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RESUMO

Quercetina (QUER) é um bioflavonoide polifendlico ao qual séo creditados diversas
agdes farmacoldgicas, destacando os efeitos antioxidante, hepatoprotetor e anti-
inflamatorio. No entanto, sua baixa solubilidade em agua € um fator limitante para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas, sobretudo as destinadas a administracao
oral. Desta forma, para melhorar suas limitagdes biofarmacéuiticas, o objetivo deste
estudo foi incorporar a quercetina em sistemas de dispersdes sélidas. Dispersoes
sélidas (DS) foram preparadas pelo método de evaporagéo do solvente utilizando-se
os carreadores, hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), polietilenoglicol 4000 e Pluronic®
F127 em proporcdes de 1:1, 1:2 e 1:4 e a misturas de solventes agua:alcool e
acetona:alcool nas proporgdes (1:4) em 250 ml. As DS foram analisadas por
técnicas espectroscopicas de difracdo de raios-X, Infravermelho, Raman e
Ressonancia Magnética Nuclear. Considerando as técnicas empregadas, a
dispersao QUER:HPMC (1:4) obtida com acetonal/alcool (1:4) produziu
caracteristicas de estado amorfo que foi revelada através dos difratogramas e
espectros. Portanto, a dispersao QUER:HPMC (1:4) pode ser uma importante
preparacdo para formulagdes solidas de uso oral, permitindo uma melhor
solubilidade da quercetina em meios biologicos e, consequentemente, um

incremento de sua biodisponibilidade.

Palavras-chave: Quercetina, Preparagdes Farmacéuticas, Espectroscopia, Difragao
de Raio X, Solubilidade.
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ABSTRACT

Quercetin  (QUER) is a polyphenolic flavonoid, which are credited several
pharmacological actions, highlighting the antioxidant, hepatoprotective and anti-
inflammatory effects. However, the low solubility in water is a limiting factor for the
development of pharmaceutical preparation, particularly those of oral use. Thus, to
improve their biopharmaceuticals limitations, the aim of this study was to incorporate
quercetin in solid dispersions systems. Solid dispersions (DS) were prepared by the
solvent evaporation method using the carriers, hydroxypropylmethylcellulose
(HPMC), polyethylene glycol 4000 and Pluronic F127 in proportions of 1:1, 1:2 and
1:4 using two conditions for solubilization (water:alcohol and acetone:alcohol 1:4).
The DS were analyzed by the X-ray Infrared, Raman, Nuclear Magnetic Resonance
spectroscopy techniques. Considering the employed techniques, the dispersion
containing QUER:HPMC (1: 4), from acetone/ethanol, yielded an amorphous state
that was observed by the changes in the intensities of the spectra and
diffractograms. Therefore, the dispersion containing QUER:HPMC (1:4) may be an
important preparation for oral solid formulations, allowing a better solubility of

quercetin in biological media and hence an increase of their bioavailability.

Palavras-chave: Quercetin, Pharmaceutical Preparations, Spectrum Analysis, X-Ray
Diffraction, Solubility.
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1 INTRODUGAO

Os flavonoides sao uma classe de produtos naturais do metabolismo especial
que se destacam por sua diversidade quimica e pelo seu amplo espectro de
propriedades farmacolégicas (SANDHAR et al., 2011; AGRAWAL, 2011). A agao
antioxidante dessas substancias, por exemplo, tem chamado a atencdo de muitos
pesquisadores, pois a geragao de radicais livres no organismo esta associada a
diferentes patologias e disturbios, tais como, doengas cardiovasculares, diversos
tipos de canceres, doengas neurodegenerativas, entre outras (PHAM-HUY; HE;
PHAM-HUY, 2008; KUMAR; PANDEY, 2013). Além das propriedades antioxidantes
e nutricionais (TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008), os flavonoides apresentam uma
gama de mecanismos bioquimicos e farmacoldgicos, produzindo diferentes efeitos,
tais como vasodilatadores, anti-inflamatérios, antialérgicos, antiaterosclerésticos,
antitromboéticos, antiosteopordsticos, antibacterianos, antifungicos, antivirais e
estimulantes do sistema imunoldégico (AGRAWAL, 2011; KUMAR; PANDEY, 2013;
SANDHAR et al., 2011; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008).

A quercetina, € um bioflavonoide ao qual sido creditadas diversas acodes
farmacoldgicas, podendo ser vista tanto como um fitofarmaco, quanto como um
marcador farmacologico e/ou tecnolégico no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, especialmente de medicamento fitoterapicos (COSTA, 2005). Essa
substancia é o flavonoide polifendlico mais abundante na subclasse dos flavonois e
apresenta, ainda, a propriedade de formar quelatos sendo, portanto, um potente
agente antioxidante no combate de espécies reativas de oxigénio. Além disso, esta
substancia tem sido extensivamente estudada quanto aos seus efeitos
farmacolégicos, como hepatoprotetor, anti-inflamatério, antitumoral e antiasmatico
(INAL; KAHRAMAN, 2000; LEE et al., 2003; COMALADA et al., 2005; ROGERIO et
al., 2009).

Quimicamente, a quercetina é uma aglicona da rutina e de outros
glicosideos (HAVSTEEN, 2002). E praticamente insolivel em agua, sendo mais
soluvel em etanol a frio, € a quente, acido acetico glacial e em solugdes alcalinas
(BUDAVARI, 1996). Assim como outros flavonoides, apresenta sensibilidade a luz
(WILLIAMS, 2000) e sua estabilidade em solug&o torna-se comprometida em valores
de pH acima de 7, condi¢cao na qual as reacdes de oxidacao e hidrélise tornam-se
favorecidas (GOMATHI et al., 2003). Considerando ainda a solubilidade da



quercetina, torna-se imprescindivel a utilizacdo de técnicas que aumentem essa
propriedade, uma vez que a solubilidade aquosa de um farmaco constitui requisito
prévio a absorgcao e obtencao de resposta clinica para a maioria dos medicamentos
administrados por via oral (RAMA et al, 2006). Nesse sentido, diferentes
abordagens podem ser utilizadas para melhorar a biodisponibilidade oral de
substancias pouco soluveis. Estas compreendem a formagdo de complexos de
inclusdo, desenvolvimento de nanoparticulas, pro-drogas, formagdo de
micelas/emulsoes, utilizacdo de co-solventes, sais, co-cristais e sélidos amorfos de
farmacos. Dentre essas, a utilizacdo de solidos amorfos tém apresentado, nos
ultimos anos, um elevado nivel de interesse e, dessa forma, investigacbes sobre a
utilizac&o de tal estratégia tém sido amplamente relatados (CHIANG et al., 2013).

Ao contrario do material cristalino, o sélido amorfo é caracterizado como um
arranjo molecular que carece de ordem de longo alcance. Por conseguinte, a
entropia (Ds) e a energia livre (AG) de um sélido amorfo s&do mais elevadas do que a
sua forma cristalina. Esta é a diferenca de energia que muitas vezes leva a uma
maior solubilidade e dissolugdo mais rapida para a forma amorfa de uma substancia
em comparagado com a sua forma cristalina. No entanto, a energia livre mais elevada
da forma amorfa requer estabilizagao, a fim de evitar a recristalizacdo. Dessa forma,
a atual estratégia para estabilizar um s6lido amorfo é criar um sistema de disperséo
sélida do farmaco. Varias matrizes poliméricas tém sido relatadas para estabilizar
sélidos amorfos em sistemas poliméricos de dispersdao sdlida, tais como
polietilenoglicol, povidona, crospovidona, poloxamer, hidroxipropilmetilcelulose,
hidroxipropil-beta-ciclodextrina, polimetacrilatos, dentre outros (CHIANG et al.,,
2013).

Com base na abordagem mencionada, o trabalho teve por objetivo
desenvolver dispersdes solidas contendo quercetina, preparadas pelo método de
evaporagao do solvente, utilizando-se os carreadores hidroxipropilmetilcelulose,
polietilenoglicol 4000 e Pluronic® F127 em diferentes propor¢des e empregando-se
duas condi¢cdes distintas de solubilizagdo (agua:alcool e acetona:alcool). As
formulacdes obtidas foram avaliadas por técnicas espectroscopicas de difracdo de

Raio-X, infravermelho, RAMAN e Ressonancia Magnética Nuclear.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FLAVONOIDES

Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias naturais,
principalmente de origem vegetal, que possuem uma série de propriedades
farmacoldgicas e nutricionais com agdo em diversos sistemas biologicos (KUMAR,;
PANDEY, 2013). Essas substancias sdo encontradas em diferentes partes da planta
tais como caule, ramos, folhas, frutas, flores, sementes e raizes, bem como estéo
presentes em alimentos e bebidas (NIJVELDT et al., 2001; KUMAR; PANDEY,
2013).

Do ponto de vista quimico, os flavonoides constituem substancias aromaticas
polifendlicas contendo 15 atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico (figura
1). Este grupo de substancias apresenta uma estrutura comum caracterizada por
dois anéis aromaticos (A e B) e um heterociclo oxigenado (anel C), formando um
sistema C6-C3-C6. Outro aspecto estrutural comum € a ligagao de dois grupos fenila
a uma cadeia de trés carbonos, isto €, derivados difenilpropanicos (ANDERSEN;
MARKHAM, 2006; KUMAR; PANDEY, 2013).

Figura 1 - Estrutura basica dos flavonoides

5 4

Fonte: Adaptado de BEHLING et al., 2004.

A estrutura C15 dos flavonoides é biogeneticamente derivada do fenilpropano
(C6-C3) e trés unidades de acetato (Cs) (ANDERSEN; MARKHAM, 2006). Neste
sentido, os flavonoides sao produtos que tem origem biossintética mista, sendo
sintetizados a partir da via do acido chiquimico e do acetil coenzima A (figura 2)
(WINKEL-SHIRLEY, 2002; ANDERSEN; MARKHAM, 2006; SISA et al., 2010).



Figura 2 - Via biossintética dos flavonoides
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Fonte: Adaptado de WINKEL-SHIRLEY, 2002.

A via do acido chiquimico origina o acido cindmico e seus derivados (acidos
cafeico, ferulico, sinapico, etc.) com nove atomos de carbono (ou C¢Cs), na forma de
coenzima A, e a via do acetato origina um tricetideo com seis atomos de carbono. A
condensacgao de um destes derivados de acido cinamico com o tricetideo gera uma
chalcona com 15 atomos de carbono, que € o precursor inicial de toda a classe dos
flavonoides. A partir da chalcona, todos os demais derivados flavonoidicos s&o
formados (WINKEL-SHIRLEY, 2002; ANDERSEN; MARKHAM, 2006; SISA et al.,
2010).



Ainda sobre os aspectos quimicos, os constituintes flavonoidicos podem ser
encontrados em seu estado livre (sem a presencga de ligagdes com moléculas de
agucares), ou em sua forma glicosidica, sendo denominados aglicona ou glicosideos
respectivamente (WINKEL-SHIRLEY, 2002; ANDERSEN; MARKHAM, 2006; SISA et
al., 2010). Dessa forma, considerando as estruturas quimicas, a tabela 1 apresenta

as principais classes de flavonoides e alguns representantes descritos na literatura.

Tabela 1 - Principais representantes da classe dos flavondides

Flavonoides Posigao dos substituintes na estrutura basica dos flavonoides

2 3 4 5 6 7 3 4 5 6’
Antocianidinas
Cianidina - OH - OH - OH OH OH OH -
Delfinidina - H - H - H OH H OH -
Malvidina - H - H - H O-Me H O-Me -
Pelargonidina - OH - OH - OH OH H H -
Peonidina - H - H H O-Me H OH -
Flavonols
(+) — Catequina - H - OH - H OH OH H -
Flavanona
Naringenina - H - OH - OH H OH H -
Naringina - H - OH - O-Ru H OH H -
Hesperedina - H - OH - O-Ru OH O-Me H -
Flavonas
Apigenina - H - OH - OH H OH H -
Crisina - H - OH - OH H H H -
Diosmina - H - OH - O-Ru OH O-Me H -
Flavonois
Quercetina - OH - OH - OH HO OH H -
Canferol - H - OH - OH H OH H -
Miricetina - H - OH - OH OH OH OH -
Isoflavonoides
Daidzeina - H - H - OH H OH H -
Genisteina - H - OH - OH H OH H -
Auronas
Aureusina H H OH - H H OH OH O-Gli H
Aureusidina H H OH - OH H OH OH H H
Chalconas
Florentina OH H OH - OH H H H H OH
Floridzina O-GlI H H - OH H H H H OH

Ru (Rutina), Me (Metil), Gl (Glicose), Gli (Glicosidio). Os numeros 2, 3,4,5,6,7¢e 3,4, 5 e
6’ indicam a posicao dos substituintes na estrutura fundamental dos flavonoides.
Fonte: Adaptado de DORNAS et al., 2007.

Os flavonoides sao constituintes importantes dos alimentos, plantas
medicinais, fitoterapicos e medicamentos (HAVSTEEN, 2002). Do ponto de vista
alimentar, produtos ricos em flavonoides e em outros componentes, tais como
vitaminas, minerais, proteinas, carboidratos e aminoacidos, sdo chamados de

alimentos funcionais ou nutracéuticos, e tém sido utilizados por uma parte da



populacdo com intuito de combater e prevenir doengas (TAPAS; SAKARKAR;
KAKDE, 2008). Esses produtos exercem seus efeitos em uma grande variedade de
estados patoldgicos, incluindo cancer, doencas cardiovasculares, doengas
neurodegenerativas, processos inflamatérios, entre outros (AGRAWAL, 2011).

Além de serem componentes de pigmentos coloridos de flores, frutos e folhas
nos vegetais, os flavonoides exercem diferentes fungdes quimicas e bioldgicas
(KUMAR; PANDEY, 2013). Dentre as fungdes desempenhadas, sdo capazes de
modular as atividades de muitas enzimas, atuar como defesa contra a exposicédo a
radiacao ultravioleta, como agentes quelantes de metais nocivos para as plantas e
como agentes redutores (WINKEL-SHIRLEY, 2002; KUMAR; PANDEY, 2013;).

A capacidade antioxidante dos flavonoides constitui a atividade mais estudada
e relacionada a diversas patologias associadas com geracdo de radicais livres. A
acao antioxidante € decorrente da reacdao com radicais livres formando complexos
estaveis pela conjugacdo das ligagdes duplas de suas cadeias carbdnicas ou
inibicdo da peroxidagao lipidica (HAVSTEEN, 2002; KUMAR; PANDEY, 2013).
Assim, a ingestdo de alimentos ricos em flavonoides pode prevenir o estresse
oxidativo do organismo, envelhecimento precoce, cancer, danos cardiovasculares,
diabetes, entre outros (NIJVELDT et al., 2001; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008).

Os flavonoides também possuem atividades anti-inflamatéria, analgésica,
vasodilatadora, antitumoral, antiulcera, hepatoprotetora, antidiarreico, antialérgico,
inibidora da agregacao plaquetaria, antimicrobiana e antiviral (HAVSTEEN, 2002;
TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008; AGRAWAL, 2011). Esses constituintes podem
inibir varios estagios do inicio da aterosclerose, como a ativagdo de leucdcitos,
adesao, agregacgao e secregao de plaquetas (TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008;
AGRAWAL, 2011), e possui atividades hipolipidémicas com aumento das agbes dos
receptores de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (TAPAS; SAKARKAR;
KAKDE, 2008; NIJVELDT et al., 2001). Também funcionam como filtros contra a
radiagéo ultravioleta do tipo B (UV-B), considerada mais nociva a derme, devido as
extensas conjugagodes de suas ligagdes (HAVSTEEN, 2002; SISA et al., 2010).



2.2 QUERCETINA

2.2.1 Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas

A quercetina (3,5,7,3’,4’-pentaidroxi-flavona) (figura 3) € um dos flavonoides
encontrados em maior abundancia na natureza, representando mais de 50% dos
bioflavonoides obtidos nos vegetais e alimentos. Quimicamente, € um polifendlico
com estrutura aglicona da rutina ou outros glicosideos com caracteristica lipofilica
(FORMICA; REGELSON, 1995; BEHLING et al.,, 2004). A atividade dessa
substancia depende de sua estrutura, particularmente dos grupos hidroxilas (-OH)
que estdo relacionados a capacidade antioxidante (ERLUND, 2004). Além disso,
quercetina encontra-se principalmente na forma de glicosideo (figura 4) em uma
ampla variedade de plantas e alimentos, como cebolas roxa, uvas, magas, cerejas,
brécolis, frutas citricas, alcaparras, e produtos derivados destes como sucos, chas e
vinhos (HERTOG et al., 1995; BOOTS; HAENEN; BAST, 2008).

Figura 3 - Estrutura quimica da quercetina
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Fonte: Adaptado de DORA, 2010.
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Figura 4 - Estrutura quimica da quercetina 4 -3-D-Glucosideo.

Fonte: Adaptado de DORA, 2010.

Considerando os aspectos quimicos, quercetina apresenta-se como um po
amarelo-alaranjado, com férmula molecular C45H10O7 e peso molecular de 302,24
g/mol para a forma anidra e de 338,27g/mol para a forma di-hidratada. Esta
substancia torna-se anidra na faixa de temperatura de 93 a 97 °C e decompde-se a
314 °C. Em relagdo a solubilidade, este constituinte é praticamente insoluvel em
agua (cerca de 0,30-0,70 pg/mL), sendo mais soluvel em etanol a frio (3,45 pg/mL),
a quente (43,48 pg/mL), acido acético glacial e em solugdes alcalinas a qual se
atribui a coloragao amarelada (BUDAVARI, 1996).

A quercetina solubilizada em meio aquoso apresenta capacidade antioxidante
aproximadamente 8 vezes maior do que quando solubilizada em uma fase oleosa
(USAMI et al., 2004), porém sua solubilidade aquosa a 20 °C é inferior a 0,01 g/L
(CHEBIL et al., 2007). Adicionalmente, a quercetina apresenta um comportamento
anfifilico devido a presenca de uma porgao hidrofébica, formada pelos anéis
fendlicos, e por outra porgao polar, constituida pelos grupos hidroxila (CODORNIU-
HERNANDEZ et al., 2003).

Em virtude de sua estrutura quimica, a quercetina demonstra uma
pronunciada instabilidade quimica e sofre auto-oxidagdo em solugbes organicas e
aquosas, apresentando pH superior a 8,0. O fendbmeno de auto-oxidacdo é
altamente dependente do pH e do meio, assim como da presenca de oxidantes. Em
pH inferior a 5,0, encontra-se na forma neutra ou com carga elétrica. A dissociagéo
promove a auto-oxidacdo e a ordem preferencial da desprotonagdao dos grupos
hidroxila é: 5-OH, 3-OH, 3’-OH, 7-OH e 4’-OH. Dessa forma, as hidroxilas

encontradas nos carbonos 5 e 3 sdo desprotonadas em pH abaixo dos encontrados



fisiologicamente, indicando que somente as hidroxilas de outras posi¢cdes podem ser
desprotonadas em pH fisioldgico (MOMIC et al., 2007).

As propriedades fisico-quimicas da quercetina podem variar entre diferentes
lotes do polifenol, uma vez que este pode ser encontrado em diferentes formas
polimorficas. Borghetti e colaboradores (2006) observaram a presenca de trés
formas polimérficas ao analisar quatros amostras distintas de quercetina disponiveis
comercialmente. Estas apresentam formas distintas de cristais e diferentes perfis de
difracdo de raios-X, evidenciando divergéncia na forma cristalina entre as amostras,
o que se reflete na variagdo de sua solubilidade em &agua. A transformacgao
polimérfica pode ser mediada por solventes, por estresse mecanico, ou pela
temperatura, e afeta grandemente as caracteristicas de morfologia, solubilidade,
estabilidade, e consequentemente, a biodisponibilidade (CESUR; GOKBEL, 2008;
SRINIVAS et al., 2010).

Quercetina, assim como outros flavonoides, apresenta sensibilidade a luz,
pois espectros de absor¢cdo de amostras irradiadas e nao irradiadas a pH 10 e
irradiadas a pH 5 e 7,5 mostraram uma diminui¢cdo dos picos de absor¢ao nas faixas
de 260-273 e 385-409 nm (MOMIC et al., 2007). Essa instabilidade depende do pH e
do aparecimento simultdneo de um pico a 321-327 nm que é tipico da formacéao de
produtos de oxidagao e indicativo de que a irradiagao pode iniciar ou aumentar a
transferéncia de elétrons mesmo quando a quercetina se encontra na forma neutra
(pH 5). Além disso, ela acelera a taxa de degradacéo a pH 10 (MOMIC et al., 2007).

2.2.2 Propriedades farmacolégicas

A quercetina foi identificada pela primeira vez como vitamina P e, juntamente
com a vitamina C, teve sua acdo comprovada na manuteng¢ao da resisténcia e da
integridade da parede dos capilares sanguineos (ALVES et al., 2010). Tem sido
relatado que esta substéncia exibe efeitos antioxidante, anticarcinogénico, anti-
inflamatorio, antiagregante de plaquetario e vasodilatador (ERLUND, 2004). Esses
efeitos podem estar associados a sua agao antioxidante pela inibicado da formagao
de radicais livres que pode ocorrer por diferentes mecanismos: interagdo com ions
superoéxido, quelagédo de ions de ferro, inibigdo da peroxidagéo lipidica (por reagir
com radicais peroxidos de lipidios), inibicdo de enzimas e/ou indugdo da expressao
de enzimas protetoras (BEHLING et al., 2004; ERLUND, 2004).
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Em varios estudos in vitro, a quercetina foi caracterizada com uma potente
substancia antioxidante com capacidade de sequestrar espécies reativas de
oxigénio, oxigénio singleto e radicais de diferentes origens (RICE-EVANS; MILLER,;
PAGANGA, 1996; VAN ACKER et al., 1996; CAO; SOFIC; PRIOR, 1997; AHERNE;
O'BRIEN, 1999; YAMAMOTO et al.,, 1999). Além disso, um estudo de relagao
estrutura-atividade identificou os grupamentos na estrutura dos flavonoides que
contribuem para a sua atividade antioxidante. A quercetina possui todos esses
grupamentos na sua estrutura, os quais incluem a ligagdo dupla C2=C3, o
grupamento cetona em C4, o grupo hidroxil em C3 e a estrutura orto-difendlica
(grupo catecol) no anel B (Figura 3) (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,1996).

A atividade anti-inflamatodria da quercetina tem sido atribuida a agéo inibitoria
sobre diversos mecanismos da resposta inflamatéria, como a supressdo da
expressdo da ciclo-oxigenase-2 (XIAO et al., 2001), sintese de leucotrienos
(LAUGHTON et al., 1991), expressdo de moléculas de adesdo por células
endoteliais (KIM et al., 2006) e inibicado da produgao de 6xido nitrico por macréfagos
(MATSUDA et al., 2003) e da degranulagdo de neutréfilos e mastécitos
(MIDDLETON JR; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000). A quercetina também
inibe as vias da tirosina quinase e das MAP quinases (CHO et al.,, 2003) e a
atividade do fator de transcricdo NF-kB, importante na ativagdo dos genes
envolvidos na producao de substancias pro-inflamatérias (CHO et al., 2003; DIAS et
al., 2005; GARCIA-ROMAN et al., 2008).

Existem muitas evidéncias cientificas baseadas em estudos in vitro que
descrevem a quercetina com efeito protetor contra o cancer. Sua natureza
polifendlica torna a quercetina um alvo potencial de oxidantes pré-inflamatérios, tais
como o acido hipocloroso (HCIO) e peroxinitrito (ONOO"). Estes sdo formados
durante as reagdes metabdlicas, principalmente no recrutamento de células
inflamatdrias nos tecidos tumorais onde se observa um aumento exponencial de
espécies reativas de oxigénio (EROS). As EROS podem danificar proteinas, ADN e
ARN, bem como oxidar acidos graxos das membranas celulares, o que pode
aumentar o numero de mutagdes (MERTENS-TALCOTT; PERCIVAL, 2005). Desta
forma, um dos mecanismos de quimioprevengao da quercetina esta associado a sua
capacidade de eliminar espécies reativas deletérias, como o anion superoxido,
radical hidroxila, 6xido nitrico e peroxinitrito (MERTENS-TALCOTT; PERCIVAL,
2005).
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Um segundo possivel mecanismo de protecdo da quercetina contra o cancer
consiste na capacidade de modulagdo do metabolismo de carcinbgenos por meio da
inibicdo e/ou inducdo de enzimas envolvidas no processo de biotransformacéo
destes. Tais enzimas, como a glutationa transferase e quinona redutase, protegem
células e tecidos contra carcindgenos enddgenos e exogenos intermediarios
(ZHANG et al.,, 1992; TALALAY et al.,, 1995). Adicionalmente, a quercetina é
conhecida como um potente inibidor de enzimas do sistema citocromo P450 (KUO;
CHEN; CHANG, 2004; WALSKY; GAMAN; OBACH, 2005).

2.2.3 Propriedades farmacocinéticas

A maior limitagcdo do uso da quercetina por via oral reside na sua baixa
biodisponibilidade. Este constituinte sofre intensa reacéo de conjugacao, formando
substancias glicuronadas e sulfatadas que diferem dos seus analogos em tamanho,
polaridade e forma ibnica (figura 5) (KROON et al.,, 2004; WENZEL; SOMOZA,
2005).

Majoritariamente, a quercetina esta presente nas plantas na forma glicosidica,
ou seja, ligada covalentemente a uma molécula de agucar (tal como a glicose,
ramnose ou rutinose) por meio de uma ligagado B-glicosidica. A caracteristica que
distingue uma forma glicosidica da outra € o tipo de grupamento glicosil. Por
exemplo, a isoquercetina tem uma molécula de glicose ligada na posicao 3-OH,
enquanto a rutina, encontrada em elevadas concentragcbes em frutas citricas e
possui uma molécula de rutinose ligada a posi¢cao 4 (GRAEFE; DARENDORF; VEIT,
1999; GRAEFE et al., 2001; HOLLMAN et al., 1995). A ligagdo da quercetina com
uma molécula de acgucar afeta a sua solubilidade e absor¢cdo. Geralmente, a
presenca do grupamento glicosil resulta em um aumento da sua solubilidade aquosa
quando comparado a forma aglicona. Entretanto, a ligagcao B-glicosidica é resistente
a hidrdlise pelas enzimas pancreaticas, oferecendo uma barreira no processo de
absorcéo intestinal (HOLLMAN et al., 1997).
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Figura 5 - Quercetina (a) e seus principais metabdlitos. (b) 4'-O-metil-quercetina, (c)
3'-O-metil-quercetina, (d) quercetina glicoronada, (e) quercetina-O-quinona e (f) 2'-
glutationil-quercetina
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Fonte: DONAVAN et al., 2001

A baixa solubilidade aquosa da quercetina € um fator que limita sua
absorcao. Por exemplo, um pro-farmaco derivado da quercetina hidrossoluvel foi
sintetizado [QC-12: 3'(N-carboximetil) carbomil-3,4', 5,7-tetrahidroxiflavona] e testado
em humanos, entretanto, apdés administracdo oral, nem o derivado e nem a
quercetina foi detectado no plasma, indicando que a alteragcdo na molécula nao
tornou a substancia biodisponivel por via oral (MULHOLLAND et al., 2001).

Poucos estudos tém sido conduzidos quanto a distribuicdo tecidual da
quercetina apos administracdo oral, particularmente em animais. Em ratos, a
quercetina e seus metabdlitos sdo amplamente distribuidos nos tecidos, com maior
concentragdo nos pulmdes e menor quantidade no cérebro, tecido adiposo e bago

(de BOER et al., 2005). Em porcos, o figado, os rins e o intestino delgado contém
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maiores concentracdes desta substancia, porém o cérebro, o coragcdo e o baco
possuem menores teores (BIEGER et al., 2008; DE BOER et al., 2005). Existem
também evidéncias de que a quercetina pode se acumular no sistema nervoso
central, com maiores niveis alcancados com repetidas doses durante oito dias
(PAULKE et al., 2008).

2.3 DISPERSOES SOLIDAS

A resposta clinica a um medicamento administrado por via oral esta
diretamente relacionada a sua absorgao pelo trato gastrointestinal, sendo que a
dissolucédo € uma etapa limitante da sua velocidade de absorcédo. Nos ultimos anos,
foram desenvolvidos diversos sistemas de liberagdo de farmacos com intuito de
melhorar sua absor¢do e aumentar a sua estabilidade (RAMA et al., 2006; PATEL et
al., 2008; ALVES et al.,, 2012). Além disso, varias técnicas de formulagdo sao
aplicadas para melhorar as propriedades fisico-quimicas e compensar a
insolubilidade e consequente baixa taxa de dissolugdo de certos farmacos. Dentre
essas, destacam-se a formulagcdo de nanoparticulas, microemulsdes, formacdo do
sal, formagcao de complexos soluveis em agua e, em especial, as dispersdes solidas
(DS) (LOFTSSON; HREINSDOTTIR; MASSON, 2005; LIMA, 2006; RIEKES, 2013).

Em 1961, Sekiguchi e Obi propuseram pela primeira vez a utilizagdo de
dispersbes solidas para elevar a dissolugdo e absorgado oral de farmacos pouco
soluveis em agua, representando uma técnica farmacéutica util para aumentar a
dissolucdo, absorcdo e eficacia terapéutica dos medicamentos em formas de
dosagem, além de aumentar a estabilidade quimica de farmacos em solugdo ou
suspensao. Este termo refere-se a dispersdo de um ou mais principios ativos em um

carreador inerte no estado sélido como mostrado na Figura 6 (ALVES et al., 2012).
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Figura 6 - Representacao de dispersao soélida amorfa de farmaco e polimero

Cadeia polimérica

Fonte: LEUNER; DRESSMAN, 2000.

Os sistemas de dispersao solida podem ser definidos como a mistura de, pelo
menos, dois componentes solidos, geralmente um carreador hidrofilico e um
farmaco hidrofobico, sendo desejavel que, ao final do processo de obtengdo, o
principio ativo encontre-se molecularmente disperso como particulas amorfas ou
semicristalinas (CHIOU; RIEGELMAN, 1969; SHARMA; JAIN, 2011). Desta forma, o
objetivo da utilizagdo das dispersbes solidas €& obter um sistema no qual a
cristalinidade do farmaco seja alterada através da interagao fraca farmaco-carreador,
modificando sua velocidade de dissolucéo e recobrindo-o intimamente com material
soluvel em agua (CORRIGAN, 1995; CRAIG, 2002; ROYALL et al., 2005).

Os carreadores mais comumente utilizados sao polimeros hidrofilicos
polietilenoglicois (PEG), derivados da celulose e polivinilpirrolidona (PVP). Contudo,
a relacado entre as caracteristicas de liberagcdo da dispersao soélida e uma mistura
fisica de dois componentes varia de acordo com a combinagao
farmaco/transportador (MEIRELLES, 2012). Para isto, a classificagdo das dispersdes
sélidas é descrita, basicamente, em quatro categorias: misturas eutéticas simples,
em que dois ou mais componentes do sistema podem interagir termodinamicamente
em uma mistura fisica; solugbes sdlidas, em que o soluto e o solvente sao solidos e
pode-se formar um cristal misto caso o carreador seja cristalino; precipitagdo amorfa
de farmacos com carreador cristalino, em que ocorre a precipitagdo do farmaco na
forma amorfa no carreador cristalino; combinagé&o entre os grupos, em que duas ou
mais categorias sao utilizadas em conjunto (CRAIG, 2002; DHIRENDRA et al.,
2009).
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As vantagens relacionadas as dispersdes sélidas quando comparadas as
formulagcbes convencionais de capsulas e comprimidos (figura 7) € que esta é
desintegrada na forma de particulas de tamanho inferior a 1 pm, sendo mais
facilmente dissolvidos (ALVES et al.,, 2012). Nas formulagbes convencionais, o
tamanho de particula é superior a 5 ym, o que dificulta a dissolugdo (SERAJUDDIN,
1999; BIKIARIS et al., 2005). No entanto, a maior solubilizagdo aquosa no estado
amorfo baseia-se na energia de solvatagdo envolvida no processo de dissolugéo
devido a disposi¢do das moléculas nesse sistema, que s&do arranjadas ao acaso.
Neste sentido, baixa energia de solvatagdo é requerida para separa-las e
homogeneiza-las ao meio, proporcionando uma dissolugdo mais rapida e efetiva.
Assim, o desenvolvimento de formulagdes contendo o farmaco na forma amorfa é
frequentemente benéfico em termos de dissolugédo e biodisponibilidade (STULZER
et al., 2007). Além disso, ndo € necessaria energia para quebrar uma estrutura
cristalina do farmaco durante o processo de dissolu¢ao, ocorrendo uma melhoria na
solubilidade de drogas e molhabilidade devido aos suportes hidrofilos vizinhos. A
reducdo ou auséncia de agregacao e a aglomeragao podem também contribuir para
o aumento da dissolucdo (PATEL et al., 2008).

Figura 7 - Representacao esquematica do aumento da biodisponibilidade e de
farmacos pouco hidrossoluveis através de DS

FARMACOS POUCO
SOLUVEIS EM AGUA
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g s
ABSORCAO
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Fonte: Adaptado de SERAJUDDIN, 1999.
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As DS sao classificadas em primeira, segunda e terceira geragdes. Os
sistemas qualificados como de primeira geragao foram desenvolvidas em 1961 por
Sekiguchi e Obi. Esta classe relaciona-se a formulagbes de misturas eutéticas de
farmacos e carreadores cristalinos, altamente hidrofilicos, como a ureia
(VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007). Considerando as de segunda
geracao, empregam-se polimeros amorfos, sendo observadas vantagens em relagao
ao aumento da solubilidade. Os polimeros carreadores mais comumente utilizados
nesta classe dividem-se em dois grupos: sintéticos e naturais. Os polimeros
sintéticos  incluem  polivinilpirrolidonas  (PVP), polietilenoglicol (PEG) e
polimetacrilatos. Os polimeros naturais sdo principalmente compostos derivados de
celulose, como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), etilcelulose,
hidroxipropilcelulose, ou derivados de amido, como as ciclodextrinas
(VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007). Por outro lado, a terceira geragao
de DS envolve o emprego de tensoativos, acarretando melhora pronunciada das
propriedades biofarmacéuticas. Como exemplo dos tensoativos utilizados pode-se
citar o Poloxamer® 407 e o Poloxamer® 188, pertencentes a classe dos polietileno-
propilenoglicéis. Uma vantagem no emprego de tensoativos como carreadores situa-
se no fato de estes estabilizarem as DS, evitando a recristalizagdo do farmaco
(SERAJUDDIN; SHEEN; AUGUSTINE, 1990; SHEEN et al., 1995).

2.3.1 Métodos de preparacao das dispersoes solidas

O método de preparacéo e o tipo de carreador em DS exercem grande
influéncia sobre as propriedades das dispersdes solidas, sendo polietilenoglicol,
polivinilpirrolidona e derivados de celulose os mais comumente empregados. Os
métodos de obtencdo das dispersdes mais utilizados sdo os de fusdo, solvente,
fusdo-solvente e malaxagem (PATEL et al., 2008). No entanto, outras metodologias
tém sido citadas, tais como os métodos de fluido supercritico e spray drying, os
quais tém sido empregados na obtencdo de complexos de inclusdo utilizando
ciclodextrinas (CHAUHAN; SHIMPI; PARADKAR, 2005).

No método de preparagcado por evaporagao do solvente, o carreador e o
farmaco s&o dissolvidos em um solvente, geralmente organico, ou gas em condi¢des
supercriticas, ambos estaveis, e o solvente é evaporado a uma temperatura fixa e

pressao reduzida. Com a remocao do solvente, ocorre uma supersaturagao do meio
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seguida de precipitagdo simultdnea dos constituintes. O solvente, aderido a
superficie da particula co-precipitada, € removido por secagem com auxilio de estufa
(NAKAMURA, 1965; SEKIKAWA et al.,, 1979; TACHIBANA; TAKAYAMA; NAMBU;
NAGAI, 1982; BLOCH; ELEGAKEY; SPEISER, 1983; SEKIKAWA et al., 1983).

O método de preparagao por evaporacdo de solvente é indicado para
farmacos termolabeis, que poderiam se degradar na temperatura de fusdo do
carreador. A dificuldade desse método esta em encontrar um solvente que dissolva
tanto o farmaco como o carreador. Além disso, o0 uso de diferentes solventes pode
induzir o aparecimento de polimorfos (SETHIA; SQUILLANTE, 2003).

A solucdo de sdlidos consiste de um soluto sélido dissolvido em um diluente
também no estado solido. Como os dois componentes cristalizam juntos, se o
carreador é cristalino, entdo um cristal misto € formado. Este sistema é caracterizado
pela complexagcdo de dois componentes em um sistema binario durante a

preparagao da dispersao soélida (LIMA, 2006).

2.3.2 Carreadores empregados para a preparacao de dispersoes solidas
Na preparacao de DS, muitas substancias podem ser utilizadas, dentre elas
os polidis (propilenoglicol, manitol e sorbitol), acidos orgénicos (acido citrico), ureia,
poloxamer, quitosana e glicerideos poliglicosilados. Contudo, os polimeros
hidrofilicos, tais como os derivados de celulose, sdo os mais citados e utilizados
como carreadores de substancias sélidas para as dispersdes. As propriedades dos
polimeros estdo diretamente relacionadas com a natureza quimica dos monémeros,
o peso molecular e a estrutura macromolecular (BROMAN; KHOO; TAYLOR, 2001).
Combinacgdes de polimeros ou de polimeros e surfactantes tém sido propostos na
tentativa de adequar as propriedades fisico-quimicas dos polimeros ao sistema de
dispersao solida (JANSSENS et al., 2008b). Além disso, a escolha dos carreadores
poliméricos pode determinar a inibicdo ou o periodo que o farmaco disperso possa
vir a se recristalizar, sendo este fator dependente do grau de miscibilidade do
farmaco no polimero em determinada umidade (VASANTHAVADA et al., 2005).
Dentre os polimeros hidrofilicos mais relatados na literatura para preparagao
das DS temos o polietilenoglicol (PEG), a polivinilpirrolidona (PVP) e a
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), os quais sdo frequentemente empregados em

diversas formulacdes farmacéuticas devido a baixa toxicidade, rapida taxa de
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solidificacdo, alta solubilidade aquosa, disponibilidade em varias massas
moleculares e custo adequado (LIU; WANG, 2007; PATEL et al.,, 2008). O PVP
apresenta um anel lactdmico como parte da unidade monomérica. A alta polaridade
do anel pode ser atribuida a forte estabilizagdo de ressonéncia, mostrada na figura
8, facilitada pela geometria planar do anel, contribuindo na ligagdo com farmacos
pouco hidrossoluveis (M) através de ligagdes de hidrogénio e possibilitando o
processo de formagéo das DS (KARAVAS et al., 2007).

Figura 8 - Representacdo da estrutura monomeérica do polivinilpirrolidona e a
formacao da ligagao entre farmaco (M) e o polimero.
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Fonte: KARAVAS, 2007.

Um resumo das principais caracteristicas e dos aspectos relacionado a

obtencéo de DS com os polimeros acima descritos esta apresentado na tabela 2.
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Tabela 2 - Informacdes sobre os principais polimeros utilizados como carreadores na
preparacao de dispersdes solidas.

HO——C— (CH;—O—CH,) +—C—OH

H

homopolimero

a-hidro-w-
hidroxi-
poli(oxi-1,2-
etanedil)

Celulose,
2-hidroxipropil
metil éter

1-pirrolidinil)etileno];
polividona;
polivinilpirrolidona; PVP;
1-vinil-2-pirrolidona.

Breox PEG; Carbowax;
Carbowax Sentry;
Hodag PEG,; Lipo;
Lipoxol; Lutrol E; PEG;
Pluriol E; polioxietileno
glicol

Benecel MHPC;
celulose, hidroxipropil
metil éter; E464; HPMC;
Methocel; metilcelulose
propileno glicol éter;
metil
hidroxipropilcelulose;
Metolose; Pharmacoat;
Spectracel; Tylopur

POLIMEROS NOME SINONIMOS E NOMES INDICACOES E LIMITACOES NA
QUIMICO COMERCIAIS OBTENCAO DE DS
[~ 7 1-etenil-2- E1201; Kollidon; - Indicado para o método de solvente.
pirrolidona Plasdone; poli[1-(2-oxo- Contudo, ndo é indicado para o de

fusdo.

- Altas concentragdes podem
prejudicar a liberagdo do farmaco
quando utilizado em altas

concentracoes no método  de
malaxagem devido a sua propriedade
aglutinante. Quanto maior o peso
molecular, maior a interferéncia.

- Frequentemente utilizado no método
de fuséo;

- A faixa de PM frequentemente
utilizada é de 1000 a 20.000;

- Possui boa solubilidade em agua
(solubilidade decresce com o aumento
do PM) e varios solventes organicos, o
que também possibilita a preparagao
pelo método solvente.

-  Usualmente ¢é utilizado na
preparacao de DS pelo método de
solvente;

- Além de possibilitar o incremento de

solubilidade, também pode
proporcionar uma liberagao
prolongada, o que pode ser ou nao
desejavel;

- Os diferentes tipos de HPMC
proporcionam caracteristicas distintas
nas DS obtidas; dessa forma, é
recomendavel testar diferentes tipos
visando observar a influéncia destes
na solubilizagdo e liberacdo do
farmaco.

2.3.2.1 Hidroxipropilmetilcelulose

Fonte: Alves et al., 2012.

A Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) (figura 9) € um polimero derivado da

celulose, sendo bastante utilizado para diferentes fins. Este polimero é descrito pela

Farmacopeia Europeia como uma parte da celulose orto-metilada e da celulose orto-

2-hidroxipropilada. Classifica-se como um éter de celulose, em que os hidrogénios e

grupos hidroxilas da celulose foram parcialmente substituidos por grupos alquila a

fim de modificarem as caracteristicas da celulose nativa (ALVES et al., 2012).

E comumente chamada de hipromelose e tem sido utilizada em comprimidos

orais principalmente como produto ligante, em revestimentos e como matriz em

formulagdes de liberacdo prolongada. Neste ultimo caso, a sua utilizacdo se deve a
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boa compatibilidade com os eletrdlitos, ndo sofrendo alteragdo de sua viscosidade
por variagbes de pH, podendo ser comprimida diretamente com o farmaco e nao
sendo necessaria granulagédo prévia (MONTEIRO et al., 2007; ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009).

HPMC ¢é um polimero hidrofilico linear e seus efeitos se manifestam
principalmente pela sua capacidade em formar uma barreira representada pela
camada gelatinosa na superficie do comprimido apds hidratagdo. Esta barreira
impede a rapida liberagdo do farmaco, controlando a penetragdo de agua e a
velocidade de liberacéo da substancia ativa (GUIMARAES et al., 2008).

Figura 9 - Estrutura quimica da hidroxipropilmetilcelulose

H(I)
OCH,CHCH;, HO
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Fonte: MONTEIRO et al., 2007; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009

Do ponto de vista fisico-quimico, esse polimero € um pé insipido, inodoro, de
coloragdo branca a creme e aspecto granuloso. E bastante solivel em agua gelada,
praticamente insoluvel, cloroférmio e éter, mas soluvel em misturas de etanol e
diclorometano, metanol e diclorometano, e solugdes hidroalcodlicas. Apresenta alta
temperatura de transicdo vitrea, entre 170 e 180 °C. E atoxica e ndo irritante,
embora o consumo oral excessivo resulte em efeitos laxativos (ROGERS, 2009).
Normalmente, € relacionada a preparagao de dispersdes solidas com HPMC,
utilizando misturas de solventes com diclorometano pelo método de solvente
(ALVES et al.; 2012).

Uma das caracteristicas mais importantes deste polimero hidrofilico linear é a
sua capacidade de solubilizacdo de farmacos de baixa solubilidade em comparacao
a outros polimeros hidrossoltveis (LYRA et al., 2007; GUIMARAES et al., 2008).

Adicionalmente, o seu emprego previne ou retarda o efeito de nucleagao que leva a
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recristalizacdo do farmaco, podendo ser associado a outros polimeros em distintas
formulagdes, e, de acordo com a viscosidade do tipo de HPMC escolhido, possibilita
adicionalmente uma liberagao prolongada (KAPSI; AYRES, 2001).

2.3.2.2 PEG 4000

O polietilenoglicol 4000 (PEG 4000), polimero de oxido etileno, caracterizado
pelas unidades (-CH,-CH2-O) de repeticdo (figura 10), torna-se vantajosa na
obtencao de dispersdes soélidas devido as suas propriedades fisico-quimicas. Dentre
elas, a presengca de grupamentos hidroxila (-OH) como doadores de elétrons
responsaveis pela interagcdo com substancias hidrofébicas através de ligagdes de
hidrogénio; biocompatibilidade; caracteristicas inodoras; neutro e ngo irritante; baixa
toxicidade in vivo e solubilidade em diversos solventes organicos e em agua,
proporcionando uma liberagao rapida do farmaco disperso e facilitando o processo
de obtengao pelo método solvente (LIAO; SYU, 2009; PATIL; GAIKWAD, 2009; MA
et al., 2009).

Figura 10 - Férmula estrutural do PEG
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Fonte: SILVA, 2008.

Os limites da aplicaggo do PEG podem ser estendidos pela
biodegradabilidade em resposta aos fatores especificos, tais como o aumento na
temperatura ou pH. O PEG apresenta diversas massas moleculares (200 a
300.000) e diferentes temperaturas de fusdo, o que proporciona sua ampla aplicagao
industrial nos processos que envolvem aquecimento (PATEL et al., 2008).
Comumente, na preparagdao de dispersdes solidas e de solugdes, sao utilizados
PEGs com massa (MM) entre 1500 e 20.000. O aumento da massa molecular do
PEG promove a elevagédo da sua viscosidade e de seu ponto de fusdo (PF). Nas
estruturas de MM de até 600, os PEGs sao fluidos; na escala entre 800-1500,
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apresentam maior consisténcia; entre 2000 a 6000, em geral, apresentam aspectos
cerosos e aqueles com MM acima de 20000, possuem forma de cristais frageis a
temperatura ambiente (LEUNER; DRESSMAN, 2000).

2.3.2.3 Pluronic® F127

Os polaxameros, também conhecidos como Pluronics®, sdo copolimeros nao-
iGbnicos dispostos em blocos que consistem de um grupo hidrofilico poli (6xido de
etileno) (PEO) e um outro hidrofébico poli (6xido de propileno) (PPO) organizados
em tribloco PEO-PPO-PEO (figura 11). Esses copolimeros com diferentes numeros
de unidades PEO e PPO sao caracterizados por diferentes equilibrios hidroéfilo-
lipdfilo (EHL) (BATRAKOVA; KABANOV, 2008).

Figura 11 - Representagcao esquematica geral da férmula estrutural do polaxamero,
sendo (a) composi¢ao do bloco hidrofilico PEO e (b) composigao do bloco
hidrofébico (PPO).
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Fonte: BATRAKOVA; KABANOV, 2008.

Os diametros das micelas de Pluronic® F127 geralmente variam de cerca de
10 a 100 nm. Por si so, o nucleo representa um "compartimento de carga" para a
incorporagao de varios agentes terapéuticos ou de diagnéstico (figura 12). Em casos
selecionados, o nucleo PPO pode incorporar quantidades consideraveis (até 20-30%

em peso) de farmacos insoluveis em agua. As extremidades de PEO asseguram que
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as micelas permanecam em um estado disperso, diminuindo as interagdes
indesejaveis das drogas com células e proteinas.

Devido ao seu carater anfifilico, os polaxameros apresentam propriedades
surfactantes, incluindo a habilidade de interagir com superficies e membranas
bioldgicas, bem como auxiliar na solubilizagdo de farmacos pouco soluveis em agua,
0 que permite seu uso em administracdo parenteral de agentes quimioterapicos
(BONACUCINA et al., 2011). Além disso, os Pluronics® podem inibir o efluxo de
farmacos através da glicoproteina-p, diminuindo a resisténcia de células
cancerigenas a farmacos antineoplasicos (GIFFORD et al., 1998; BATRAKOVA,;
KABANOQV, 2008; SHIBAYAMA; TAKEDA; YAMADA, 2009).

Figura 12 - Micelas com um farmaco solubilizado
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Fonte: BATRAKOVA; KABANOV, 2008.

Os polaxdmeros sao ainda utilizados em formulacbes como agentes
emulsificantes, solubilizantes e dispersantes, sendo frequentemente considerados
como excipientes funcionais porque constituem componentes essenciais e tem papel
fundamental na formulagdo (PATEL; PATEL; PATEL, 2009). Atuam também como
surfactante n&o-ibnico em uma concentracdo de 20 a 30% (ALEXANDRIDIS;
TSIANOU, 2011).

A termossensibilidade inversa, ou seja, em concentragdes acima de 20%

forma solugdo aquosa em baixas temperaturas, mas gelificam em temperaturas mais
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altas, é uma importante propriedade dos polaxameros (ESCOBAR-CHAVEZ et al.,
2006; PATEL; PATEL; PATEL, 2009). Devido a biocompatibilidade, aprovacao pelo
Food Drug Administration e ao comportamento termogelificante, o uso de
polaxameros vem sendo investigado como formador de matriz in situ, pela formagao
de gel, para uso em sistemas de liberacdo de farmacos (GUO et al., 2007;
MOEBUS; SIEPMANN; BODMEIER, 2009; BONACUCINA et al., 2011). Estes tém
sido bastante utilizados na area médica, farmacéutica e cosmética, sendo que no
campo farmacéutico ha maior interesse em géis, microemulsdes, nanoparticulas e
blenders de polimeros sdlidos (GUO et al., 2007).

Entre os varios tipos de pluronics, o F127 ganhou consideravel atengao
devido a sua vasta aplicagado biomédica. O segmento de PPO do Pluronic® F127 &
composto por um nucleo hidrofébico com um microambiente para a incorporagéo de
farmacos lipofilicos, enquanto o segmento PEO evita a adsorgéo e a agregagao de
proteina incorporada. Além de atuar como um transportador para a liberagao de
drogas, o PF127 pode translocar diretamente pelas células, interagindo com varias
fungdes celulares que podem alterar processos como a respiragao mitocondrial, a
transducdo do sinal apoptdtico, a atividade de transportadores de drogas e a
expressdo do gene. No entanto, algumas propriedades farmacocinéticas
indesejaveis do Pluronic® F127, como a sua rapida dissolugdo em contato com
meios aquosos, 0 seu curto tempo de residéncia e fluido bioldgico foi considerado
como desafios criticos para as suas aplicagbes (ENGLAND, 1998).

De acordo com Kakran, Sahoo e Li (2011), pluronic® F127, PVP e
ciclodextrinas foram usados como carreadores para a elaboracdo de dispersao
solida contendo quercetina, a fim de torna-la mais soluvel. A obtencdo destas
dispersdes foi feita pela técnica de evaporacdo de solventes para incorporar a
quercetina nestes carreadores a fim de se obter sua forma amorfa. A caracterizagao
da quercetina dos carreadores, da mistura fisica e das DS foi realizada por
infravermelho, raios-X, termogravimetria, calorimetria diferencial de varredura e
microscopia eletrénica. Os pesquisadores realizaram também o teste de dissolucao
e concluiram que houve um aumento da solubilidade da quercetina para as formas
amorfas nos carreadores descritos acima (KAKRAN; SAHOO; LI, 2011). No entanto,
€ importante destacar que nessa pesquisa néo foram usados o polietilenoglicol 4000

(PEG 4000) e a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) como carreadores. Além disso, a
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espectroscopia de Raman tem sido pouco empregada nas analises de dispersdes
solidas.

Outro estudo, realizado por Li e colaboladores (2012), utilizou as dispersdes
sélidas com derivados de celulose como carreadores com a quercetina. O objetivo
deste estudo foi tornar a forma cristalina deste flavonoide em amorfa, uma vez que
esta demonstrou ser a mais soluvel. Para efeito de comparagao com os derivados
de celulose, foi elaborada também uma dispersdo sdlida da quercetina em
polivinilpirrolidona usando a técnica de spray-dried. A caracterizagao foi feita através
das técnicas de raios X, infravermelho, ressonancia magnética nuclear, além dos
testes de dissolugdo e doseamento por espectroscopia ultravioleta. Os
pesquisadores concluiram que as dispersdes sélidas obtidas com derivados de
celulose em concentragao maior que a metade da relagao principio ativo/carreador
apresentaram amorfizagcdo da quercetina na qual foram creditadas um aumento na
solubilidade. Porém, quando comparadas as dissolugdes entre as DS obtidas com o
PVP e derivados de celulose, observaram que a desintegracdo destas ultimas
demoraram mais tempo, enquanto aquelas obtidas com PVP desintegraram mais
rapidamente (LI et al., 2012).

2.3.3 Estabilidade de dispersoes soélidas

Formas amorfas sdo termodinamicamente instaveis em relagdo as formas
cristalinas e, desta forma, sdélidos apresentam uma tendéncia espontédnea a se
converterem em sua forma cristalina. Esta transicido pode ocorrer durante a
estocagem, sob diferentes condicées de umidade e temperatura (BHUGRA; PIKAL,
2008), bem como durante o contato com o meio de dissolucdo (ALONZO et al.,
2010). Ambos os casos invalidam as vantagens conferidas pela utilizagcdo de um
sistema amorfo, sendo necessario inibir a cristalizagdo ao longo do tempo de
estocagem do produto e manter um nivel suficiente de supersaturacdo na
administracdo oral (NEWMAN; KNIPP; ZOGRAFI, 2012). Uma estratégia
interessante para aumentar a estabilidade fisica deste sistema ¢é utilizar DS amorfas.
Nestes sistemas, farmaco e polimero soluveis em agua s&o combinados a fim de
gerar uma mistura amorfa com apenas uma fase (PADDEN et al., 2011). Uma

miscibilidade entre ambos os componentes parece ser imprescindivel para a
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manutencio da estabilidade fisica em longo prazo, bem como niveis apropriados de
supersaturagao no sitio de absorgdo (NEWMAN; KNIPP; ZOGRAFI, 2012).

A capacidade dos polimeros de inibir a cristalizagdo em amostras estocadas
pode estar relacionada com a temperatura de transicdo vitrea (Tg) destes em
relacdo aquela do farmaco. Além disso, a capacidade dos polimeros de aumentar a
Tg da dispersao reduz a mobilidade molecular do farmaco nas condigdes de
temperatura e umidade comumente encontradas (BHUGRA; PIKAL, 2008). Neste
sentido, polimeros que interagem fortemente com farmacos, quando da constituigao
de DS, geralmente ocorrem através do estabelecimento de ligagdes de hidrogénio
que inibem a cristalizagdo mesmo em baixas concentracbes (HANCOCK;
SHAMBLIN; ZOGRAFI, 1995). Nestes sistemas, o efeito da Tg n&o é significante e
as ligagdes de hidrogénio proporcionam estabilidade por interferirem diretamente
nos processos de nucleagao e crescimento dos cristais. A forte energia de interagao
também fornece maior resisténcia a cristalizacdo (HANCOCK; SHAMBLIN;
ZOGRAFI, 1995).

A mobilidade molecular € um dos principais fatores determinantes da
estabilidade de substancias amorfas e a sua reatividade quimica pode estar
relacionada com essa mobilidade que, quando aumentada, pode promover maior
degradagdo quimica (YOSHIOKA; ASO, 2007). Neste contexto, a redugdo da
mobilidade molecular tem sido proposta como estratégia para melhorar a
estabilidade durante a estocagem. No entanto, nem sempre uma redugdo da
mobilidade molecular aumenta a estabilidade durante a estocagem, pois diferentes
fatores podem influenciar este parametro. Logo, reagbes quimicas nas quais a
mobilidade molecular tem pouca influéncia ndo poderdo ser inibidas. Além disso, a
compreensao da relagcdo quantitativa entre mobilidade e reatividade quimica nao
fornece apenas informagdes uteis para uma estabilizacdo destes sistemas, como
também permite entender se métodos avancados podem ser utilizados na predigao
da estabilidade durante a estocagem. Caso a reatividade quimica de uma
determinada substéncia seja afetada pela mobilidade molecular relacionada a
transicao vitrea, sua estabilidade durante a estocagem pode ser prevista baseando-
se neste fator, mas néo pode ser detectada por testes de estabilidade acelerada. Se
a reatividade quimica nao for afetada pela mobilidade molecular relacionada a
transicdo vitrea, a estabilidade de estocagem pode ser prevista pela extrapolagéo
dos dados obtidos a partir de condigbes aceleradas (YOSHIOKA; ASO, 2007).
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No momento em que as DS encontram o meio de dissolugdo in vitro ou in
vivo, a supersaturacdo da solugcdo deve ser mantida ao longo do tempo, o que
garantira uma completa dissolugdo e um aumento da biodisponibilidade
(BROUWERS; BREWSTER; AUGUSTIJNS, 2009). Além disso, caso o farmaco e o
polimero se dissolvam muito rapidamente, a supersaturacdo deve ser mantida por
fatores que incluam o polimero dissolvido, o qual deve ser capaz de inibir a
nucleacdo, bem como o crescimento do cristal em solugdgo (CURATOLO;
NIGHTINGALE; HERBIG, 2009).

2.4 METODOS PARA CARACTERIZACAO DE DISPERSOES SOLIDAS

Com intuito de aumentar a solubilidade e a dissolugcao, as dispersdes solidas
tém sido uma importante estratégia para varios farmacos nos ultimos anos. No
entanto, problemas de instabilidade fisica limitam sua aplicagdo comercial, pois a
conversao espontanea de formas de alta energia (amorfas) em formas mais estaveis
e menos soluveis torna-se o principal inconveniente desse tipo de preparacao.
Dessa forma, a utilizacdo de métodos de analises para monitorar esta estabilidade
fisica sdo de suma importancia durante o processo de otimizacdo de novas
formulacbes. Estas ferramentas de anadlises proporcionam evidéncias diretas das
alteragbes que ocorrem, nos niveis molecular e intermolecular, em determinada
amostra, tal como a cristalizagdo de uma matriz de dispersao (por exemplo, pico de
difracdo do cristal, variagdes nas caracteristicas térmicas, alteragdes nas vibracdes
de ligacdes intermoleculares). Nos casos dos métodos quantitativos, os efeitos de
diferentes fatores que interferem na tendéncia e na taxa de cristalizacao podem ser
estimados, tais como o tipo de polimero e as condicbes ambientais de estocagem
(PALERMO; ANDERSON; DRENNEN, 2012). Cabe ressaltar que nenhum destes
métodos € efetivo quando tratado isoladamente com o propésito de caracterizar um
sistema solido e, desta forma, uma analise conjunta dos resultados obtidos com as

diferentes técnicas deve ser realizada.
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2.4.1 Difragao de raios-X

A compreensao da natureza polimorfa de um farmaco ou excipiente é de
fundamental importancia para o delineamento das formulagdes farmacéuticas. O
farmaco pode sofrer alteracdes da forma cristalina durante as operacdes unitarias as
quais ele € submetido, tais como secagem do granulado, moagem e compactacgao
(CLAS et al., 1999; YOSHIHASHI et al., 2000). Essas alteragbes podem interferir nas
propriedades fisico-quimicas do farmaco, como temperatura de fusido, densidade,
solubilidade, estabilidade fisica ou quimica, dissolugdo e biodisponibilidade (NERY
et al., 2008).

A analise de propriedades no estado sdlido de farmacos e formulagbes torna-
se relevante para estudos de pré-formulagdo, sendo empregada inclusive nos
ensaios de controle de qualidade e assuntos regulatorios (RIEKES, 2013). Neste
sentido, alguns métodos podem ser empregados para a caracterizagdo do farmaco
ou formulagdes, dentre elas a calorimetria exploratéria diferencial, a espectroscopia
de infravermelho e a difracdo de raios-X (DRX). O uso destes métodos produz
informacdes uteis a respeito da morfologia do polimero cristalino e sobre o estado de
dispersdo solida ou molecular do farmaco associado a sistemas poliméricos
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Difracdo de raios-X (DRX) € uma técnica empregada para determinar a
natureza cristalina de sélidos, sendo uma ferramenta importante para caracterizagcao
de complexos de inclusdo (VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO et al., 2006). E
largamente utilizada na caracterizacdo da estrutura de materiais e amostras
policristalinas, identificagdo e quantificacdo de fases cristalinas, avaliagdo de
tamanho de particula e detecgdo de defeitos em redes cristalinas. Dentre as
vantagens desta técnica, destacam-se a rapidez de obtencdo dos dados,
simplicidade, confiabilidade e o fato de nao ser destrutiva (VARIANKAVAL; JACOB;
DINH, 2000; SUN; GRANT, 2001; MAURIN et al., 2002; BARTOLOMEI et al., 2006).

O método de DRX baseia-se em um fendmeno de interacédo entre o feixe de
raios X incidente e os elétrons dos atomos componentes de um material, a partir do
qual se geram feixes de fétons difratados que serdo detectados (figura 13). O
fendmeno de difragdo esta diretamente relacionado com a distancia que separa os
planos em um cristal, obedecendo a lei de Bragg (equagédo 1) (CULLITY; STOCK,
2001). Quando um feixe de raios X incide sobre um cristal constituido de planos

atdbmicos sucessivos gera um angulo de difragao caracteristico (CULLITY, 1978).
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Figura 13 — Difracéo de raios X por um cristal
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Fonte: FIGUEIREDO, 2012.

e

Equacgéao 1:
nA=2dsenb
Onde:
d é a distancia entre planos do cristal
6 é o angulo de difracao dos raios-X
A € o comprimento de onda dos raios-X

n é o numero de comprimentos de onda utilizados.

Os difratogramas gerados s&o caracteristicos e distintos para cada
substancia, bem como os planos de difragdo e suas respectivas distancias
interplanares. Além disso, as densidades dos atomos ou elétrons ao longo de cada
plano cristalino sdo determinadas como caracteristicas especificas e unicas para
cada cristal especifico (ALBERS et al., 2002).

No que se refere a identificacdo de materiais usando DRX, a Farmacopeia
Americana define que, para assegurar a identidade entre uma amostra teste e sua
referéncia, os valores de 26 para as reflexdes mais intensas devem ser reprodutiveis
em aproximadamente + 0,10°, podendo as intensidades relativas variarem devido ao
preparo da amostra e condigbes experimentais (USP, 2011). Neste sentido, DRX
tem sido comumente usada no monitoramento da forma cristalina de um farmaco
durante os varios estagios de desenvolvimento de uma formulagdao farmacéutica,
uma vez que quaisquer mudangas de fase devido a interconversdes polimorficas,
dessolvatagdes, formacéo de hidratos e mudangas no grau de cristalinidade podem
alterar a solubilidade do farmaco (KARJALAINEN et al., 2005).



30

Outro aspecto interessante do uso de DRX é a caracterizagao e quantificagao
de polimorfos (YU; REUTZEL; STEPHENSON, 1998). Esta técnica é considerada de
referéncia quando associada a analise térmica para determinar diferencas de ordem
molecular (periodicidade de atomos ou moléculas em cristais) ou diferenciar
substancias amorfas de cristalinas (BYARD et al., 2005). Nos difratogramas, as
formas amorfas aparecem como bandas largas sem picos, resultando em um amplo
halo amorfo (figura 14). Por outro lado, a repeticdo de estruturas cristalinas
construtivamente difrata os raios-X de modo que picos agudos com angulos
especificos poderao ser observados, o que facilita a rapida identificagdo da amostra
(PALERMO; ANDERSON; DRENNEN, 2012).

Figura 14 - Difratogramas de raios-X de um farmaco nos estados cristalino e amorfo
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Fonte: Adaptado de BYARD et al., 2005

A DRX apresenta-se como uma técnica imprescindivel na caracterizagcao de

dispersdes solidas, uma vez que permite a determinacdo do grau de cristalinidade

das amostras, que pode ser alterado favoravelmente do estado cristalino para o

amorfo durante a sua obtencdo. Pode também revelar eventos de recristalizacao

polimodrfica que possam ocorrer durante ou apés o processamento (DONG; BOYD,
2011).
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2.4.2 Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho (IV) permite a
identificacdo de uma substancia organica pelos grupos funcionais presentes no
material em analise. Baseia-se na medida da energia absorvida para excitagdo dos
diferentes estados vibracionais de uma molécula (LOPES; FASCIO, 2004; AMORIM,;
KLIER; ANGELIS, 2013).

Diferentemente das radiagdes nas regides do ultravioleta e do visivel, que ao
incidirem sobre uma molécula causam transicbes eletrdnicas, a radiagao
infravermelha produz alteracdo nos estados vibracionais e rotacionais das
moléculas. Assim essa radiagcao, com numero de ondas entre 10000 e 100 cm™, ao
ser absorvida por uma substéncia € transformada em energia vibracional e aquela
com numero de ondas de 100 cm™ (menor energia) é convertida em energia de
rotacdo molecular (BARBOSA, 2004). Além disso, o espectro na regidao de 4000 a
400 cm™, que € a regido mais importante do ponto de vista da caracterizagdo de
substancias organicas, normalmente, apresenta bandas de absor¢cdo em vez de
linhas, isso ocorre porque, para cada mudanga de nivel vibracional esta associada
uma série de transi¢des rotacionais (BARBOSA, 2004).

Em decorréncia de algumas limitagdes, a espectroscopica de IV era pouco
utilizada em analises quantitativas. Porém, com o uso da transformada de Fourier,
aliada a evolugao de técnicas quimiométricas, ao advento dos microprocessadores
digitais e de técnicas computacionais avangadas, permitiu-se a analise de misturas
complexas. A identificacdo destas substancias pode ser alcangada tanto
quantitativamente como qualitativamente através da espectroscopia por refletédncia
difusa no infravermelho com transformada de Fourier (SOUZA; FERRAO, 2006).

A espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) ou espectroscopia IV tem uma larga faixa de aplicagdes que vai desde a
analise de moléculas pequenas até sistemas complexos como células e tecidos
(BERTHOMIEU; HIENERWADEL, 2009). E uma das espectroscopias vibracionais
que sofreu grandes avangos principalmente pelo fato de que os espectrémetros de
infravermelho sao facilmente encontrados na maioria dos laboratérios de pesquisa,
pela possibilidade de usar a amostra em estado solido amorfo ou cristalino, solugdes
aquosas, solventes organicos, filmes, pastilhas de KBr e membranas (FORATO et
al., 2010). Assim como qualquer técnica espectroscopica, a espectroscopia de IV &

devida a interagdo da radiacdo com a matéria através de acoplamento do campo
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elétrico oscilante da vibracdo molecular e o da radiagdo incidente. A faixa de
radiacdo do infravermelho, no espectro eletromagnético, ocorre entre o visivel e
microondas (figura 15), sendo que a regido de 4000 a 400 cm™ é mais empregada
(FORATO et al., 2010).

Figura 15 - Representacdo esquematica do espectro eletromagnético.
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Fonte: adaptado de FORATO et al., 2010.

Para que uma determinada molécula apresente absor¢do no IV, suas
vibragdes moleculares devem resultar numa alteracdo do momento dipolar. As
vibragdes moleculares podem ser classificadas em deformacdes axiais ou
estiramentos e deformagbes angulares (figura 16). Os estiramentos sdo as
alteragbes da distancia internuclear dos atomos envolvidos, ou seja, aumento e
diminuicdo dessa distancia, alternadamente. As deformagbes angulares podem
consistir de uma mudanga no angulo de ligagdo com um grupo de atomos ou o

movimento de um grupo de atomos em relagao ao restante da molécula.
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Figura 16 — Classificagao das vibragdes moleculares na espectroscopia de
infravermelho
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Fonte: http://www.reocities.com/Vienna/choir/9201/espectrometria2.htm

O numero de modos vibracionais de uma molécula é determinado de acordo
com seus graus de liberdade de vibragdo. Por exemplo, uma molécula n&o linear (de
n atomos) tem 3n-6 graus de liberdade vibracionais, enquanto moléculas lineares
apresentam 3n-5 graus de liberdade vibracionais (CANTOR; SCHIMMEL, 1980).
Uma molécula triatbmica como a agua apresenta trés vibragdes fundamentais (3x3 -
6 = 3): estiramento simétrico e assimétrico e deformacédo do tipo tesoura, com
absorcdes em 3652, 3756 e 1596 cm™, respectivamente.

No caso de uma molécula linear como o CO;, ha 4 modos vibracionais (3x3 - 5
= 4), entretanto, 0 modo simétrico de estiramento ¢é inativo no IV uma vez que esse
modo vibracional ndo resulta numa alteracdo do momento de dipolo da molécula
(CANTOR; SCHIMMEL,1980; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 2005). Por outro
lado, quando ha interesse sobre um grupo funcional especifico que pertence a uma
molécula, a regra dos 3n-6 graus de liberdade n&o é aplicavel, pois se trata de uma
pequena porcdo da molécula. Dessa forma, devem aparecer varios modos
vibracionais.

As transi¢des vibracionais normalmente observadas num espectro de IV sdo
conhecidas como transi¢gdes fundamentais que geram as bandas caracteristicas que
ocorrem entre o nivel fundamental vibracional da molécula e o seu primeiro estado
excitado, respeitando a regra de selegdo para osciladores harménicos. (CANTOR,;
SCHIMMEL,1980; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 2005).



34

Em 2007, Zheng e colaboradores utilizaram a espectroscopia no IV para
caracterizar dispersdes solidas contendo nimodipina e observaram indicios de
formacgado de ligagbes de hidrogénio em algumas das formulagbes (ZHENG et al,
2007)

A espectroscopia de IV tem sido muito utilizada para identificar a natureza e a
extensdo das interagdes quimicas que ocorrem em dispersdes solidas (VAN DEN
MOOTER et al.; 1998). A utilizagdo desse método parte da premissa que a mistura
de dois componentes em nivel molecular devera ocasionar mudangas nas
oscilagdes do dipolo das moléculas e estas se manifestam no espectro sob a forma
de alteragbes na frequéncia e na largura das bandas dos grupos integrantes. Dessa
forma, se os grupos funcionais do farmaco e do carreador interagem, entdo o
espectro de infravermelho dos grupos devera apresentar as bandas deslocadas e
achatadas quando comparadas com os espectros individuais dos componentes da
mistura (SANTOS, 2008).

Para fins de analise, um espectro no infravermelho pode ser dividido nas
regies de 4000 a 1300 cm™ (regido 1), de 1300 a 900 cm™ (regido 2) e de 900 a
500 cm™ (regido 3). A regido 1 é denominada regido de grupos funcionais, como OH,
NH e C=0. Embora as posi¢gdes exatas das bandas variem ligeiramente em funcéo
de fatores espaciais e eletrénicos. A regido 2 é geralmente muito complexa, sendo
muitas bandas originadas de modos vibracionais acoplados e vibragdes referentes
ao esqueleto carbdnico das moléculas. Dentre as absor¢des mais importantes nessa
regidao estdo aquelas decorrentes do estiramento da ligagdo C-O de alcoois, fendis,
éteres e ésteres. A regido 3 geralmente apresenta bandas fortes nos casos de
compostos aromaticos heteroaromaticos e alquenos. Essas bandas sédo devidas a
deformacgéo de ligagdo de =C-H (BARBOSA, 2004). De acordo com a Tabela 3,
observa-se alguns exemplos dos principais modos vibracionais de determinadas

substancias.
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Tabela 3 - Absorgbes caracteristicas de alguns grupos funcionais mais comuns

Ligacao ou Faixa de Atribuicao Comentarios

Fungao absorgao

Alcoois, fendis es solugdo diluida
3650-3600 (m,a)* e sem realizar ligagdo de

hidrogénio.
O-H vO-H ; i . .
. Alcoois e fendis associados por
3400-3200 (m,I) o ) .
ligagdes de hidrogénio.

3400-2500 (m,l) Acido carboxilico
3080-3010 (m,a) v=C-H
O numero e a posicdo das
Aromatico . bandas permitem a identificacao
900-650 (F, m) yC-H

do padrao de substituicdo do anel
benzénico

Tipica de éteres, alcoois, fendis,

*

Cc-0 1300-1000 (F) vC-O acidos  graxos, ésteres e
anidridos.
1680-1620 (f,m) vC=C As bandas s&o sempre agudas.
C=C Alqueno 1600, 1500, 1450 O numero de bandas varia em
. vC=C fungdo do padrao de substituicdo
va) do anel.
Varias bandas devidas a
estiramento simétrico e
Alcano 3000-2850 (F)* vC-H assimétrico de ligagdes C-H de

grupos CHj3, CH, e CH de alcanos

e grupos alquilas.

*Abreviacoes utilizadas para intensidade e formato das bandas: F = forte; f = fraca; m =
média; v = variavel; | = larga; a = aguda.
Fonte: adaptado de BARBOSA, 2004

2.4.3 Espectroscopia Raman

A Espectroscopia Raman dispersiva usa radiacdo de laser com energia
proxima a do infravermelho para excitar uma dada amostra e medir a luz emitida
pela mesma. Grande parte da luz espalhada pode ter a mesma frequéncia que a luz
incidente (espalhamento Rayleigh — elastico). Entretanto, uma pequena fragéo da luz
incidente (hu;) pode ter sua energia diminuida (h(ui-ugr)stokes) ou aumentada
(h(ui+ugr)anti-stokes) (espalhamento Raman — inelastico) (figura 17). Visto que a

energia da luz é proporcional a frequéncia, a mudanca de frequéncia da luz
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espalhada inelasticamente € igual a frequéncia vibracional da molécula espalhada.
(SOUZA et al, 2003)

Figura 17 - Esquema descrevendo os principios basicos da absorg¢ao no
infravermelho e o espalhamento Raman
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Fonte: SALA, 2008

Esse processo de troca de energia entre molécula, luz espalhada e luz
incidente é conhecido como efeito Raman. Do ponto de vista energético, o processo
de espalhamento Raman pode ser descrito como a transigcdo de uma molécula do
estado fundamental para um estado vibracional excitado, acompanhada por uma
absorcdo simultdnea de um foéton incidente e emissdo de um féton espalhado
(Raman). A luz Raman espalhada pode ser coletada por um espectrdbmetro, onde
sua intensidade é mostrada em fungdo de sua mudanga de frequéncia
(deslocamento Raman). Visto que cada amostra molecular possui seu préprio
conjunto vibracional molecular, o espectro Raman de uma amostra em particular
consistira de uma série de picos. Cada um é deslocado pela sua frequéncia
vibracional caracteristica daquela molécula, fornecendo assim a identificagdo para a
molécula que esta sendo estudada. O deslocamento Raman é frequentemente
medido em numero de onda (cm™), uma unidade conveniente para relacionar a
mudanca de frequéncia da luz espalhada em relagdo a frequéncia da luz incidente
sobre substancias, detectando assim grupos funcionais, como, por exemplo, do
poliuretano de ureia (figura 18) (SOUZA et al., 2003).
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Figura 18 — Espectro Raman para o poliuretano de ureia
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Fonte: CUELLAR BURGOS et al., 2010

O método de Raman irradia a amostra com a radiagao de comprimentos de
onda mais curtos e mede a fracao de radiacdo espalhada para o qual a energia do
féton mudou. Os espectros vibracionais podem servir como impressées digitais de
estrutura, composicao, interacdes e dinamica. O inverso do comprimento de onda,
de nimeros de onda (cm™), é normalmente usado para caracterizar a energia no
campo da espectroscopia vibracional (figura 18) (ANDERSEN; MARKHAN, 2006).

A espectroscopia Raman esta baseada no espalhamento inelastico de
radiacdo monocromatica e, portanto, depende de uma fonte de radiacao
(tipicamente lasers), de um elemento discriminador da radiacdo inelasticamente
espalhada (rede de difragdo ou interferémetro, na maioria dos casos) e de um
detector (usualmente uma camera Charge Copled Device). Se a esses componentes
for acrescentado um microscopio Optico ter-se-a a possibilidade de analise de areas
muito pequenas no objeto (poucos um?) ou de investigacdo de amostras de
dimensdes micrométricas que sao as principais vantagens da espectroscopia de
Raman (FARIA, 2012).

Métodos de espectroscopia Raman tém sido efetivos na diferenciagdo de
formas amorfas e cristalinas de um mesmo farmaco (HU et al., 2007). Além disto, a

técnica pode ser utilizada para monitorar e quantificar transicdes de fase no estado
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sélido in situ que ocorrem durante a dissolugédo de farmacos amorfos (SAVOLAINEN
et al., 2009).

As interagdes entre polimero e agua, bem como entre farmaco e polimero,
podem ser visualizadas por esta técnica. Polimeros polares e outros excipientes
soluveis em agua podem absorver quantidades significativas de agua, aumentando
a plasticidade e as trocas estruturais que, por sua vez, afetam a mobilidade do
farmaco disperso. Além disso, a absorgao de agua pode potencializar a degradagéo
de farmacos (KARARLI; CATALANO, 1990). Intera¢des entre agua e polimeros tém
sido confirmadas por deslocamento dos picos da carbonila. Por exemplo, quando os
polimeros polivinilpirrolidona (PVP) e polivinilalcool (PVA) sao considerados, a
cadeia lateral pirrolidona estabelece interagdes com a agua mais fortes que sua
cadeia acetato (TAYLOR; LANGKILDE; ZOGRAFI, 2001).

As interagbes quimicas intermoleculares entre farmaco e excipientes nas
dispersodes solidas (DS) sdo comumente relatadas, porém, pouco compreendidas. A
miscibilidade molecular esperada nas DS requer alguma interacdo, que pode ser
especifica (ex.: ligagdes de hidrogénio e interagdes ion-dipolo) ou ndo especificas
(ex.: forcas de Van der Wals). Exemplos de DS estabilizadas por interacbes
quimicas intermoleculares incluem farmacos com grupos doadores de hidrogénio e
excipientes com um anel pirrolidona (TAYLOR; ZOGRAFI, 1997).

Nas analises espectroscopicas, com o propoésito de se observar interagdes
entre polimero e farmaco, picos de grupos funcionais especificos e com modos de
vibracdo distintos tém sido selecionados e monitorados quanto aos seus
deslocamentos e alteragbes de intensidade (FORSTER; HEMPENSTALL; RADES,
2001). Quanto menor a propor¢ao de farmaco relativamente a de polimero, mais
dificil sera a identificacdo dos sinais espectrais do farmaco e, desta forma, técnicas
complementares se mostram necessarias para a validagao dos dados obtidos.

Uma importante vantagem da espectroscopia de Raman € que o objeto &
estudado diretamente na platina do microscépio, ndo requerendo, via de regra,
qualquer tipo de tratamento ou manipulagcdo. Outro aspecto relevante é o fato da
técnica ser pouco sensivel a agua, permitindo o estudo, inclusive, de solucdes
aquosas. Como limitagcbes, esta técnica apresenta contra si o fato da pequena
sensibilidade, o que requer o uso de detectores sensiveis, e a grande

susceptibilidade a interferéncia causada pela luminescéncia (como fluorescéncia e
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fosforescéncia, por exemplo) que € geralmente muito mais intensa que o sinal
Raman (FARIA, 2012).

2.4.4 Ressonancia magnética nuclear

O fenbmeno de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi descoberto ha
cerca de 50 anos e se transformou em uma das técnicas espectroscopicas mais
usadas e poderosas na caracterizagao de substancias quimicas, na determinacao
de estruturas e dinamica molecular de sdlidos, na determinagao de propriedades de
liquidos e gases, no estudo de moléculas bioldgicas e na medicina possibilitando
gerar imagens do corpo humano e determinagdo de doengas. Como consequéncia
dessas multiplas aplicagcdes, a RMN vem se desenvolvendo continuamente desde o
seu descobrimento (BONK, 2005).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta
muito potente no estudo de caracterizagdo de materiais, principalmente no estado
sélido. Tendo em vista que a RMN no estado sélido é constituida de varias técnicas,
que se diferenciam por diversas sequéncias de pulsos e geram respostas distintas, é
possivel obter dados em diferentes escalas de tempo (PASSOS et al., 2011).

A aplicagcdo de técnicas para a obtencdo de espectros de RMN de alta
resolugcao de amostras em solugao ou sob forma sélida, conduz a espectros largos e
inexploraveis. Isso provém do fato de que, no estado soélido, ocorre a diminuigdo dos
movimentos moleculares que, em solugcdo, permitem na maior parte dos casos
considerar como zero as interagdes entre os dipolos nucleares. Assim como as
constantes de acoplamento escalares, da ordem de hertz, sao os fatores
determinantes dos desdobramentos observados nos espectros de RMN de
moléculas em solugado, os acoplamentos devidos as interagdes dipolares, da ordem
de kHz, sdo as interagdes que dominam os espectros de RMN de amostras no
estado sélido (AGUIAR et al., 1999).

Em consequéncia da complexidade de suas estruturas moleculares ou por
causa da pequena diferenga entre unidades isoméricas, a investigacao de moléculas
e macromoléculas no estado sélido requer boa resolucdo espectral. Os
deslocamentos quimicos no espectro de RMN s&o muito sensiveis a estrutura e

conformacgao da molécula, enquanto as interagdes intermoleculares, a troca quimica,
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as mudancas de conformacao e os tempos de relaxagdo sdo sensiveis a dindamica
molecular. Por estes motivos, RMN do estado sdlido é uma espectroscopia muito util
ao estudo de polimeros (BATHISTA, 2005).

Com o desenvolvimento da instrumentacdo de RMN para a analise de
amostras solidas, a aplicacdo desta técnica na industria farmacéutica tomou um
grande impulso, ja que aproximadamente 90% dos farmacos sao comercializados
sob esta forma (AGUIAR et al., 1999).

Na espectroscopia de RMN, o nucleo mais simples é o do hidrogénio, o qual
consiste em um unico préton. Esta técnica como todas as formas de espectroscopia,
trata-se da interacdo da radiagao eletromagnética com a matéria. Entretanto, RMN
diferencia-se da espectroscopia éptica em varios aspectos fundamentais, tais como:
primeiro, a separagao entre os niveis de energia AE = ylhB, é um resultado da
interacdo do momento magnético y de um nucleo atdmico com um campo magnético
By aplicado; segundo, a interagdo € com a componente magnética da radiagcao
eletromagnética em vez da componente elétrica. Sendo que o efeito de RMN ocorre
para nucleos que possuem momentos magnéticos e angulares, gy e J,
respectivamente. Os nucleos apresentam momentos magnéticos e angulares
paralelos entre si, respeitando a expressao u y = J, onde y é o fator giromagnético. O
momento angular J é definido, quanticamente, por J = hil , onde / € um operador
adimensional, também denominado de momento angular ou spin, cujos valores
podem ser somente numeros inteiros ou semi-inteiros 0, 1/2, 1, 3/2, 2. A separagao
entre os niveis de energia AE = ylhBy € um resultado da interagdo do momento
magnético y do nucleo atbmico com o campo magnético B, aplicado. Na
espectroscopia de RMN é possivel controlar a radiagdo eletromagnética (faixa de
radiofrequéncia ou RF) e descrever a interacdo desta radiagcdo com os spins
nucleares do sistema. Isto contribui em grande parte para o desenvolvimento do
grande numero de técnicas utilizadas em RMN. Quase todos os elementos quimicos
tém ao menos um is6topo com um nucleo atdmico que possui momento magnético
M, € quando este € colocado em um campo magnético externo, e a ele for aplicada
uma excitagao com frequéncia igual a sua frequéncia de precessao (vo), tal nucleo é
retirado de seu estado de equilibrio. Apos a retirada do campo de RF, este nucleo
tende a voltar ao seu estado fundamental de equilibrio através dos processos de

relaxagao spin-rede (T1) e relaxagao spin-spin (T2) (BATHISTA, 2005).



41

Embora em solugdo, tanto o hidrogénio quanto o carbono-13 sejam
estudados, as fortes interagbes dipolares H-H presentes na molécula no estado
sélido tornam dificil a obtencdo de espectros de hidrogénio nesse estado. Dessa
forma, o carbono-13 passa a ser o nucleo mais usado. Os valores dos
deslocamentos quimicos de carbono-13, que podem ser observados em amostras
sob forma solida, podem ser influenciados por varios fatores, tais como o
empacotamento do cristal, ligagcdo hidrogénio, efeitos i6nicos, mudangas
conformacionais e outros (AGUIAR et al., 1999).

Normalmente, os prétons tém uma orientagdo completamente aleatéria. Seus
pequenissimos vetores de momento magnético apontam em todas as dire¢des e se
cancelam de forma que nenhum momento magnético & produzido (Figura 19a).
Porém, se colocados em um campo magnético externo (B,) poderoso, 0s spins se
alinham na mesma diregdo do campo magnético, no mesmo sentido do seu vetor ou
em sentido contrario. Um numero um pouco maior de spins se alinha no mesmo
sentido (em um estado de menor energia) do que em sentido oposto (estado de
maior energia). Esse predominio cria uma pequena magnetizacdo resultante de
equilibrio (Mo) (Figura 19b). E esse pequeno, mas constante desequilibrio, ou
magnetizagao resultante, que torna possivel a RMN (HAGE; IWASAKI, 2009).

Figura 19 — Orientagao dos proétons antes e apos aplicagdo do campo magnético. (A)
Representacao dos protons de forma aleatéria: os vetores se cancelam ndo havendo
formagdo de momento magnético; (B) Alinhamento dos protons apos serem
colocados sob um campo magnético forte (B,), criando uma pequena magnetizagao
resultante de equilibrio (M,).
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Por outro lado, a combinagao de trés técnicas permite fazer a espectroscopia
de alta resolugdo de RMN em estado sodlido: Polarizagdo Cruzada (Cross
Polarization - CP); Desacoplamento (Decoupling - DEC) e Giro ao Angulo Magico
(Magic AngleSpinning - MAS). Estas técnicas se baseiam na distribuicdo das
interagcdes de spin nuclear que alargam os espectros de RMN. Para solucionar os
problemas de baixa sensibilidade e longos tempos de relaxagéo longitudinal para
nucleos de pequeno fator magnetogirico e baixa abundancia natural em um unico
experimento, € necessaria a combinagao destas trés ferramentas (CP/MAS/DEC)
onde obtém espectros de RMN do ™C de alta resolucdo no estado sodlido
(BATHISTA, 2005).

Considerando-se os aspectos tedricos envolvidos na RMN de alta resolugéo
no estado solido e as necessidades da industria farmacéutica no campo da
qualidade dos produtos, o uso dessa técnica combinada aquelas que caracterizam o
estado soélido, como a analise térmica, a microscopia eletrénica, a espectrometria na
regidao do infravermelho e a cristalografia de raios X de substancias amorfas ou
cristalinas, constitui um arsenal valioso para a avaliagao criteriosa de farmacos para
a produgao de medicamentos (AGUIAR et al., 1999).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar dispersdes sélidas
contendo quercetina e analisar através de métodos espectroscopicos de difragdo de
raios-X, infravermelho, Raman e ressonancia magnética nuclear de solidos com
intuito de obter preparagdes no estado amorfo para uma melhor solubilidade e

bioponibilidade em formulagdes farmacéuticas.

3.2 Objetivos especificos
Preparar dispersbes sodlidas contendo quercetina incorporadas aos
carreadores de polietilenoglicol, hidroxipropilmetilcelulose e pluronic F127.
Caracterizar as dispersdes solidas por espectroscopia de difragao de raios-X,

infravermelho, Raman e ressonancia magnética nuclear.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAS-PRIMAS E REAGENTES

Quercetina, lote SLBLH6286V, Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Polietilenoglicol 4000, lote X0902H A17, All Chemistry do Brasil Ltda.

Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), lote 201312015, All Chemistry do Brasil
Ltda.

Pluronic® F 127, lote SLBL1780V, Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

Acetona P.A ACS, lote 1207261, Vetec Quimica Fina

Alcool etilico 99,5% P.A., lote 38820, Biotec Reagentes Analiticos

4.2 EQUIPAMENTOS

Rotaevaporador RII BUCHI/ Vacum pump V-700 BUCH/ Banho
Ultratermostatico ACB Labor

Balanga Shimadzu modelo AY220

Destilador de Agua Solab tipo Pilsen SL 71/5

Difratbmetro de Raio X, modelo Bruker D8 Advance DaVinci

Espectrémetro de Infravermelho, modelo Vertex 70 Bruker

Espectrometro de Raman T64000 da Horiba Jobin Yvo

Estufa de secagem Fanem Mod 002CB

Espectrémetro Bruker AVANCE IIl HD 300 equipado com sonda MAS 4 mm.

4.3 OBTENCAO DAS DISPERSOES SOLIDAS E DAS MISTURAS FISICAS

As dispersdes solidas foram obtidas através de misturas binarias de 10
gramas de quercetina e os carreadores (Polietilenoglicol, Hidroxipropilmetilcelulose
e Pluronic® F127) nas proporc¢des 1:1, 1:2 e 1:4 (tabelas 4 a 9). As misturas foram
solubilizadas utilizando 250 mL de agua:alcool ou acetona:alcool (1:4).

A quercetina e os carredores foram pesados separadamente, obedecendo
cada proporgcdao. Com o auxilio de um gral e pistilo, o tamanho das particulas foi
reduzido seguido de solubilizagdo em solventes. A solugdo foi submetida a
rotaevaporacéo (figura 20) a 40 °C, sob pressao reduzida de 102 mmHg para

mistura de solventes agua: alcool e 350 mm Hg para mistura de solventes acetona:
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alcool, para remogao do solvente. Apds rotaevaporagao, o residuo resultante foi
colocado em estufa por 24 horas a 40°C para completa secagem do produto.

Figura 20 — Sistema de ro
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taevaporacao para obtencéo das dispersoes solidas
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Tabela 4 - Formulagdes contendo quercetina com carreador PEG4000 em suas
proporcdes, preparada na mistura de solvente Agua/Alcool (1:4) para 250 mL

Mistura com PEG4000 Proporcao Mistura de Solventes
QUE:PEG4000 1:1 Agua: Alcool
QUE:PEG4000 1:2 Agua: Alcool
QUE:PEG4000 1:4 Agua: Alcool

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Tabela 5 - Formulagdes contendo quercetina com carreador PEG4000 em suas

proporcdes, preparada na mistura de solvente Acetona/Alcool (1:4) para 250 mL

Mistura com PEG4000 Proporgao Mistura de Solventes
QUE:PEG4000 1:1 Acetona: Alcool
QUE:PEG4000 1:2 Acetona: Alcool
QUE:PEG4000 1:4 Acetona: Alcool

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Tabela 6 - Formulagdes contendo quercetina com carreador HPMC em suas
proporcdes, preparada na mistura de solvente Agua/Alcool (1:4) para 250 mL

Mistura com HPMC Proporgcao Mistura de Solventes
QUE:HPMC 1:1 Agua: Alcool
QUE:HPMC 1:2 Agua: Alcool
QUE:HPMC 1:4 Agua: Alcool

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Tabela 7 - Formulagdes contendo quercetina com carreador HPMC em suas

proporcdes, preparada na mistura de solvente Acetona/Alcool (1:4) para 250 mL

Mistura com HPMC Proporgao Mistura de Solventes
QUE:HPMC 1:1 Acetona: Alcool
QUE:HPMC 1:2 Acetona: Alcool
QUE:HPMC 1:4 Acetona: Alcool

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Tabela 8 - Formulagdes contendo quercetina com carreador Pluronic® F127 em

suas proporcdes, preparada na mistura de solvente Agua/Alcool (1:4) para 250 mL

Mistura com Pluronic F127 Proporgao Mistura de Solventes
QUE:Pluronic® F127 1:1 Agua:Alcool
QUE:Pluronic® F127 1:2 Agua:Alcool
QUE:Pluronic® F127 1:4 Agua:Alcool

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Tabela 9 - Formulagdes contendo Quercetina com carreador Pluronic® F127 em

suas proporcdes, preparada na mistura de solvente Acetona/Alcool (1:4) para 250

mL
Mistura com Pluronic F127 Proporgao Mistura de Solventes
QUE:Pluronic® F127 1:1 Acetona:Alcool
QUE:Pluronic® F127 1:2 Acetona:Alcool
QUE:Pluronic® F127 1:4 Acetona:Alcool

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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4.4 ANALISE POR DIFRATOMETRO DE RAIOS X

As amostras e as matérias-primas foram adicionadas a um porta-amostra e
analisadas a temperatura ambiente nos angulos (28) de 3° a 50° com passo de 0,02°
em tempo de 1 segundo utilizando um difratdmetro Bruker D8 Advance DaVinci
(figura 21), com tubo de cobre (Ka =1,54056 A), filtro de Ni, detector Lynxeye e
geometria de Bragg-Brentano. A fenda de incidéncia utilizada em todas as medidas
foi a de 0,6 mm. A tens&o aplicada foi de 40 kV e a corrente de 40 mA.

Este estudo foi realizado em parceria com a Profa. Dra. Renata Diniz do
Departamento de Quimica da UFJF, usando as instalagbes multiusuarias do

Laboratorio do Grupo de Cristalografia de Pequenas Moléculas (GPMOL).

Figura 21 - Difratbmetro de raios- X modelo Bruker D8 Advance DaVinci

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

45 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Foram feitas pastilhas misturando 300 mg de brometo de potassio (KBr) de
grau espectroscopico junto a 3 mg de amostra (figura 22a). A mistura foi realizada
em um almofariz de agata a fim de tornar a pastilha homogénea (Figura 22b) e,
utilizando uma prensa hidraulica ATLAS™ da SPECAC 25T (Figura 22c) foi
compactada a uma pressao de 10 Kgf.cm‘2 durante 3 minutos. O procedimento para

a obtengao das pastilhas resulta na formag¢ao de um disco com 13 mm de diametro e



48

aproximadamente 2 mm de espessura (Figura 23a). O KBr utilizado foi colocado em
uma mufla a 500 °C durante 6 horas e foi mantido em uma estufa a 120 °C devido a
sua higroscopicidade. Por meio do uso de um suporte proprio para a realizagdo de
medidas de transmissdo utilizando as pastilhas, foram obtidos os espectros de
transmitancia (figura 23b). Os espectros de cada amostra foram registrados em um
espectrometro VERTEX 70 da BRUKER na faixa de 4000 a 400 cm” com resolugao
de 4 cm™ e 72 scans por amostra (Figura 23c).

Este estudo foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Virgilio de Carvalho dos
Anjos do Laboratério de Espectroscopia de Materiais (LEM) do Departamento de
Fisica da UFJF.

Figura 22 — Etapas do procedimento para produgao das pastilhas dos carreadores
em KBr. (a) balanga, pastilhador e almofariz de agata. (b) mistura sendo realizada
em um almofariz de agata. (c) prensa hidraulica ATLAS™ da SPECAC 25T

Pastilhador § s

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Figura 23 — Etapas para obtengao do espectro de infravermelho.
(a) Pastilhas em KBr contendo a amostra; (b) suporte fixador da pastilha; (c)
espectrometro de infravermelho

(a) (b}
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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4.6 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE RAMAN

Os espectros Raman foram obtidos através do espectrémetro T64000 da
Horiba Jobin Yvon (figura 24a) na configuragcdo de retroespalhamento
(backscattering), resolugdo espectral de 1 cm™, equipado com um detector de
carga acoplada (CCD, do inglés, Charge Coupled Device) e um microscopio
confocal Olympus modelo BX41 (figura 24b). Foi utilizada uma objetiva de 50X/0.75.
Para a obtencdo dos espectros foi utilizado o laser de argbnio sintonizavel modelo
543-AP-0 da CVI Melles Griot, com sistema de refrigeragdo a ar. O comprimento de
onda escolhido para realizar a medida foi 514,5 nm e poténcia utilizada 0,50 - 2,30
mW. O tempo de exposi¢do, numero de médias, e fendas utilizadas para a
quercetina pura foram de 5-30s, 5-10 e 100um, para o PEG 4000, 30-60s, 3-5 e
300um e para o Pluronic® F127, 100-180s, 3-5 e 200um respectivamente. Para as
demais amostras foram utilizados 5-30s, 10-20 e 100uym. Em todos os espectros
foram realizados correcdo de linha de base, suavizacdo e normalizacdo. Essas
ferramentas matematicas foram empregadas no proprio software do equipamento
chamado LabSpec.

Este estudo foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Virgilio de Carvalho dos
Anjos do Laboratério de Espectroscopia de Materiais (LEM) do Departamento de
Fisica da UFJF.

Figura 24 — Plataforma para obtencao dos espectros de Raman. (a) Equipamento
Raman T64000 da Horiba Jobin Yvon e (b) microscopio confocal Olympus modelo

(b)
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4.7 ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE SOLIDOS

Os experimentos de RMN de 13C no estado sélido foram realizados em um
espectrometro Bruker Avance |Il HD 300 (7.04 T) (figura 25), operado a uma
frequéncia de Larmor de 75,00 MHz. As analises foram executadas em uma sonda

MAS, em rotores de ZrO, (e tampas de Kel-F) de 4 mm. Os espectros foram obtidos

numa frequéncia de giro de 10000 Hz, com tempo de relaxacéo de 3,5 s e um pulso
de 90° de 2,0 ms utilizando giro-ao-angulo magico, e polarizagdo cruzada. Os
deslocamentos quimicos foram padronizados de forma indireta através de uma
amostra de glicina, com sinal referente a carbonila em 176,00 ppm em relagédo ao
TMS que é o padrao primario.

Este estudo foi realizado em parceria com o Prof. Dr. Alexandre Amaral Leitdo
e Dr. Gustavo Senra Gongalves de Carvalho (P6s-Doutorando) do Departamento de
Quimica da UFJF, usando equipamentos do Laboratério do Grupo de Fisico-
Quimica de Sdlidos e Interface.

Figura 25 — Espectrometro Bruker Avande Il HD 300

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise por difragao de Raios X

A difragcdo de raios X tem sido utilizada na caracterizagao fisico-quimica de
farmacos para avaliar a sua cristalinidade ou seu estado amorfo (BYARD et al.,
2005). Entre as principais diferengas nas propriedades farmacéuticas de farmacos
no estado cristalino ou amorfo, incluem a solubilidade e a taxa de dissolugdo que
afetam a biodisponibilidade (DINUNZIO et al., 2008). Substancias no estado amorfo
possuem maior solubilidade e dissolucdo, o que promove uma melhor
biodisponibilidade no organismo (BYARD et al., 2005).

Neste estudo, os resultados da difragdo de raios-X foram comparados com
dados de amostras comerciais de quercetina (Quercetina, QPA, QPGa, QPGb e
QPGc) que foram citados na tabela 10 (SAHOO et al.,2010; BORGHETTI et al.,
2006). Nesta Tabela, os valores dos angulos de espalhamento dos principais picos
da difracdo de raios-X da quercetina padrao foram detectados entre 6,3 e 27,3 26°.
Baseado nesses valores, a quercetina padrao apresentou um perfil de estado
cristalino diferente das amostras comerciais (SAHOO et al.,2010; BORGHETTI et al.,

2006).
Tabela 10 - Angulo de espalhamento de raios-X (26) dos principais picos da
quercetina

Quercetina Quercetina QPA QPGa QPGb QPGc

Padrao (°) (°) (°)° (°)° (°)° (°)°
6,3 5,54 - - - 4,54
9,5 - - - -
10,9 10,22 10,75 10,73 -
12,5 11,82 12,43 12,41 - -
12,9 - - - 13,51 13,07
14,1 14,18 - - 14,11 -
17,0 - - - - -
22,0 22,16 - - - -
26,6 - - - 26,52 26,04
27,3 27,48 27,38 27,38 - -

®SAHOO et al., 2010; "BORGHETTI et al., 2006.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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As figuras 26 a 43 mostram os perfis de difragdo de raios X da quercetina
padrao, carreadores, misturas fisicas e dispersbes solidas em solventes. Para efeito
de comparacdo com as dispersdes solidas, os perfis da quercetina padrao,
carreadores e misturas fisicas foram mantidos nestas figuras.

Considerando o PEG 4000, o perfil dos difratogramas demonstrou reflexdes
de 13,7°, 19,2° e 23,4° em 20 para este carreador (figuras 26 a 31). Este resultado
esta de acordo com a literatura, pois, além de picos com menores intensidades, as
principais reflexdes do PEG 4000 sdo bem caracteristicas em 19° e 23° com
aproximadamente 20 (CORRIGAN; HEALY; CORRIGAN, 2002; LIN; CHAM, 1995;
MARTINEZ-OHARRIZ et al.,1999; PERISSUTTI et al., 2003).

O difratograma da mistura fisica composta pela quercetina e carreador mostra
0 aparecimento dos principais picos da quercetina e do PEG 4000 (Figuras 26 a 31).
No difratograma da dispersao sélida, os picos caracteristicos da quercetina e do
carreador também foram reproduzidos. Isto representa uma auséncia de
amorfizagdo na DS. Como exemplo, aparentemente em 27,3° houve um aumento na
intensidade do pico da quercetina quando comparado com a quercetina padrao
(figura 26). A ocorréncia deste evento pode ser devido a orientagdo preferencial
durante a preparagdo da amostra (1:1) com agua/alcool (1:4), tornando-a mais
cristalina e auséncia de amorfizagao da quercetina. Este fenébmeno é encontrado em
estudos de difracdo de raios-x por policristais, particularmente de sodlidos
farmacéuticos (HU et al., 2013; SETYAWAN et al., 2014).

Figura 26 - Difratogramas da quercetina, PEG 4000, mistura fisica quercetina/PEG
4000 e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:1) obtida em agua/alcool (1:4)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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A analise da figura 27 mostra uma pequena diminuicdo e alteragdo nas
reflexdes da disperséo sélida quando comparado com a quercetina padrao. Porém,
mesmo com estas alteracdes, ndo se pode afirmar a amorfizagcado desta substancia,
pois 0s picos caracteristicos da forma cristalina foram preservados para a propor¢ao
1:2 ( quercetina/PEG 4000).

Figura 27 - Difratogramas da quercetina, PEG 4000, mistura fisica quercetina/PEG
4000 e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:2) obtida em agua/alcool (1:4)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Quando utilizada a propor¢dao 1:4 (quercetina/PEG 4000) obtida em
agual/alcool (1:4), a diminuicdo dos principais sinais de espalhamento de raios-x da
quercetina foi detectada (figura 28). No entanto, o diafratograma nao mostrou
caracteristicas de amorfizacdo desta substéncia, pois os picos que sinalizam o

estado cristalino deste flavonoide foram mantidos.
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Figura 28 - Difratogramas da quercetina, PEG 4000, mistura fisica quercetina/PEG
4000 e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:4) obtida em agua/alcool (1:4)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

As dispersdes de quercetina e PEG 4000 (1:1, 1:2 e 1:4) obtidas em

acetona/alcool (1:4) produziram as principais reflexdes da quercetina padrao,

indicando que as caracteristicas da forma cristalina foram preservadas (figuras 29 a

31). No entanto, foram observados novos picos nas posi¢coes 8,99°, 9,85°, 24,75°,

26,06°, 26,86°, 27,94° e 28,62° em 20. Estes picos tém sido relacionados a

interacdes entre materiais com mudanca estrutural e sdo comumente detectados por
difracéo de raios-x (ZAINI et al., 2010; SETYAWAN et al., 2014).

Figura 29 - Difratogramas da quercetina, PEG 4000, mistura fisica quercetina/PEG
4000 e dispersao sélida de quercetina/PEG 4000 (1:1) obtida em acetona/alcool
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Na figura 30 para a proporgédo 1:2 (quercetina/PEG 4000) obtida em
acetona/alcool (1:4), pode-se observar a diminuigdo de picos caracteristicos da
quercetina na dispersao sélida. No entanto, ocorreu a formacao de novos picos nas
posicoes 13,20°, 26,14°, 27,10° e 28,02° em 20, sugerindo possiveis interacoes
entre os constituintes da preparacao. As estruturas caracteristicas do PEG 4000

mantiveram as mesmas do padrao cristalino e os picos foram preservados.

Figura 30 - Difratogramas da quercetina, PEG 4000, mistura fisica quercetina/PEG
4000 e dispersao sélida de quercetina/PEG 4000 (1:2) obtida em acetona/alcool
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Com base na figura 31, verifica-se que os principais sinais da quercetina da
dispersdo sdlida foram diminuidos. Nesta amostra, surgiram novos picos nas
posicoes 26,16°, 26,88°, 27,84°, 32,58°, 36,29 e 39,74° em 20 sugestivos de
interagbes entre os componentes sélidos. Além disso, a analise do PEG 4000
indicou que o produto formado tem as mesmas caracteristicas estruturais da mistura
fisica, ndao ocorrendo a amorfizacdo do flavonoide para a proporgdao 1:4

(quercetina/PEG 4000) obtida em acetona/alcool (1:4).
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Figura 31 - Difratogramas da quercetina, PEG 4000, mistura fisica quercetina/PEG
4000 e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:4) obtida em acetona/alcool
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para realizar a proxima etapa deste experimento, a Hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC) foi utilizada como carreador da quercetina em trés diferentes proporgcoes
(1:1, 1:2 e 1:4) na solugao agua/alcool (figuras de 32 a 34). Os principais picos da
quercetina foram em 6,3°, 9,5°, 10,9°, 12,5°, 12,9°, 14,1°, 17,0°, 22,0°, 26,6° e 27,3°
em 20, enquanto a HPMC apresentou um padrao de difragdo totalmente difuso,
evidenciando sua natureza amorfa (BUSCHLE-DILLER; ZERONIAN, 1992; SASSI;
CHANZY, 1995). Quando séo introduzidos substituintes na celulose, por exemplo,
grupos metoxila ou hidroxipropila, ocorrem um desarranjo das regides cristalinas
presentes na estrutura do HPMC fazendo com que diminua a probabilidade de
arranjo de uma cadeia sobre a outra para a formacido de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

De acordo com a figura 32, a mistura fisica de quercetina e HPMC na
proporgao (1:1), manteve os picos principais da quercetina, enquanto a dispersao
solida apresentou sobreposicdo dos sinais desta substadncia quando comparada
isoladamente. Isto significa que a HPMC néo foi capaz de alterar a cristalinidade da
quercetina, ndo havendo amorfizagdo desta. No entanto, & perceptivel que

ocorreram diminuicdo e mudangas na intensidade dos sinais do flavonoide.
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Figura 32 - Difratogramas da quercetina, HPMC, mistura fisica quercetina/HPMC e
dispersao solida de quercetina/HPMC (1:1) obtida em agua/alcool (1:4)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Picos caracteristicos da quercetina na forma cristalina nas posi¢coes 6,35°,
10,93° e 12,59° em 20 foram observados na dispersao sélida (1:2) em agua/alcool
(1:4) (figura 33). Houve também a diminuicdo de alguns picos, principalmente nas
posicoes de 26,49° e 27,37° em 26. Sendo assim, pode-se sugerir que houve uma

amorfizacdo parcial da quercetina na dispersao solida.

Figura 33 - Difratogramas da quercetina, HPMC, mistura fisica quercetina/HPMC e
disperséao solida de quercetina/HPMC (1:2) obtida em agua/alcool (1:4)

I
pof vy i
U . CO Y . S .o
/\
a | / \\_\A. —
. S i
)]
o
[0
el '
g | M Mistura Fisica Quercetina/HPMC
8 | sl g ot MBS FkaGerstnalipc |
|
|
A gy B Quercetina/HPMC 1:2 Agua/Alcool
T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

20

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A diminuigdo dos picos da quercetina foi observada na dispersao solida (1:4)
obtida em agua/alcool (1:4), produzindo picos nas posi¢des 10,89° e 12,48° em 20

que foram caracteristica desta substancia (Figura 34). Apesar da preseng¢a de uma
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fase amorfa dos polimeros coexistindo com a fase cristalina, este dado ainda n&o
sugere a n&o ocorréncia de nova estrutura, apesar da redu¢gdo no numero de picos
de difracdo e diminuigdo da sua intensidade. Isto significa que existiu uma
amorfizacdo parcial da quercetina que foi mais eficaz na dispersao atual do que

naquela obtida anteriormente na proporg¢ao de 1:2 em agua/alcool (1:4).

Figura 34 - Difratogramas da quercetina, HPMC, mistura fisica quercetina/HPMC e
dispersao solida de quercetina/HPMC (1:4) obtida em agua/alcool (1:4)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A dispersdo quercetina/HPMC (1:1) em acetona/alcool (1:4) produziu picos
caracteristicos da quercetina nas posicdes 9,42°, 9,97°, 10,36°, 13,51°, e 28,19° em
206 com alargamento de picos, sugerindo uma perda parcial de cristalinidade desta
substéancia (Figura 35). Esse resultado indicou que a amorfizagao foi parcial, porém
em menor intensidade quando comparada com a dispersdo (1:4) obtida em

agualalcool (1:4).
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Figura 35 - Difratogramas da quercetina, HPMC, mistura fisica quercetina/HPMC e
dispersao solida de quercetina/HPMC (1:1) obtida em acetona/alcool (1:4)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Considerando a figura 36, foi observada que a dispersao quercetina/HPMC
(1:2) obtida com acetona/alcool (1:4) promoveu uma diminuigdo dos principais picos
da quercetina. No entanto, os sinais nas posi¢des 9,38°, 13,29°, 25,26°, 26,45° em
20 foram preservados e novos picos surgiram em 10,09° e 28,22°. Observou-se
também que houve um pequeno deslocamento dos picos largos do carreador HPMC
que pode ser devido a modificagdes no arranjo deste. Mesmo com a diminui¢cdo da
intensidade, do aparecimento de novos picos e do deslocamento de picos do HPMC,
a difracado dos principais sinais da quercetina padrao foi mantida. Esse dado indicou
que a amorfizagdo ocorreu de forma parcial e em menor magnitude do que a
dispersdo quercetina/HPMC (1:4) obtida com agua/alcool e semelhante aquela

dispersao (1:1) em acetonal/alcool.
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Figura 36 - Difratogramas da quercetina, HPMC, mistura fisica quercetina/HPMC e
dispersao solida de quercetina/HPMC (1:2) obtida em acetona/alcool (1:4)
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O difratograma da dispersdo solida de quercetina/HPMC (1:4) obtida em
acetona/alcool (1:4) mostrou um completo desaparecimento dos picos
caracteristicos da cristalinidade da quercetina (f

igura 37). Esse dado demonstrou que o HPMC da disperséo foi capaz de

produzir alteragbes na estrutura cristalina da quercetina, produzindo amorfizagao

deste flavonoide.

Figura 37 - Difratogramas da quercetina, HPMC, mistura fisica quercetina/HPMC e
dispersao solida de quercetina/HPMC (1:4) obtida em acetona/alcool (1:4)
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As interacdes polimero-farmaco podem ser principalmente o resultado da
formacao de ligagbes de hidrogénio e/ou interagdes hidrofébicas. HPMC, por
exemplo, é eficaz na inibicdo de nucleagdo de farmacos com aceptores de ligagao
de hidrogénio em um modo dependente da concentragado (MILLER et al., 2008; GAO
et al., 2009; BEVERNAGE et al., 2011). Esta capacidade de adiar a nucleagao pode
ser devido as ligagdes de hidrogénio entre as moléculas do farmaco (neste caso, a
quercetina) e polimeros, pois ndo s6 aumenta a ativagdo da energia de nucleagao
como também reduz o crescimento de cristais (BALANI et al., 2010; XIE et al., 2010).

A difracao de raio X foi também usado na analise da quercetina dispersa em
Pluronic® F127 nas propor¢des de 1:1, 1:2 e 1:4 em mistura de solventes (figuras 38
a 43). Cavalcante e colaboradores (2007) mostraram que os picos caracteristicos do
Pluronic® F127 aparecem nas posicoes 19,2° e 23,5° em 20, que estdo de acordo
com os picos obtidos nesta analise. A dispersao sélida de quercetina/pluronic® F127
(1:1) obtida e agua/alcool (1:4) produziu os picos da forma cristalina da quercetina
com diminuicdo de alguns sinais e dos picos principais do carreador (figura 38).
Além disso, esta preparacdo manteve a cristanilidade da quercetina, sendo
observada pela permanéncia de seus picos nos angulos de espalhamento em 26
iguais a 10,97°, 12,7° e 27,64°. Foi também detectado que ocorreu uma redugao da
intensidade dos picos da quercetina na mistura fisica quercetina/ pluronic® F127.

Isto demonstra que o pluronic® F127 pode estar associado com essas alteragdes.

Figura 38 - Difratogramas da quercetina, pluronic® F127, mistura fisica
quercetina/pluronic® F127 e dispersao solida de quercetina/pluronic® F127 (1:1)
obtida em agua/alcool (1:4)
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O difratograma da dispersdo de quercetina/pluronic® F127 (1:2) obtida em
agua/alcool (1:4) mostrou que houve uma diminuigdo dos picos da quercetina na
forma cristalina (figura 39). No entanto, ndo houve amorfizacdo desta substancia,
pois 0s picos nas posi¢gdes 10,99°, 12,59°, 26,55° e 27,43 em 20, que sao

caracteristicos da forma cristalina, foram mantidos.

Figura 39 - Difratogramas da quercetina, pluronic® F127, mistura fisica
quercetina/pluronic® F127 e dispersao soélida de quercetina/pluronic®
F127 (1:2) obtida em agua/alcool (1:4)
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Apos analises dos difratogramas da figura 40, verificou que houve uma
diminuicdo de picos da quercetina na mistura fisica e na dispersao de proporgao
(1:4) quercetina/pluronic® F127 quando comparados com a quercetina padrao. No
entanto, ndao houve indicios de amorfizacdo e a forma cristalina foi mantida.

Também, foram detectados picos nas posi¢des 10,93°, 12,63° e 27,43° em 26.
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Figura 40 - Difratogramas da quercetina, pluronic® F127, mistura fisica
quercetina/pluronic® F127 e dispersao sélida de quercetina/pluronic® F127 (1:4)
obtida em agua/alcool (1:4)
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A analise da dispersao solida de quercetina/pluronic® F127 (1:1) obtida em

acetonal/alcool (1:4) demonstrou que os picos referentes a quercetina estéo

associados com a sua forma cristalina, entretanto, estdo mais alargados quando

comparado a dispersao obtida em agua/alcool (figura 41). Os picos caracteristicos
estao localizados nas posi¢coes 10,83°, 12,44°, 13,30°, 26,10°, 27,43° e 27,96° em

20. E importante destacar que, mesmo com alteragdes citadas, ndo ha evidéncias

claras da amorfizagdo completa da quercetina.

Figura 41 - Difratogramas da quercetina, pluronic F127, mistura fisica
quercetina/pluronic F127 e disperséao sélida de quercetina/pluronic F127 (1:1) obtida
em acetona/alcool (1:4)
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O difratograma da dispersao sélida de quercetina/pluronic® F127 (1:2) obtida
em acetona/alcool (1:4) mostrou que houve uma redugao da intensidade dos picos
da quercetina (figura 42). A presencga de picos nas posigdes 12,63°, 13,28°, 26,23° e
28,13 em 20 caracteriza a forma cristalina da quercetina. Neste sentido, sugere-se

que nao houve a amorfizagao total desta substancia.

Figura 42 - Difratogramas da quercetina, pluronic® F127, mistura fisica
quercetina/pluronic® F127 e dispersao solida de quercetina/pluronic® F127 (1:2)
obtida em acetona/alcool (1:2)
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Com base nos difratogramas da figura 43, a dispersdo solida de
quercetina/pluronic® F127 (1:4) obtida com acetonal/alcool (1:4) produziu
caracteristicas semelhantes daquelas observadas na figura 39. Houve reducgéo da
intensidade de alguns picos da quercetina e presenga de picos cristalinos nas
posigdes 12,67°, 13,30°, 26,23° e 28,13° em 260. Dessa forma, pode-se sugerir

auséncia de amorfizacao total da quercetina.
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Figura 43 - Difratogramas da quercetina, pluronic® F127, mistura fisica
quercetina/pluronic® F127 e dispersao sélida de quercetina/pluronic® F127 (1:4)
obtida em acetona/alcool (1:4)
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Considerando os resultados destacados da técnica de difracdo de raios X, foi

verificado que, dentre as preparagdes analisadas, a dispersdao quercetina/HPMC

(1:4) obtida em acetona/alcool (1:4) apresentou amorfizagao total da quercetina sem

indicios de cristalinidade deste flavonoide. Portanto, esta preparacdo possui as

caracteristicas de solubilidade que poderao ser importantes para uma maior

biodisponibilidade da quercetina em meios bioldgicos.
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5.2 Analise por espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia no infravermelho (IV) fornece evidéncias da presencga de
grupos funcionais na estrutura organica devido a interagdo entre os atomos de uma
molécula com a radiacdo eletromagnética em um processo de vibragdo molecular,
uma vez que as ligagdes covalentes estdo em constantes movimentos axiais e
angulares (SILVERSTEIN et al., 1998; STUART, 2004). Isto significa que a radiagao
no IV faz com que atomos e grupos de atomos de substancias organicas vibrem com
amplitude aumentada ao redor das ligagdes covalentes. Este processo € quantizado,
porém o espectro vibracional costuma aparecer como uma serie de bandas, pois a
cada mudanga de nivel de energia vibracional corresponde uma série de alteracoes
de niveis de energia rotacional e, dessa forma, as linhas se sobrepbéem dando
origem as bandas observadas no espectro. As posi¢ées das bandas no espectro
podem ser apresentadas em numero de ondas, utilizando a unidade centimetro
inverso (4000 - 400 cm™) ou em micrémetros (2,5 - 16 um) (SILVERSTEIN et al.,
1998; STUART, 2004). Neste trabalho, a espectroscopia de IV foi utilizada para
identificar grupos funcionais dos constituintes e detectar o surgimento de interacdes
e formas amorfas da quercetina em dispersdes solidas. Para isto, foram obtidos
espectros de infravermelho da quercetina padrao, carreadores, misturas fisicas e
dispersdes solidas na regiao de 4000 a 400 cm™. Os espectros de IV dos produtos
analisados foram mostrados nas figuras 44 a 61. Os numeros de onda e as
atribuicbes vibracionais da quercetina e PEG 4000 obtidos das analises dos
espectros de infravermelho foram apresentados na Tabela 11.

Na Tabela 11, foi detectada uma banda em 3400 cm™ que pode evidenciar a
vibragdo de grupo —OH ligado a uma estrutura fendlica. A deformacao axial entre
3600—3200 cm™', com bandas fortes sugere o modo vibracional de um grupo —OH
ligado ao anel aromatico, o que & esperado para este flavonoide que contém dois
anéis benzénicos em sua estrutura (SILVERSTEIN et al., 1998; STUART, 2004).

Uma banda em 1660 cm™ do espectro da quercetina foi identificada como
carbonila deslocada por formagdes de ligagbes de hidrogénio intramoleculares,
enquanto a banda em 1612 cm™ indica uma ligacdo dupla em anel aromatico.
Silverstein e colaboradores (1998) descreveram que estiramentos entre 1850-1650
cm” devem fornecer a presenca de grupo carbonila de diversas substancias e em

1600-1650 cm™' ¢ identificada como ligacdo dupla de substancias aromaticas.
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Deformacdes axiais em 1325 e 1000 cm™' do espectro IV da quercetina foram
atribuidas a vibragdes C-O e O-H fendlicas e deformagdes axiais assimétricas foram
encontradas em 1170 cm™ identificas como C-O-C (tabela 11). Além disso, nesta
tabela, bandas em 923-600 cm™' foram caracterizadas como deformagées axiais fora
do plano aromatico. A deformacao angular fora do plano, detectada em 800 cm™, foi
atribuida ao C-H aromatico di-O-substituido. Como descrito por Silverstein e
colaboradores (1998) e Stuart (2004), regido de estiramento entre 1200—1000 cm’
indica a presenca da ligagdo —C—O- de éteres, enquanto regido de absorgéo de
nucleos aromaticos, entre 900-650 cm™, com bandas fortes indica a presenca da
vibragdo angular fora do plano de C—H de aromaticos. Na regido de 700-690 cm™,
aparecem as bandas de absor¢cdo de —CH angular fora do plano e mostram
informagdes a respeito da posicdo dos substituintes no anel (SILVERSTEIN et al.,
1998; STUART, 2004).

A espectroscopia de infravermelho tem sido extensivamente utilizada em
ambas as analises farmacéutica qualitativa e quantitativa. Esta técnica é importante
para a avaliacdo das matérias-primas usadas na producao, os ingredientes ativos e
os excipientes (STUART, 2010). Portanto, os resultados apresentados produziram
informacdes relevantes para obtencdo de preparagdes farmacéuticas mais
apropriadas para o uso oral, destacando a amorfizacdo da quercetina. A presenca
do estado amorfo da quercetina pode conduzir para uma resposta terapéutica mais
satisfatoria, pois garante uma maior biodisponibilidade da substancia no organismo.

Considerando a analise do espectro IV da quercetina, atribuigdes vibracionais
das bandas identificadas foram semelhantes daquelas descritas por Gottlieb (1975)
e Heneczkowski e colaboradores (2001).

O PEG 4000 apresentou as seguintes caracteristicas no espectro de [V:
ligagdo intra ou intermolecular em 3463 cm™ foi atribuida a grupo hidroxila (-OH);
deformacao axial assimétrica e simétrica em 2881 e 838 cm™ correspondendo a C-H
de estrutura alifatica; deformacdo angular simétrica do plano em 1470 cm™
envolvendo C-H alifatica; acoplamento entre deformagéo angular no plano em 1348
cm’’ foi associada & —OH; deformagao angular simétrica fora do plano em 1282 cm™1
foi atribuida a C-H alifatico; deformagao axial assimétrica em 1242 cm™ foi
relacionada a C-O-C de éter; e deformagdo axial assimétrica em 1103 cm™ foi
identificada como C-C-O (tabela 11). Essas atribuigbes vibracionais dos

grupamentos funcionais da molécula estdo de acordo com Silverstein e



68

colaboradores (1998) e Stuart (2004) e foram semelhantes as estabelecidas por
Lima (2006).

Tabela 11 - Numeros de onda e atribuicbes vibracionais da quercetina e PEG 4000
obtidos das analises dos espectros de infravermelho e literatura

Numeros de onda (cm™) e atribuigdes vibracionais

Quercetina Literatura® Atribuicoes PEG 4000 Literatura® Atribuigcoes
(cm'1) (cm'1) vibracionais (cm'1) (cm'1) vibracionais
3400 3450-3350 Deformagao axial da - 3700-3200 Deformacgao axial O-H

O-H ligada ao C,
- 3350-3250 Deformagao axial da - 3600 Quando a O-H esta
O-H ligada ao C; livre a banda é mais
aguda
- 3000-2500 Deformacéo axial da 3463 3400 Quando a O-H esta
O-H ligada ao Cs sofrendo ligacao intra
ou intermolecular
1660 1660 Carbonila deslocada 2881 e 838 2945 e 885 Deformagdes axial
por formagdes de assimétrica e
ligagbes de simétrica de C-H de
hidrogénio estrutura alifatica
intramoleculares
1612 1615 ¢ Ligacao dupla de 1470 1468 Deformacao angular
1200 fenila simétrica do plano C-
H alifatico
1325 e 1000 1280 e Deformacgdes axiais 1348 1420 Acoplamento entre
1000 de C-O; O-H deformagéao angular
fendlicos no plano O-H
1170 1150-1085  Deformacgdes axiais 1282 1330 Deformacgao angular
assimeétrica de C-O- simétrica fora do
C plano C-H alifatico
923-600 900 - 675 Deformacao axial 1242 1147 Deformacao axial
fora do plano assimétrica C-O-C de
aromatico éter
800 770 Deformacgao angular 1103 1060 Deformacao axial
fora do plano C-H assimétrica C-C-O
aromatico di-o-
substituido

3(GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI; SOLOMON, 1997; RUCKER; NEUGEBAUER;
WILLEMS, 1998; SILVERSTEIN et al., 1998; PRALAHAD; RAJENDRAKUMAR, 2004);
°(LIMA, 2006).
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Através da analise dos resultados obtidos da quercetina e do PEG 4000
encontrados nas figuras 44 a 46 e comparados com os valores obtidos na literatura
(tabela 11), foi observado tanto para a mistura fisica quanto para as dispersodes
solidas de quercetina/PEG 4000 (1:1), quercetina/PEG4000 (1:2) e
quercetina/PEG4000 (1:4) obtidas na mistura de solventes agua/alcool (1:4)
mantiveram as bandas principais da quercetina com auséncia de deslocamento,
sugerindo que ndo houve interacdo quimica entre os constituintes, bem como

indicios de amorfizacdo demonstrando que os resultados de raios-x estao
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corroborando com os obtidos no infravermelho para estas preparagdes. O que pode
também observados sdo as diminui¢gdes das intensidades das bandas de quercetina
e 0 aumento das bandas caracteristicas do carreador o que é explicado pela

diminuicao da concentragao do polifenol e aumento da concentracdo do PEG4000 .

Figura 44 - Espectros de IV da quercetina (A), PEG 4000 (B), mistura fisica
quercetina/PEG 4000 (C) e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:1) obtida
em agual/alcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 45 - Espectros de IV da quercetina (A), PEG 4000 (B), mistura fisica
quercetina/PEG 4000 (C) e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:2) obtida
em agual/alcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Figura 46 - Espectros de IV da quercetina (A), PEG 4000 (B), mistura fisica
quercetina/PEG 4000 (C) e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:4) obtida
em agual/alcool (1:4) (D)
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As dispersdes sélidas de quercetina/PEG 4000 (1:1), quercetina/PEG4000
(1:2) e quercetina/PEG4000 (1:4) obtidas na mistura de solvente acetona/alcool (1:4)
produziram bandas caracteristicas da quercetina com uma diminuicdo na
intensidade da banda em 3400 cm™, sugerindo uma possivel interagdo entre as
ligacbes O-H do desta substancia e o carreador em todas as proporc¢des (figuras 47,
48 e 49). Entretanto, ndo houve deslocamento de bandas e esta interagdo nao foi
capaz de amorfizar a quercetina, confirmando os resultados de difragao de raios-X e

Raman.

Figura 47 - Espectros de IV da quercetina (A), PEG 4000 (B), mistura fisica
quercetina/PEG 4000 (C) e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:1) obtida
em acetona/alcool (1:4) (D)

(A)
_ (B)
|_

é
o

Q
o
S (C)
E
vy
-

A
|—
(D)
) 4 I L ! L 1 2 ! > I X I " 1 !
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Wavenumber cm’™
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.



72

Figura 48 - Espectros de IV da quercetina (A), PEG 4000 (B), mistura fisica
quercetina/PEG 4000 (C) e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:2) obtida
em acetona/alcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Figura 49 - Espectros de IV da quercetina (A), PEG 4000 (B), mistura fisica
quercetina/PEG 4000 (C) e dispersao solida de quercetina/PEG 4000 (1:4) obtida
em acetona/alcool (1:4) (D)

(A)

hw‘kdxiqﬂhtyhnffbuwﬁ[f‘\\"ﬁ-M\H\\“‘\,\\r—\\\\__//f-““‘n_hjfiiﬁ__

(D)

Transmitancia (%T)

T T T T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

-1
Wavenumber cm

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A analise do espectro de IV da quercetina foi descrita anteriormente. De

acordo com a Tabela 12, o espectro de HPMC apresentou as seguintes bandas
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caracteristicas: estiramento em 3480 cm™ atribuido as ligagdes de O-H, estiramento
em 2940 cm™ associado a C-H alifatico e estiramento em 1076 cm™ envolvido com
C-O-C de éteres. Perfis de espectros semelhantes tém sido descritos na literatura
(SILVERSTAIN et al., 2000; PAVIA, et al.,, 2010). O HPMC, por ser um material
amorfo, observou-se que seus picos foram muito alargados quando comparados

com outros carreadores na forma cristalina.

Tabela 12 - Numeros de onda e atribuigdes vibracionais da quercetina e HPMC
obtidos das analises dos espectros de infravermelho e literatura

Numeros de onda (cm™) e atribuicdes vibracionais

Quercetina Literatura® Atribuicdes HPMC Literatura® Atribuicoes
(cm'1) (cm'1) vibracionais (cm'1) (cm'1) vibracionais
3400 3450-3350 Deformacgao axial da 3480 3500-3200  Estiramento das

O-H ligada ao C,4 ligagbes O-H
3350-3250 Deformacao axial da 2940 3000-2800 Estiramento C-
O-H ligada ao C; H alifatico
3000-2500 Deformacgao axial da 1076 1150-1100 Estiramento C-
O-H ligada ao Cs O-C de éteres
1660 1660 Carbonila deslocada - - -

por formagdes de
ligacdo de hidrogénio
intramoleculares
1612 1615 e 1200 Fenila - - -

1325e 1000 1280 e 1000 Deformagdes axiais de - - -
C-0; O-H fendlicos

1170 1150-1085 Deformacgdes axiais - - -
assimétrica de C-O-C
923-600 900 - 675 Deformacao axial fora - - -
do plano aromatico
800 770 Deformacgao angular - - -

fora do plano C-H
aromatico di-o-
substituido

4(GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI; SOLOMON, 1997; RUCKER; NEUGEBAUER; WILLEMS,
1998; SILVERSTEIN e col., 1998; PRALAHAD; RAJENDRAKUMAR, 2004);
°(SILVERSTAIN et al, 2000; PAVIA, et al., 2010)
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A mistura fisica mantém as bandas caracteristicas da quercetina e a
dispersdo soélida quercetina/HPMC (1:1) produziu alteracbes em bandas, mas
manteve as caracteristicas da quercetina com redugédo na intensidade (Figura 50).
Também, ndo houve evidéncias de interacbes quimicas e/ou amorfizacdo deste

flavonoide, pois nao foi observado deslocamento das bandas.
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Figura 50 - Espectros de IV da quercetina (A), HPMC (B), mistura fisica
quercetina/HPMC (C) e disperséao solida de quercetina/HPMC 4000 (1:1) obtida em
agualalcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Na dispersdo solida quercetina/HPMC (1:2) obtida da solugdo agua/alcool
(figura 51) manteve as principais bandas de absor¢géo da quercetina e ndo produziu
deslocamento. Esse dado sugere auséncia de interagdo entre a quercetina e o
carreador (HPMC) nesta proporgao.
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Figura 51 - Espectros de IV da quercetina (A), HPMC (B), mistura fisica
quercetina/HPMC (C) e disperséao solida de quercetina/HPMC 4000 (1:2) obtida em
agualalcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A analise da figura 52 mostrou que a dispersao solida de quercetina/HPMC
(1:4) obtida em agua/alcool produziu alteracbes nas bandas de absor¢ao quando
comparada ao espectro da quercetina padrao e da mistura fisica. Percebeu-se um
aumento na intensidade do pico do carreador, possivelmente, devido a uma maior
concentragdo de HPMC na dispersdo. Portanto, € possivel afirmar que houve
interacao entre os componentes da dispersao, pois o pico referente a vibragdo 1612
cm™ que evidencia o polifenol aparentemente desapareceu. Isto pode indicar um
grau de amorfizagdo da quercetina. Além disso, para os picos do flavonoide, a
interpretacdo € mais complicada devida a sobreposicdo de sinais, mas de acordo

com as analises obtidas em raios-x, a DS ainda mantém picos da quercetina.
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Figura 52 - Espectros de IV da quercetina (A), HPMC (B), mistura fisica
quercetina/HPMC (C) e disperséao solida de quercetina/HPMC 4000 (1:4) obtida em
agualalcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A dispersao solida de quercetina/HPMC (1:1) obtida acetona/alcool produziu
espectros com bandas de absorgdo caracteristicas da quercetina (figura 53). Os
dados adquiridos sugeriram que nao houve interagdo quimica e amorfizacdo da
quercetina nesta dispersao, confirmando os resultados de difracdo de raios-x.

Figura 53 - Espectros de IV da quercetina (A), HPMC (B), mistura fisica
quercetina/HPMC (C) e disperséao solida de quercetina/HPMC 4000 (1:1) obtida em
acetona/alcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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O espectro de IV da dispersao solida de quercetina/HPMC (1:2) obtida em
acetona/alcool mostrou que as bandas caracteristicas da quercetina foram
preservadas, nao ocorrendo deslocamento destas (figura 54). Também foram
observadas algumas bandas do HPMC com menor intensidade de absorgéo. Esses
achados sao sugestivos de auséncia de interagdes quimicas entre os grupos
funcionais dos constituintes da formulagdo, bem como falta de amorfizagdo da
quercetina.

Figura 54 - Espectros de 1V da quercetina (A), HPMC (B), mistura fisica
quercetina/HPMC (C) e disperséao solida de quercetina/HPMC 4000 (1:2) obtida em
acetonalalcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A dispersao sélida de quercetina/HPMC 4000 (1:4) obtida em acetona/alcool
nao produziu de bandas de absorg¢ao caracteristicas da quercetina, 0 que sugere a
presenca de maior interagao entre a quercetina e o HPMC (figura 55). Esse dado foi
confirmado por difracdo de raios-X que demonstrou a amorfizacdo da quercetina e
por espectro de Raman que apresentou poucos picos caracteristicos deste
flavonoide. Portanto, Estes a disperséo solida de quercetina/HPMC 4000 (1:4) obtida
em acetonalalcool possui caracteristicas desejaveis para o aumento da solubilidade
da quercetina.
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Figura 55 - Espectros de IV da quercetina (A), HPMC (B), mistura fisica
quercetina/HPMC (C) e disperséao solida de quercetina/HPMC 4000 (1:4) obtida em
acetonal/alcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

De acordo com a tabela 13, pode-se observar que o espectro de IV do
Pluronic® F127 apresenta perfil semelhante aqueles citados na literatura
(OLIVEIRA, 2013). Além disso, espectro do Pluronic® F127 possui bandas
caracteristicas similares ao do polietilenoglicol 4000 (PEG 4000) como descrito
acima. As bandas caracteristicas do Pluronic® 127 mostraram grupos O-H (alcool),
C-H (carbono sp?) e C-O-C (éter) que ocorreram em 3471, 2891 e 1102 cm™,
respectivamente (tabela 12).
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Tabela 13 - Numeros de onda e atribui¢gdes vibracionais da quercetina e pluronic F17
obtidos dos espectros de infravermelho e literatura

Numeros de onda (cm™) e atribui¢des vibracionais

Quercetina Literatura® Atribuigoes Pluronic Literatura® Atribuicoes
(cm'1) (cm'1) vibracionais F127 (cm'1) (cm'1) vibracionais
3400 3450-3350 Deformagéo axial da 3471 - Pequena banda

O-H ligada ao C, referente a O-H de
alcool
3350-3250 Deformacéo axial da 2891 2889 Vibragoes de
O-H ligada ao C; alongamento C-H
3000-2500 Deformacéo axial da - 1342 Alongamento O-H
O-H ligada ao Cs
1660 1660 Carbonila deslocada 1102 1100 Vibragdes de
por formagdes de Alongamento C-O-
pontes de hidrogénio C de éter
intramoleculares
1612 1615 e Fenila - - -
1200
1325 e 1000 1280 e Deformacgdes axiais - - -
1000 de C-O; O-H
fendlicos
1170 1150-1085 Deformagdes axiais - - -
assimétrica de C-O-
C
923-600 900 - 675 Deformacgao axial - - -
fora do plano
aromatico
800 770 Deformacgao angular - - -

fora do plano C-H
aromatico di-o-
substituido

%(GOTTLIEB, 1975; NAKANISHI; SOLOMON, 1997; RUCKER; NEUGEBAUER; WILLEMS,
1998; SILVERSTEIN et al., 1998; PRALAHAD; RAJENDRAKUMAR, 2004); "OLIVEIRA,
2013
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Apos analise dos espectros de |V das dispersdes solidas quercetina/Pluronic®
F127 (1:1), quercetina/Pluronic® F127 (1:2) e quercetina/Pluronic® F127 (1:4)
obtidas na mistura de solvente agual/alcool (1:4), foram observadas as principais
bandas de absorgdo caracteristica da quercetina (figuras 56, 57 e 58). Além disso,
houve uma diminuigdo na intensidade da regido em 3400 cm™ para todas as
proporgdes, o que pode ser devida a uma interagdo entre os grupamentos O-H da
quercetina e do Pluronic®. Nao é possivel afirmar que esta interagdo promoveu um
estado amorfo da quercetina, entretanto, pode alterar as propriedades fisico-
quimicas do farmaco na matriz polimérica (BHARATE; BHARATE; BAJAJ, 2010).
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Figura 56 - Espectros de IV da quercetina (A), Pluronic® F127 (B), mistura fisica
quercetina/Pluronic® F127 (C) e dispersao solida de quercetina/Pluronic® F127 (1:1)
obtida em agua/alcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Figura 57 - Espectros de IV da quercetina (A), Pluronic® F127 (B), mistura fisica
quercetina/Pluronic® F127 (C) e dispersao sélida de quercetina/Pluronic® F127 (1:2)
obtida em agua/alcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.
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Figura 58 - Espectros de IV da quercetina (A), Pluronic® F127 (B), mistura fisica
quercetina/Pluronic® F127 (C) e dispersao solida de quercetina/Pluronic® F127 (1:4)
obtida em agua/alcool (1:4) (D)

(A)

(B}

(C)

WVV\/MWM \\\W‘H——ﬁ)_

T T T y T T T T T r T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Transmitancia (%T)

Wavenumber cm’”

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

As  dispersdes solidas de  quercetina/Pluronic®  F127  (1:1),
quercetina/Pluronic® F127 (1:2) e quercetina/Pluronic® F127 obtidas na mistura de
solvente acetona/alcool produziram espectros de IV com bandas caracteristicas da
quercetina e uma reducdo da intensidade da regido 3400 cm™ sugestiva de uma
interacdo do grupamento O-H com o carreador (figuras 59, 60 e 61). Observamos
também o aumento das bandas caracteristicas do carreador devido o aumento de
sua concentracdo. E provavel que ndo houve amorfizagdo da quercetina, pois os
resultados de difragdo de raios X e Raman ndo confirmaram este estado. E
importante destacar que as interacdes entre os constituintes da dispersao podem
promover mudancas nas propriedades fisico-quimicas da quercetina na matriz
polimérica (BHARATE; BHARATE; BAJAJ, 2010).
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Figura 59 - Espectros de IV da quercetina (A), Pluronic F127 (B), mistura fisica
quercetina/Pluronic F127 (C) e dispersao solida de quercetina/Pluronic F127 (1:1)
obtida em acetona/alcool (1:4) (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Figura 60 - Espectros de IV da quercetina (A), Pluronic F127 (B), mistura fisica
quercetina/Pluronic F127 (C) e dispersao solida de quercetina/Pluronic F127 (1:2)
obtida em acetona/alcool (1:4) (D)
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Figura 61 - Espectros de IV da quercetina (A), Pluronic F127 (B), mistura fisica
quercetina/Pluronic F127 (C) e dispersao solida de quercetina/Pluronic F127 (1:4)
obtida em acetona/alcool (1:4) (D)
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5.3 Analise por espectroscopia Raman

A Espectroscopia Raman (ER) tem sido empregada em analises
farmacéuticas e apresenta inumeras vantagens em relagio a métodos
convencionais, pois € uma técnica rapida e nao destrutiva. Permite identificar
componentes ativos farmacéuticos, assim como outras substancias presentes nas
formulagdes, sem necessidade de tratamento prévio das amostras (DE BEER et al.,
2007). Neste trabalho, ER foi utilizada para verificar a presenga ou nao de interagao
entre os carreadores e a quercetina, bem como a amorfizagdo desta em dispersoes
sélidas. Esta técnica apresenta como principal vantagem a facilidade de preparo das
amostras, a sensibilidade minima a interferéncia da agua, o detalhamento espectral
e a sensibilidade conformacional, além de detectar vibragbes de baixa frequéncia
(MANTANUS et al., 2011). As figuras 59 a 61 apresentam os espectros de Raman
quercetina, carreadores, misturas fisicas quercetina/carreador e dispersdes sélidas.

O espectro Raman da quercetina produziu bandas decorrentes da vibragao da
molécula que foram observadas entre 600 e 1600 cm™. As bandas em 600 e 1616
cm™ foram atribuidas a uma vibragdo de um anel fenila e de um grupo carbonila
(C=0), respectivamente. As frequéncias das bandas de Raman da quercetina, assim
como as citagdes da literatura, foram resumidas na tabela 14.

Através da analise dos espectros Raman mostrada da tabela 14 e figura 59,
pode-se observar que a quercetina e o PEG 4000 apresentam perfis de bandas
similares aqueles encontrados na literatura com pequenas alteragdes no numero de
onda dos eventos. Os espectros Raman das dispersdes soélidas preparadas com o
PEG 4000 apresentaram bandas similares aos espectros da mistura fisica. No
entanto, € visivel que existe alteragdo do espectro Raman nas regides 750 a
800 cm™, onde houve o aparecimento de um novo pico tanto na mistura fisica
quanto nas dispersdes sdlidas. Entre a regido de 900 a 1000 cm™, houve o
aparecimento de um pico das dispersdes quercetina/PEG 4000 (1:4) em
acetonal/alcool (1:4) e quercetina/PEG 4000 (1:4) agua/alcool (1:4). Todas as
dispersdes sélidas obtidas apresentaram novos registros nas regides entre 1130 a
1240 cm™'. Nesta analise, também ocorreram deslocamento de picos caracteristicos
da quercetina nas posicdes 737 cm™ para 722 cm™, de 1314 cm™ para 1325 cm™ e
de 1374 cm™ para 1368 cm™. Com o aparecimento de novos picos e deslocamentos

de linha fica claro que existe interacdo entre o carreador e o principio ativo, que
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aparentemente ndo € suficiente para caracterizar um estado de amorfizagao

completa como detectado claramente no difratograma de raios-x.

Tabela 14 - Numeros de onda da quercetina e PEG 4000 obtidos dos espectros de
Raman e literatura

Numeros de ondas (cm™) e atribui¢cdes vibracionais

Quercetina Literatura® Atribuicoes PEG 4000 Literatura® Atribuicdes

(cm™) (cm™) vibracionais (cm™) (cm™) vibracionais

490 - Deformacgao do anel B 231 225 Deformacgao
esqueleto

520 - Deformacgao do anel A 279 278 -

600 604 Estiramento do anel B- 363 371 -

C
737 721 Estiramento do anel 535 533 Flexao vibracional
AC C-C-O0
846 843 Estiramento do anel 582 582 -
B,C
1084 1104 Estiramento do anel 844 846 Vibracao esqueleto
A,B
1314 1328 Deformacgao do anel B 860 864 Vibracao esqueleto
1375 1371 Flexao fora do plano 1062 1060 Estiramento
C3-0OH, estiramento vibracional C-O e
01-C2, estiramento Balango vibracional
C3-C4, estiramento CH,
C4-C10

1441 1440 Estiramento C7-OH 1072 1071 -

1555 1548 Flexdo de C-C-H no 1126 1132 Estiramento
anel di-hidroxifenila + vibracional C-C e C-
reflexdo de C-O-H no O
anel benzénico.

1587 1596 Flexdo C=C nos anés 1141 1148 Estiramento C-C e
benzénico e di- balancgo vibracional
hidroxifenila CH,

1612 1609 Estiramento da ligagao 1231 1221 Torgao vibracional

C=C CH,
1650 1662 Estiramento da ligagao 1237 1229 Torgao vibracional
C=0 CH,
- - - 1280 1276 Torgao vibracional
CH,
- - - 1363 1366 Rotagao e torgao
vibracional CH,
- - - 1444 1458 Flexao vibracional
assimétrica CH,-
CH,
- - - 1470 1470 Flexao vibracional
assimétrica CH,-
CH,
- - - 1480 1479 Flexao vibracional

simétrica CH,-CH,

3(CORNARD et al., 1997; NUMATA e TANAKA, 2011; PACZKOWSKA et al., 2015);
®YAMINI et al. 2013).

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 62 - Espectros de Raman da quercetina, PEG 4000, mistura fisica
quercetina/PEG 4000 e dispersdes solidas de quercetina/PEG 4000 nas proporcdes
de 1:1, 1:2 e 1:4 obtidas em acetona/alcool (1:4) ou agua/alcool (1:4)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A analise do espectro de Raman mostrou que o HPMC apresentou bandas
em 946, 1120, 1155 e 1370 cm™ que foram atribuidas as ligacdes éter, ligagdes éter
no anel de 6 carbonos, éter de alquila e vibragbes C-H de grupo metila,

respectivamente (tabela 15). Banda em 1453 cm™ também correspondeu a
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vibragbes C-H de grupo metila. Estas caracteristicas foram semelhantes aquelas
descritas na literatura (tabela 15). No caso das dispersdes quercetina/HPMC nas
proporgdes 1:1, 1:2 e 1:4 em acetona/alcool (1:4) ou agualélcool (1:4), foram
detectados a presencga de novos picos, mas a maioria dos picos que caracteriza a
quercetina foram mantidos, sugerindo que ocorreram interagdes entre o farmaco e
carreador e a amorfizagdo da quercetina (figura 60). A dispersao quercetina/HPMC
(1:4) em acetonalalcool produziu mudangas expressivas nos picos, desaparecendo
a maioria das caracteristicas espectrais da quercetina. Este dado sugeriu a
ocorréncia de uma amorfizagdo da quercetina e interacdo quimica com o carreador,

confirmando os resultados de difracao de raios-X e infravermelho.

Tabela 15 - Numeros de onda e atribui¢cdes vibracionais da quercetina e HPMC
obtidos dos espectros de Raman e literatura
Numeros de ondas (cm™) e atribuicdes vibracionais

Quercetina  Literatura® Atribuicoes HPMC Literatura® Atribuigcoes
(cm'1) (cm'1) vibracionais (cm'1) (cm'1) vibracionais
490 - Deformacgao do anel 290 946 Ligacdes éter
B
520 - Deformacgao do anel 895 1120 Ligagdes éter no
A anel de 6 carbonos
600 604 Estiramento do anel 946 1155 Eter de alquila
B-C
737 721 Estiramento do anel 1120 1358 Vibragdes C-H
A,C grupo metila
846 843 Estiramento do anel 1155 1453 Vibragdes C-H
B,C grupo metila
1084 1104 Estiramento do anel 1370 - -
A,B
1314 1328 Deformacgao do anel 1453 - -
B
1375 1371 Flexao fora do plano - - -

C3-0OH, estiramento
01-C2, estiramento
C3-C4, estiramento

C4-C10
1441 1440 Estiramento C7-OH - - -
1555 1548 Flexdo de C-C-H no - - -

anel di-hidroxifenila +
reflexdo de C-O-H no
anel benzénico.
1587 1596 Flexdo C=C nos - - -
anés benzénico e di-
hidroxifenila
1612 1609 Estiramento da - - -
ligagdo C=C
1650 1662 Estiramento da - - -
ligacdo C=0
#CORNARD et al., 1997, bAKINOSHO; HAWKINS; WICKER, 2013
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR




88

Figura 63 - Espectros de Raman da quercetina, HPMC, mistura fisica
quercetina/HPMC e dispersodes solidas de quercetina/HPMC nas proporgdes de 1:1,
1:2 e 1:4 obtidas em acetona/alcool (1:4) ou agua/alcool (1:4)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

De acordo com a tabela 16, o numero de ondas das atribuigdes vibracionais
obtidos do carreador Pluronic® F127 nao foi possivel ser comparado com dados da
literatura, pois ndo foram encontrados para este carreador.

Considerando a figura 61, o aparecimento de novos picos nas regides entre

637 a 786 cm™ e 1140 a 1280 cm™ tanto para a mistura fisica quanto para as
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dispersdes solidas foi indicativo de uma possivel amorfizagdo, entretanto, esse
achado nao foi comprovado pelos resultados de infravermelho e difragéo de raios-X.
Nas dispersdes sélidas, foi observado o deslocamento do pico 735 cm™ referente a
quercetina para 722 cm™ e do pico de 1315 cm™ para 1329 cm™, o que pode estar
relacionado com interagdes entre os grupamentos da quercetina e do Pluronic®
F127. No entanto, apesar dessas alteragdes, os principais picos da quercetina foram
mantidos nas dispersdes sdlidas sugerindo, contrariando o efeito da interagéo
quimica. Além disso, ndo ocorreram indicios de amorfizagdo, confirmando os

resultados obtidos por difracdo de raios-X e infravermelho.

Tabela 16 - Numeros de onda e atribuigdes vibracionais da quercetina e Pluronic
F127 obtidos dos espectros de Raman e literatura
Numeros de onda (cm™) e atribuigées vibracionais

Quercetina Literatura® Atribuigcdes Pluronic® F127 Atribuicoes
(cm'1) (cm'1) vibracionais (cm'1) vibracionais
490 - Deformacao do 278 Cadeia alifatica C-C
anel B
520 - Deformacgao do 383 Cadeia alifatica C-C
anel A
600 604 Estiramento do anel 844 Estiramento C-O-C de
B-C éter
737 721 Estiramento do anel 861 Estiramento C-O-C de
AC éter
846 843 Estiramento do anel 929 Estiramento de
B,C esqueleto de alcano
ramificado C-C
1084 1104 Estiramento do anel 1062 C-0O-C assimétrico
AB
1314 1328 Deformacgao do 1395 Grupo CH3
anel B
1375 1371 Flexao fora do 1481 Carbono assimétrico
plano C3-OH, CH2 ou CH3

estiramento O1-C2,
estiramento C3-C4,
estiramento C4-C10
1441 1440 Estiramento C7-OH - -
1555 1548 Flexao de C-C-H no - -
anel di-hidroxifenila
+ reflexdo de C-O-H
no anel benzénico.
1587 1596 Flexdao C=C nos - -
anés benzénico e
di-hidroxifenila

1612 1609 Estiramento da - -
ligacdo C=C
1650 1662 Estiramento da - -
ligagdo C=0

?CORNARD et al., 1997.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 64 - Espectros de Raman da quercetina, Pluronic® F127, mistura fisica
quercetina/Pluronic® F127 e dispersdes soélidas de quercetina/Pluronic® F127 nas
proporgcdes de 1:1, 1:2 e 1:4 obtidas em acetona/alcool (1:4) ou agua/alcool (1:4)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Portanto, considerando que a quercetina possui solubilidade limitada,
necessitando de forma amorfa para uma melhor dissolugao e biodisponibilidade, os
resultados obtidos por espectroscopia de Raman mostraram que a disperséo solida
quercetina:HPMC (1:4) obtida em acetona/alcool (1:4) € a preparagdo mais
apropriada para ser utilizada em desenvolvimento farmacotécnico, pois, de acordo
as analises espectroscopicas, apresentou caracteristicas promissoras de estado

amorfo.
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A utilizacdo de diferentes misturas de solventes demonstrou variagbes nas

analises dos difratogramas e dos espectros de infravermelho e Raman. Este fato

pode estar relacionado a uma maior solubilizacdo da quercetina na solugdo de

acetonal/alcool (1:4). Além disso, com a utilizagdo dessas técnicas, foi observado

que houve uma complementacgao dos resultados obtidos:

No caso da utilizagdo do carreador PEG 4000, nas proporgdes (1:1, 1:2 e 1:4)
e na mistura de solventes agua/alcool, a técnica de raios-x demonstrou que a
dispersdao solida manteve a cristalinidade em todas as proporgdes, a
espectroscopia de infravermelho nao detectou interacbes e a espectroscopia
de Raman revelou algumas interagcées entre os componentes, fazendo com
que esses metodos produzam informacgdes diferenciadas e complementares.
Quando foi utilizado o carreador PEG 400 nas proporgdes (1:1, 1:2 e 1:4) e na
mistura de solventes acetona/alcool, a cristalinidade foi mantida na analise de
difracdo de raios-x, interagdo na regidao de 3400 cm™ do infravermelho foi
evidenciada e o aparecimento de novos picos detectados na espectroscopia
de Raman indicou a existéncia de interacbes entre os componentes da
dispersdo, mas nao foi suficiente para determinar a amorfizagcdo da
quercetina.

Na utilizagao do carreador HPMC nas proporgdes (1:1, 1:2 e 1:4) e mistura de
solventes agua/alcool, a cristalinidade foi preservada nas propor¢des (1:1 e
1:2), enquanto em 1:4 a amorfizagdo da quercetina foi evidenciado, sendo
corroborado pela espectroscopia de infravermelho, embora os picos principais
da quercetina tenham sido detectados na espectroscopia de Raman. Para as
proporcoes 1:1 e 1:2, os espectros de infravermelho mostraram os picos
principais da quercetina sem o indicio de interagdo na regido de 3400 cm™,
enquanto os espectros de Raman revelaram o aparecimento de novos picos,
indicativos de algum tipo de interagdo, mas os principais picos do flavonoide
foram preservados.

Nas proporgdes (1:1, 1:2 e 1:4) e mistura de solventes acetona/alcool, uma
leve mudancga na cristalinidade em HPMC 1:1 e 1:2 na difragcdo de raios-x foi
observada, entretanto, ndo foi detectada a interagcdo na regido das O-H nos
espectros de infravermelho e alguns picos indicativos de interagbes foram
revelados nos espectros de Raman. Houve a manutengao de alguns picos da

quercetina. A mistura 1:4 foi onde obtivemos amorfizacdo esperada da
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quercetina e no infravermelho ndo houve o aparecimento de picos
caracteristicos da quercetina, ja no raman observamos a presencga de poucos
picos deste polifenol.

O uso do carreador Pluronic® F127 nas proporgdes (1:1, 1:2 e 1:4) em
solventes agual/alcool manteve a cristalinidade da quercetina que foi
detectada através das técnicas de raios-x e infravermelho com presenca de
interagcdo na regido O-H. A espectroscopia de Raman mostrou o
aparecimento de novos picos indicativos de interagbes, mas os principais
picos da quercetina foram preservados em ambas as técnicas
espectroscopicas.

A aplicacdo do Pluronic® F127 nas proporgdes (1:1, 1:2 e 1:4) em
acetona/alcool conservou a cristalinidade da quercetina e ocasionou interagcéo
na regido de 3400 cm™ referente a O-H no espectro de infravermelho. Na
espectroscopia de Raman, houve o aparecimento de novos picos indicando a
ocorréncia de alguma interacdo entre os componentes da preparacdo. E
possivel que as mudangas nos picos da quercetina nessa mistura sejam

devido a sua maior solubilidade.
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5.4 Analises por espectroscopia de RMN

Por apresentar caracteristicas promissoras de estado amorfo, a dispersao
quercetina/HPMC (1:4) obtida em acetona/alcool (1:4) foi analisada por RMN. A
espectroscopia de RMN teve a finalidade de demonstrar a presencga da quercetina e
HPMC nesta preparacao sem a formagao de produtos de degradacao.

O espectro apresentado na figura 65 se refere a quercetina onde foram
produzidos deslocamentos entre & 95,82 e 174,11 ppm. Deslocamentos entre &
16,29 e 102,93 ppm foram detectados no espectro de RMN de HPMC (figura 66). O
espectro da dispersdo solida (quercetina/HPMC 1:4 em acetona/alcool 1:4) é
representado na figura 67. Nesta figura, pode-se observar a presenga dos
deslocamentos referentes ao polimero HPMC entre & 16,84 e 102,60 ppm (IBBETT;
PHILP; PRICE, 1992), enquanto os deslocamentos entre & 114,95 e 174,57 ppm sao
referentes aos carbonos da quercetina (OLEJNICZAK; POTRZEBOWSKI, 2004;
WAWER; WITKOWSKI, 2001).

Apos analises do espectro da dispersdo solida quercetina/HPMC 1:4, foi
detectado o desaparecimento de deslocamentos referentes a quercetina e HPMC
que pode esta relacionado a interacado entre estes constituintes como previsto nos
resultados anteriores. Porém o ndo aparecimento dos sinais referidos ocorreram
pela diminuicdo da cristalinidade da amostra, e sinais com deslocamento muito
préximos acabaram aparecendo na mesma regido, uma vez que a resolugao diminui

com a baixa cristalinidade, acarretando picos mais largos.
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Figura 65 - Espectro de RMN de 3C no estado solido da quercetina

Quercetina Operado. r: Gustavo Data: 28/04/2015
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Figura 66 - Espectro de RMN de "C no estado sélido de HPMC
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Figura 67 - Espectro de RMN de 3C no estado solido da disperso solida de
quercetina/HPMC (1:4) obtida em acetona/alcool (1:4)

HPMC/Quercetina - aleool/acetona 4:1 Operador: Gustavo/Larissa Data: 27/05/2015
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, é possivel observar a importancia
do desenvolvimento de dispersdes solidas, pois este € um recurso que possui
muitas vantagens, principalmente para farmacos com baixa solubilidade.

Os perfis de difracdo de raios-X obtidos com os carreadores sugerem que o
a dispersao solida quercetina:HPMC (1:4) obtida na mistura de solventes
acetonalalcool (1:4) apresentou caracteristicas amorfas, a qual foi corroborada com
as técnicas espectroscopicas de infravermelho e Raman.

A espectroscopia de infravermelho indicou possiveis interagdes entre a
quercetina e os carreadores PEG 4000 e Pluronic® F127 nas regides que possuem
O-H.

A dispersdo solida quercetina:HPMC (1:4) obtida em acetonal/alcool (1:4)
contendo quercetina amorfa € uma preparagcado promissora para o desenvolvimento
farmacotécnico de formulagdes orais, pois possui caracteristicas de maior
solubilidade e dissolucdo e, consequentemente, biodisponibilidade no organismo.

No entanto, pesquisas complementares, como estudos de dissolugédo in
vitro, desenvolvimento de formulagdo oral, estudo de estabilidade, estudo in vivo,
reprodutibilidade, entre outros, s&o necessarias para que se tenha um produto

farmacéutico de qualidade para utilizagao terapéutica.
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