor de amido
resistente, substancia com estrutura cristalina mais ordenada, foram as 511G, 511P e
1014G, ou seja, as que continham plastificantes em sua composi¢do. Semelhantemente,
Bergo e colaboradores (2008) relataram o aumento da cristalinidade em filmes de amido
com o aumento do conteddo de glicerina e atribuiram esse comportamento ao aumento
da mobilidade das cadeias poliméricas, que poderia ser facilitadora da recristalizacdo, ja
que novas juncbes microcristalinas podem ser formadas, caracterizando uma
cristalinidade tipo V (DAl et al., 2010).

Acredita-se que o padrdo mais amorfo das amostras plastificadas possa ser
atribuido a formagdo de amido resistente na forma de pequenos cristalitos, que se
encontram espalhados em grande quantidade na rede polimérica, 0s quais, por exibirem
nimero reduzido de planos cristalinos, ndo produzem picos com intensidades de
reflexdo detectaveis. Além disso, imperfeicdes presentes na estrutura do amido, como 0s
emaranhados de cadeias terminais e as cadeias ramificadas no interior dos cristalitos,
alteram a distancia relativa entre os atomos correspondentes, o que faz com que o0s
cristalitos percam a habilidade de espalhamento de raios X ou esses se tornam difusos.
Assim, o padrdo amorfo detectado ndo deve traduzir uma amorfizagdo das amostras
(MUTUNGI et al., 2012).
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5.11 Teste de dissolucéo dos filmes

Os filmes de revestimento de formas farmacéuticas sélidas sdo empregados com
diferentes finalidades, que vdo desde os fins estéticos até os funcionais, como a
melhoria da aparéncia da forma farmacéutica e a otimizacdo dos efeitos terapéuticos,
respectivamente (Mller et al., 2012). O controle da protecdo que esse revestimento ird
oferecer a forma farmacéutica é extremamente importante, pois varios sdo os fatores
que podem contribuir para a exposi¢do do nucleo e para a liberacdo prematura do
farmaco. Nesse sentido, para filmes de revestimento entérico, a solubilidade do
polimero na faixa de pH de 4,8 a 7,2 e a espessura dos filmes de revestimento sdo
fatores determinantes para estabelecer o padréo de dissolucdo (YAMADA et al., 2010;
DIMANTOV et al., 2004).

A dissolucao dos filmes livres de alta amilose retrogradada e pectina foi avaliada
em meios que simulam o suco gastrico (HCI 0,1N, pH 1,6) e suco entérico (tampao
fosfato pH 7,4), durante 120 e 180min, respectivamente. Os resultados estdo
apresentados na tabela 12.

Em meio gastrico simulado, os filmes da série 511 foram os que apresentaram
menor porcentagem de dissolucdo, o que provavelmente esta relacionado com a maior
proporcao de alta amilose (1:1) presente nessas amostras, ja que esse polimero é quase
insolivel em &gua, em temperatura ambiente (DIMANTOV et al.,, 2004). Tal
comportamento pode ser confirmado pela dissolucéo dos filmes da série 514, nos quais
a maior proporcdo de pectina, polimero mais hidrossolavel, levou ao aumento do
percentual de dissolucdo (aproximadamente 1,7 vezes maior). Apesar de a pectina
permanecer como agregados de macromoléculas em meio acido (VANDAMME et al.,
2002), acredita-se que sua elevada solubilidade e alta capacidade de intumescimento em
meio aquoso (GUIMARAES et al., 2008; MAIOR et al., 2008) deve ter resultado na

maior dissolugéo dos filmes contendo maior proporcao de pectina.
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Tabela 12 — Dissolucéo (%) dos filmes em meio &cido (2h) e tampé&o fosfato (3h).

FILMES Meio Acido Tampéo fosfato
(HCI 0,1N, pH 1,6) pH 7,4

511G 24,693+1,555 45,614+3,470
511P 22,774+5,385 55,040+3,733
511S 20,872+4,865 36,312+4,3907
514G 37,173+2,820 79,933+3,543
514P 44,587+2,343 83,659+6,783
514S 35,690+0,695 72,32745,921
1014G 45,533+£1,025 85,955+3,877
1014P 38,560+0,292 84,514+2,187
1014S 42,286+4,468 81,898+3,569

A concentracdo de polimeros na dispersdo filmégena ndo afetou
significativamente a dissolucdo nos dois meios testados, ja que ndo houve diferengas
estatisticamente significativas (p > 0,05) entre as séries de amostras 514 e 1014.

Para todos os filmes testados em meio acido, observou-se que o tipo e a presenca
de plastificantes ndo influenciaram sigificativamente (p>0,05) as propriedades de
dissolugéo.

Igualmente a dissolugdo em meio gastrico simulado, a classe de filmes 511 foi a
que exibiu a menor porcentagem de dissolugdo em meio entérico simulado,
confirmando mais uma vez que o aumento da proporcéo de pectina leva ao aumento da
dissolugdo. Além disso, também ndo houve diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) entre a dissolucédo dos filmes 514 e 1014, demonstrando que a concentracdo de
polimero nédo afetou essa propriedade.

No meio entérico simulado, observou-se que entre as amostras da serie 511, o
filme 511P apresentou maior percentual de dissolugédo do que o 511S (cerca de 1,5
vezes maior), comportamento que pode ser atribuido a natureza hidrofilica do
propilenoglicol, a qual leva ao aumento da mobilidade das cadeias polimeéricas
(BANDO; MCGINITY, 2006). Adicionalmente, os plastificantes hidrofilicos quando
em contato com o meio de dissolucdo, costumam ser lixiviados dos filmes poliméricos,
diminuindo sua resisténcia mecanica e facilitando a formacéo de poros, 0s quais sao
falicitadores da dissolucdo (LECOMTE et al., 2004). A presenca de plastificantes néo
influenciou a dissolugdo dos filmes das séries 514 e 1014 (p > 0,05).

Diferentemente do filme 511P, a dissolucdo do filme 511G ndo apresentou

diferenca estatisticamente significativa em relacdo a da amostra 511S (p > 0,05), o que
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pode ser relacionado com a maior capacidade plastificante do propilenoglicol em
relacdo a glicerina, uma vez que os plastificantes de menor peso molecular intercalam-
se com maior eficiéncia com as moléculas do polimero (VIEIRA et al., 2011; CAO et
al., 2009).

De acordo com os dados de dissolucdo, os filmes da série 511 mostraram-se
mais adequados para utilizacdo em sistemas de liberagdo colon especifica, ja que

apresentaram reduzida solubilidade em meio gastrico.

5.12 Teste de digestdo enzimatica dos filmes

Vaérias estratégias tém sido desenvolvidas para vetorizar farmacos para o colon,
dentre elas o revestimento de formas farmacéuticas solidas com polimeros. Porém,
muitos revestimentos sdo sensiveis a variacdo de pH, o que poderia levar a liberacao
prematura do farmaco, especialmente porque ocorre um grande aumento da solubilidade
dos polimeros na faixa de pH de 4,8 a 7,2. A fim de alcancar o colon, os revestimentos
deveriam ser baseados em materiais insollveis em ambientes &cidos e neutros e ndo
deveriam ser digeridos pelas enzimas pancreaticas (DIMANTOV et al., 2004).

O amido resistente pode ser considerado um valioso material para tal fim, ja que
escapa da digestdo nas por¢des superiores do TGI. Porém, pode necessitar de suporte
fisico adicional e a pectina mostra-se muito interessante para este propdsito. Segundo
Dimantov e colaboradores (2004), revestimentos baseados em amido resistente e
pectina podem proteger o nicleo de materiais contra as enzimas digestivas.

Segundo Flores-Morales e colaboradores (2012), o amido gelatinizado é
facilmente digerido pelas enzimas digestivas, ja que a gelatinizacdo, a qual ocorre
atraves de processos hidrotérmicos, leva a ruptura dos granulos, tornando o amido mais
amorfo, ao contrario do processo de retrogradacdo. No amido retrogradado, a
digestibilidade é dificultada devido ao empacotamento das duplas hélices da amilose,
gue diminui o acesso da a-amilase as ligacOes glicosidicas. Varios sdo os fatores que
influenciam esse processo, sendo os mais relevantes o contedido de amilose, a estrutura
da amilopectina e a existéncia de compostos tais como proteinas e lipidios (HOOVER;
ZHOU, 2003).

Cairns e colaboradores (1995) reportaram que regiGes ndo cristalinas também
podem resistir a digestdo enzimatica devido as estruturas helicoidais duplas que néo
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fazem necessariamente parte dos cristalitos e ao aprisionamento de cristais dentro de
regides amorfas. Tal comportamento esta de acordo com descobertas recentes de que
quantidades significantes de AR podem ser obtidas a partir de matrizes amorfas de alta
amilose de amido de milho (LOPEZ-RUBIO et al., 2008).

No TGI existem diversas enzimas que catalisam a quebra do amido e essa reagdo
é totalmente dependente da temperatura e do pH do meio. As enzimas podem afetar a
superficie do granulo, corroendo a superficie inteira (exo-corrosdo) ou digerindo-o
através de canais da superficie até o centro (endo-corrosdo). A digestdo in vitro da alta
amilose ocorre em varios estagios e sugere que as areas amorfas do granulo sdo
hidrolisadas pela a-amilase, permanecendo a regido cristalina intacta (LOPEZ-RUBIO
et al., 2008).

Segundo Dona e colaboradores (2010), o amido resistente ndo tem uma estrutura
especifica em amostras preé-digeridas e pode ser formado durante a digestdo por um
rearranjo das cadeias de amilose em estruturas resistentes de maior cristalinidade.
Consequentemente, ocorre uma competicao entre a velocidade de hidrolise enzimética e
a velocidade de retrogradacdo da amilose, o que resulta na resisténcia a digestdo
enzimatica.

Nesse trabalho, o ARD foi determinado como o total de amido digerido dentro
dos primeiros 20 minutos e o ALD foi o amido digerido entre 20 e 120 minutos
(JUANSANG et al., 2012; ZHANG; WANG, 2009; ENGLYST et al., 1992).

Existem diferentes metodologias para a quantificacdo de AR. Geralmente, elas
variam quanto ao tipo de enzima utilizada, o preparo da amostra e as condigdes
experimentais para mimetizar o trato gastrintestinal (PERERA et al., 2010).
Metodologias, como a de Englyst e colaboradores (1982), que incluem etapas de
homogeneizacdo e aquecimento do amido em presenca de tampéo a 100°C, apresentam
a vantagem de eliminar as fracoes de AR-1 e AR-2 do valor final total de AR, como foi
realizado no presente estudo.

O teste de digestdo enzimatica foi realizado a fim de estabelecer uma analise
quantitativa da digestdo dos filmes. A enzima utilizada para mimetizar a digestdo no
intestino delgado foi a pancreatina, que é uma enzima complexa, composta por amilase,
lipase e protease e € comumente empregada para tal finalidade (FREIRE et al., 2009b).

Os resultados do teste de digestdo enzimatica dos filmes sdo apresentados na
Tabela 13, na qual se observa que as amostras com maior quantidade de AR e, portanto,
menor grau de digestdo, foram as 511G, 511P e 1014G.
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Tabela 13 — Digestdo enzimatica (%) dos filmes (n = 3).

FILMES ARD ALD AR
511G 1,34 £ 0,47 2,56+029 96,10+0,17
511P 1,24 +0,31 2,08+0,55 96,68 +0,24
511S 7,69+1,15 18,98 +£0,79 73,33+0,64
514G 4,61 + 0,40 7,08+0,73 70,77 +2,41
514P 6,25+ 0,36 7,43+0,61 65,80+1,07
514S 4,79 + 0,69 7,74+0,16 68,67 2,05

1014G 1,10 £ 0,02 1,77 +0,25 96,41 +2,05
1014P 7,88 + 0,33 14,50 + 3,77 72,03+ 4,30
1014S 7,37 +£0,22 16,17+ 4,72 70,58 +6,18

Os valores apresentados na Tabela 13 evidenciam que para a série de filmes 511
a presenca de plastificante promoveu o significativo aumento dos valores de AR. A
adicdo de glicerina ou propilenoglicol, que confere maior mobilidade intercadeias,
permite rearranjo estrutural em maior extensdo, com consequentes niveis mais elevados
de organizacdo e cristalizacdo, que dificulta o acesso as enzimas digestivas.

Observando-se os valores de AR da série de filmes 514, nota-se que a pectina
desfavoreceu a retrogradacéo, ja que essas amostras foram as que exibiram os menores
valores de AR. Pode-se observar, ainda, que, nessa condicao, a adicdo de plastificante
ndo influenciou a retrogradacéo, ja que nao ha diferencas significativas entre os valores
das amostras 514G, 514P, 514S (p>0,05).

Para a série de filmes 1014, apenas a amostra contendo glicerina apresentou
significativo aumento das quantidades de AR (96,41% + 2,05). A esse respeito, pode-se
considerar que apesar de essa amostra apresentar maior proporcdo de pectina, a maior
concentracéo inicial de amido possibilita a formagéo de maiores quantidades de amido
resistente (ROJAS et al., 1999). Para as amostras 1014P e 1014S os resultados nao
foram estatiscamente diferentes dos da série 514 (p>0,05).

No amido nativo, a digestdo dos cristalitos tipo A e B acontece de maneira
diferente, uma vez que essas estruturas diferem no empacotamento das duplas hélices,
sendo a estrutura cristalina tipo A composta por duplas hélices mais curtas e, por isso,
apresenta maior suscetibilidade a digestdo enzimética do que a de tipo B (JANE et
al.,1997). A notavel resisténcia a digestdo enzimatica estd, portanto, principalmente
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relacionada com o padrdo tipo B dos cristais (ENGLYST et al.,, 1992), como
confirmado pela técnica de difracdo de raios-X realizada neste trabalho.

O elevado teor de AR pode estar relacionado com o material de obtencdo dos
filmes (HYLON VII), que contém 70% de amilose em sua composic¢do, pois 0 AR
obtido a partir de uma fonte composta principalmente de amilose resulta num maior
rendimento desse composto (SIEVERT; POMERANZ, 1989).

Freire e colaboradores (2009b), em seu estudo com filmes de revestimento
obtidos a partir de diferentes tipos de amido, verificaram que os filmes de alta amilose
(HYLON VII) foram mais resistentes a digestdo enzimatica do que os filmes com
menores concentracdes de amilose.

Além disso, o rendimento de AR esta diretamente relacionado com o tempo de
armazenamento das dispersdes filmogenas. Park e colaboradores (2009), em seus
estudos sobre digestibilidade de géis de amido, verificaram esse tipo de influéncia,
variando o tempo de 2 a 16 dias, e concluiram que a obtencdo maxima de AR se da no
tempo de 16 dias, 0 mesmo empregado no presente trabalho.

Figura 24 — Perfil de digestdo dos filmes.
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Os perfis de digestdo enzimatica dos filmes (Figura 24) estudados demonstram
que, de modo geral, ocorreu aumento do grau de digestdo de acordo com o aumento do
tempo de incubagéo dos filmes. Os filmes 511G, 511P e 1014G, no entanto, exibiram
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reduzidas taxas de digestdo, as quais se mantiveram praticamente constantes durante

todo periodo de tempo, evidenciando a maior resisténcia enzimatica desses filmes.
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6. CONCLUSOES

O processo de retrogradacéo da alta amilose empregado nesse trabalho mostrou-
se eficiente, ja que permitiu a obtencdo de elevados valores de amido resistente.

A associacdo do amido retrogradado & pectina resultou em um material com
propriedades filmogenas adequadas. As variaveis adicdo de plastificante, tipo de
plastificante, concentracdo de polimeros e propor¢éo de polimeros permitem modular as
propriedades dos filmes.

O conjunto de resultados obtidos demonstrou que os filmes estudados
representam uma estratégia promissora para o revestimento de formas farmacéuticas

solidas destinadas a liberagdo célon especifica de farmacos.

Andréia Bagliotti Mleneguin
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