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RESUMO

A membrana da casca do ovo (MCO) € um biomaterial que vem sendo estudado cada
vez mais por pesquisadores, demonstrando as mais diversas propriedades e
aplicacao de seu uso nos diversos campos das ciéncias. A quitosana (QTS) é muito
usada na industria farmacéutica como um exemplo os sistemas de liberagcédo
prolongada de farmacos. O objetivo do trabalho foi preparar uma blenda polimérica
usando como matrizes biopoliméricas a MCO e a QTS. Para tal, a MCO foi obtida
através de processo quimico com uma solucdo de acido acético. As blendas
MCO/QTS foram preparadas em proporcdes 1:3, 1:1 e 3:1, respectivamente, apls a
preparacao das blendas as mesmas foram submetidas as técnicas de caracterizacéo
de Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) acoplada a Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS) e Espectrometria com Transformada de Fourier na regido do
Infravermelho (FTIR), a partir do estudo da morfologia das blendas por meio do MEV
e da andlise em FTIR, a blenda 1:1 foi escolhida para seguir nos testes de liberacéo
junto com a MCO. Apos a obtencéo das blendas foi feita a extracéo e purificacdo da
nimesulida usando métodos quimicos. Para caraterizacdo da mesma foram usadas
as técnicas de determinacdo do Ponto de Fusdo (PF), Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN H e 3C) e MEV. A nimesulida extraida e purificada foi incorporada
blenda 1:1 e a MCO. Posteriormente, as matrizes Blenda e MCO com nimesulida
incorporada foram submetidas as técnicas de caracterizacdo de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) acoplada a Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS) e Espectrometria com Transformada de Fourier na regiao do Infravermelho
(FTIR). Depois da avaliagédo das matrizes. A constru¢ao da curva analitica foi obtida
usando uma solucdo de nimesulida em meio basico (pH = 7,4), onde foi possivel
observar que a absor¢cdo méaxima da solucdo de nimesulida foi em 400 nm. Para os
testes de liberacdo com o farmaco e as matrizes utilizou-se um sistema fechado de
bombeamento acoplado a um espectrofotdmetro de absor¢do molecular no Uv-visivel
contendo 25 mg das matrizes blenda e MCO, onde foram realizadas medidas de
absorcédo em intervalos de tempo variados até um total de 60 minutos. Os resultados
obtidos por meio de tratamento estatisticos demonstraram que o perfil de liberacdo da
nimesulida usando MCO ou blenda foram muito préximos aos das matrizes reticuladas
(MCO e Blenda), de modo que ambas as matrizes (reticuladas ou nao reticuladas)
apresentaram o perfil de liberacdo semelhante no tempo em estudo. Assim, os testes
demostraram que os perfis de liberacdo do farmaco usando as matrizes poliméricas
funcionaram como sistema de liberacdo prolongada no tempo de 60 minutos. Os
resultados mostraram ainda uma possibilidade de prosseguir com os estudos usando
outros agentes reticulantes e até mesmo outro tipo de farmaco modelo.

PPalavras chave: blenda polimérica, membrana de casca do ovo, nimesulida,
guitosana, sistemas de liberacdo de farmacos.



ABSTRACT

The membrane of the egg shell (ESM) is a biomaterial which has been increasingly
studied by researchers, demonstrating the most diverse properties and use in many
fields of science. Chitosan (CTS) has been widely used in the pharmaceutical industry
as an example of the extended-release systems. The use of polymeric blends in
extended-release systems has increased since it is economically viable and
demonstrates a good performance for this purpose. The objective of this study is to
prepare a polymer blend using ESM and CTS as biopolymer arrays. For that purpose,
The blend ESM/CTS was prepared in three different proportions (1:3, 1:1, and 3:1),
following the proposal of Tonhi with some modifications. After obtaining the blends, the
drug Nimesulide was extracted and purified from an acid-base reaction and then
characterized by the techniques: melting point (MP) and nuclear magnetic resonance
(*H and '3C NMR). The Nimesulide was incorporated to blends and ESM.
Subsequently, the materials (Blend/Nimesulide and MCO/Nimesulide) were submitted
to the technigues of characterization. To do that, scanning electron microscopy
coupled to the energy dispersive spectroscopy (SEM/DSC) and Fourier transformed
infrared mass spectroscopy (FTIR) were used. Based on these techniques, it was
possible to choose the blend aspect ratio 1:1, continuing with the same for the release
test. A solution of Nimesulide (10 ppm) was prepared, in a basic medium (pH = 7.4),
for the construction of the analytic curve. The analysis of that solution by UV-VIS
spectroscopy revealed the maximum absorption at 400 nm. From the release tests
conducted in vitro with pumping system coupled to a molecular absorption
spectrophotometer Uv-visible at intervals of 60 minutes. From the study, it was possible
to demonstrate that there is a possibility of using hens’ egg shell membrane (ESM) and
polymeric ESM/CTS in extended-release drug system. Obtaining promising results for
its use in extended-release drug systems, which can contribute to the reduction of
some drawbacks caused by medicinal products for immediate release the patients in
treatment.

Keywords: Polymer blend, Egg shell membrane, Nimesulide, Chitosan, Drug delivery
systems.
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1. INTRODUCAO

Investimentos em inovacdo tecnoldgica na industria farmacéutica séo
estratégias fundamentais de competitividade no setor, sendo inclusive um ponto vital
para sua sobrevivéncia. Neste sentido, uma das estratégias mais comuns e rapidas
de inovacdo no setor farmacéutico € o desenvolvimento de novas apresentacfes
farmacéuticas, as quais sdo geralmente mais eficazes e/ou potentes, ou estdo
disponiveis numa forma mais facil e segura de administracdo, ou apresentam um
minimo de efeitos adversos e/ou colaterais, ou ainda que possam atuar como
sistemas modificados de liberacédo de farmacos (VIEIRA; OHAYON, 2006).

A maioria das formulacfes farmacéuticas (comprimidos, capsulas, drageas
etc.) fundamenta-se em sistemas de liberacdo imediata de farmacos, ou seja,
medicamentos que, apo0s serem administrados por via oral, por exemplo,
disponibilizam dentro de alguns minutos toda a dose ingerida do farmaco para ser
prontamente absorvida pelo organismo. Este processo termina resultando, muitas
vezes, na necessidade de administracdo repetida do medicamento ao longo de um
mesmo dia, fato que é bastante inconveniente, principalmente para aquelas pessoas
gue fazem uso de varios medicamentos ao longo do dia (ANSEL, 2013).

A forma de administracdo do medicamento no paciente influencia diretamente
nos niveis plasméaticos do farmaco no sitio alvo. Uma dose alta do medicamento pode
provocar flutuacfes consideraveis no nivel plasmatico do farmaco, fato que pode levar
a intoxicagdo do paciente. Por outro lado, uma dose muito baixa pode fazer com que
0s niveis plasmaticos ndo atinjam a concentracdo minima terapéutica e os resultados
do tratamento ndo sejam satisfatérios. Portanto, o ideal € que a concentracédo de
farmaco seja constante no sitio de acao durante todo o tratamento, condi¢do esta que
muitas vezes se torna dificil de ser alcangada usando os sistemas de liberacdo de
farmacos convencionais (SALAZAR, 2015).

Uma alternativa eficiente para reduzir as flutuagdes dos niveis plasmaticos de
um farmaco reduzindo o namero de administracées de um dado medicamento por dia
é fazer uso de formula¢des que atuem como sistemas modificados de liberacao. No
final da década de 60, sistemas modificados de liberagdo de farmacos foram
desenvolvidos usando matrizes de natureza polimérica, onde o farmaco encontra-se
molecularmente disperso de forma irregular, sendo que tais misturas atuariam como

carreadores do farmaco, aumentando a estabilidade quimica e mantendo as
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concentracdes terapéuticas do farmaco ao liberar o farmaco de forma ndo imediata
(ALVES et al., 2012). Atualmente, os sistemas modificados de liberacdo de farmacos
ja sdo uma realidade comum, sendo possivel encontrar no mercado varios
medicamentos disponiveis que empregam este tipo de formulacéo.

Desta forma, a busca por formulagbes inovadoras capazes de tornarem a
industria farmacéutica mais competitiva, tem direcionado o foco de muitas pesquisas
da area de tecnologia farmacéutica para o desenvolvimento e/ou aprimoramento de
novos sistemas modificados de liberag&o de farmacos (SRIVASTAVA; MATTIASSON,
2007).

Assim, considerando esta importante area, a preparacdo de novos sistemas
poliméricos biocompativeis e capazes de serem aplicados como matrizes de
incorporacdo e liberacdo de farmacos vém ganhando amplo destaque no meio
cientifico, devido as variadas possibilidades de avangos na terapéutica
medicamentosa de muitas enfermidades.

Estudos previamente realizados no Laboratorio de Quimica Analitica da
UNIVASF (Campus Petrolina Centro) mostraram que a membrana da casca do ovo
de galinha (MCO), um material de natureza proteica, e a quitosana (QTS), um
biomaterial de natureza polissacaridica, sdo polimeros biocompativeis capazes de
formarem blendas poliméricas por interacfes eletrostaticas. Desta forma, e
considerando que ap0s uma vasta pesquisa na literatura ndo foram encontrados
trabalhos relacionados com blendas de MCO-QTS, este trabalho visou a preparacéo,
caracterizacdo e estudo deste tipo de biomaterial para atuar como uma matriz
polimérica alternativa para incorporacdo e liberacdo do farmaco nimesulida, uma

droga anti-inflamatodria adotada como molécula modelo neste trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Preparar uma blenda a partir da membrana da casca do ovo de galinha (MCO)
e da quitosana (QTS) e avaliar esse biomaterial como uma possivel matriz polimérica

de liberacdo modificada do farmaco nimesulida.

2.2. Objetivos Especificos

e Obter e caracterizar a membrana da casca do ovo de galinha (MCO).

e Preparar blendas de membrana da casca do ovo-quitosana (MCO-QTS) e
caracteriza-las por técnicas instrumentais;

e Realizar estudos de incorporacédo do farmaco nimesulida na MCO e na blenda
MCO-QTS;

e Realizar estudos de liberacdo do farmaco nimesulida a partir das matrizes de
MCO e da blenda MCO-QTS com o farmaco.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Sistemas modificados de liberacdo de farmacos

Uma grande parte dos medicamentos disponiveis no comercio sao formulados
de maneira convencional, usando sistemas de liberacéo imediata de farmacos. Estes
sistemas sao preparados contendo diluentes sollveis, desintegrantes e/ou outros
recursos que assegurem que o farmaco presente na formulacdo seja liberado e
dissolvido rapidamente ap6s sua administracao (PEZZINI et al., 2007). Muitas destas
formas farmacéuticas precisam ser administradas no paciente enfermo, geralmente
trés ou quatro vezes ao dia para manter os niveis plasmaticos adequados, e o efeito
terapéutico necessario. Assim, a necessidade da administragdo de véarias doses ao
dia, além de ser inconveniente, torna-se incomodo para muitos pacientes o fato de ter
gue lembrar de cada dose ao longo das 24 h, e pode gerar quadros clinicos de
subdosagem ou superdosage. Esses empecilhos podem levar o paciente a
desisténcia ou ndo adeséao ao tratamento (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Para contornar o problema da administracdo de um medicamento repetidas
vezes ao dia, a industria farmacéutica, no final da década de 1940 e inicio da década
de 1950, comecou a lancar no mercado uma nova classe de formas farmacéuticas, os
medicamentos de liberacdo prolongada. Estes sistemas modificados de liberacéo
disponibilizam o farmaco para absor¢éo por um periodo de tempo mais prolongado do
que a partir de uma forma farmacéutica convencional, a qual libera imediatamente seu
principio ativo apos entrar em contato com o fluido biolégico do estbmago e intestino.
Desta maneira, um medicamento disponibilizado com essa tecnologia pode ser
administrado uma ou, no maximo, duas vezes ao dia, devendo inclusive manter os
niveis plasmaticos adequados e o efeito terapéutico necesséario (ALLEN JR;
POPOVICH; ANSEL, 2013).

Os sistemas modificados de liberacdo atuam como carreadores de farmacos,
0s quais “aprisionam” os ativos em seu interior, sempre visando melhorar parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos, assim como, reduzir efeitos toxicoldgicos. Os
primeiros estudos realizados para obtencéo de sistemas carreadores eficazes tiveram
como base o encapsulamento de moléculas, contudo, atualmente existem diversos
sistemas carreadores disponiveis, tais como: lipossomas e aquassomas, micelas,

micro e nanocapsulas, micro e nanoesferas, complexos de inclusédo (ciclodextrinas),
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dendrimeros etc. Cabe salientar que néo existe um sistema de liberacao ideal, ja que
cada farmaco podera requerer um sistema carreador distinto em razdo de fatores
como concentracdo do ativo na formulacdo, natureza hidrofilica ou lipofilica do ativo,
pH do meio de liberacéo, via de administracéo etc. (HENRIQUE; FALCARE; LOPES,
2006).

A comunidade internacional denomina abreviadamente o0s sistemas
modificados de liberacdo de farmacos de DDS's, uma sigla oriunda da expressao
inglesa “Drug Delivery Systems”. De maneira geral, os DDS's podem ser classificados
em: i) sistema de liberacdo prolongada, ii) sistema de liberacao retardada, iii) sistema
de liberacdo repetida, iv) sistema de liberacédo vetorizada e v) sistema de liberacdo
controlada (ANSEL, 2013). Nos tépicos a seguir, serdo descritas as diferencas entre
os tipos de sistemas modificados de liberacdo considerando apenas formas
farmacéuticas para administracao por via oral, uma vez que esta é a rota mais popular

para uso de medicamentos.

3.1.1. Sistema de liberagcao prolongada

A forma farmacéutica de liberacdo prolongada é concebida para liberar o
farmaco gradualmente, mantendo-se a concentragcdo plasmatica em niveis
terapéuticos, por um periodo de tempo prolongado, requerendo administracdes
menos frequentes se comparadas as convencionais, e reduzindo bastante as
oscilacfes na concentracdo sanguinea do farmaco. Este tipo de sistema modificado
de liberacdo é bastante comum, ja que seu desenvolvimento envolve processos mais
simples de preparacdo. Além disso, adaptacdes neste tipo de sistema visando atender
a caracteristicas mais especificas de alguns farmacos e determinados procedimentos

terapéuticos muitas vezes podem ser concretizadas (PEZZINI et al., 2007).

3.1.2. Sistema de liberacao retardada

A forma farmacéutica de liberagao retardada € desenvolvida para liberar o

farmaco em um tempo diferente daquele imediatamente apds sua administracao.

Assim, neste tipo de sistema, o retardo na liberacao pode ser determinado pelo tempo
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ou pela influéncia das condicbes do meio, tal como o pH do trato estomacal ou
intestinal (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013).

3.1.3. Sistema de liberagao repetida

As formas farmacéuticas de acado repetida, em geral, contém duas doses do
medicamento: a primeira para a liberacdo imediata; e a segunda para a liberacéo
retardada. Um comprimido de duas camadas, por exemplo, pode atuar como um
sistema deste tipo, desde que seja preparado de modo que o farmaco contido na
primeira camada comece a ser liberado imediatamente apds a administracdo oral,
enguanto que aquele presente na segunda camada seja liberado como uma segunda
dose ou de maneira prolongada (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013).

3.1.4. Sistema de liberacao vetorizada

A liberacao vetorizada descreve a liberagcdo do farmaco de maneira dirigida ou
concentrada em uma regido do corpo, um tecido ou um sitio de absorcdo ou acao.
Pode-se citar como exemplo um medicamento deste tipo contendo um pré-farmaco
gue precisa ser hidrolisado por enzimas produzidas pela flora bacteriana do intestino
delgado para, s6 entdo, produzir o farmaco ativo que exercerda seu efeito
majoritariamente no préprio local de sua liberacdo (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL,
2013).

3.1.5. Sistema de liberacao controlada

A forma farmacéutica de liberagdo controlada € desenvolvida para liberar o
farmaco de maneira definida, controlada e reprodutivel, de forma a eliminar o
surgimento de picos plasméticos, e proporcionar uma absor¢cdo mais lenta e constante
do farmaco pelo organismo (NICOLETTI; FRASSON, 2006). Em um sistema deste
tipo, a concentracao plasmatica do farmaco tende a ficar constante por um periodo de

tempo maior, sendo resultado de um equilibrio bem estabelecido entre as etapas
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sucessivas de administracdo, liberagdo, absor¢céo, metabolizagcdo e excrecdo do
farmaco no organismo. E, portanto, um sistema modificado de liberacdo de alta
complexidade. A Figura 1 mostra um esquema comparativo de sistemas de liberacéo

do tipo convencional, prolongado e controlado.

Figura 1. Comparacao entre as concentracdes plasmaticas de um farmaco ao longo

do tempo usando diferentes sistemas de liberagao.

""""""" sistema de liberagdo convencional
— — — sistema de liberagdo prolongado
sistema de liberagdo controlado

CONCENTRACAO

TEMPO

Fonte: Autoria propria, 2017.

3.2. Polimeros

3.2.1. Aspectos gerais e blendas poliméricas

O termo polimero veio a ser utilizado a partir de 1922, quando Staudinger
propds a teoria da macromolécula. Trata-se de uma classe de materiais cujos
compostos apresentam uma caracteristica em comum, a elevada massa molar
proveniente da repeticdo de unidades menores ligadas covalentemente entre si,
denominadas de mondmeros (NUNES; LOPES, 2014).

Polimeros formados por mondmeros iguais sdo denominados de
homopolimeros, jA os que sdo formados por mondémeros diferentes sdo o0s
copolimeros (NUNES; LOPES, 2014).
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Os polimeros podem ter origem natural, semissintética ou sintética, sendo
classificados de diversas maneiras, de acordo com diferentes critérios. De maneira
geral, os polimeros se classificam, de acordo com a arquitetura da cadeia polimérica,

em: lineares, ramificados e reticulados como mostra a figura 2.

Figura 2. Representacdo dos tipos de polimeros linear (a), ramificado (b) e reticulado

(©).

b ¢

Fonte: MALCOLM, 1999 apud ANJOS, 2006.

Jé os copolimeros se classificam, de acordo com a distribuicdo dos monémeros
dentro das cadeias, em: alternados, aleatérios, blocados e enxertados. Quanto ao
comportamento de fusdo, os polimeros se classificam em: termoplasticos e
termofixos. Ja quanto ao comportamento mecanico, os polimeros séo classificados
em plasticos, elastbmeros e fibras (NUNES; LOPES, 2014). De maneira geral, as
propriedades dos polimeros estédo diretamente relacionadas com a natureza quimica
dos mondmeros, 0 peso molecular e a estrutura macromolecular da matriz. Em razéo
disto, combinacdes de polimeros tem sido propostos na tentativa de adequar as
propriedades fisico-quimicas de uma matriz polimérica a uma determinada aplicacao
(ALVES, 2012). A Figura 3 mostra um esquema que auxilia a compreender a
classificagdo dos copolimeros baseando-se na distribuicdo dos mondmeros nas

cadeias.
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Figura 3. Classificagéo dos copolimeros baseando-se na distribuicAo dos monémeros
nas cadeias.
copolimero alternado:

A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B

copolimero aleatdrio:

A-B-B-B-A-A-B-A-A-A-B-B-B-A-A-B

copolimero blocado:

A-A-A-A-A-A-A-A-B-B-B-B-B-B-B-B

copolimero enxertado:

A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A
o=]

: it
® g
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Fonte: Adaptado de CANEVAROLO JR. (2002).

Uma blenda polimérica € uma mistura de pelo menos dois polimeros ou
copolimeros sem que haja reacédo quimica entre eles. As for¢as de unido das cadeias
poliméricas em uma blenda sao decorrentes principalmente de interacbes
eletrostaticas entre cargas positivas e negativas (CANEVAROLO JR., 2002). Outras
interac6es comuns presentes em uma blenda podem ser ligacdes de hidrogénio, nos
polimeros que apresentam grupos capazes de produzir tais interacdes, além de
interacdes do tipo dipolo-dipolo e transferéncia de carga (SIONKOWSKA, 2011). A
Figura 4 mostra um esquema de formac&do de uma blenda polimérica estruturada a

partir de interacdes eletrostaticas.

Figura 4. Esquema de formacéo de uma blenda polimérica.

polimero catiénico polimero anidnico blenda polimérica

Fonte: Autoria propria, 2017.
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Em geral, as blendas poliméricas podem ser classificadas em blendas
homogéneas e heterogéneas. Nas blendas homogéneas, as cadeias
macromoleculares distintas dos polimeros combinados se misturam a nivel molecular,
produzindo um material que se apresenta como uma fase Unica. Nas blendas
heterogéneas, os polimeros combinados s&do imisciveis entre si, porém, forcas
intermoleculares atuam para manter a estrutura da blenda, a qual mostra fases
distintas (PARAMESWARANPILLAI; THOMAS; GROHENS, 2015).

A producéo de blendas é uma alternativa economicamente mais acessivel para
promover a obtencdo de polimeros com propriedades diferentes dos materiais de
partida sem haver a necessidade de investir em novos processos de polimerizacao. A
producdo de novos mondmeros, bem como, processos de polimerizacdo e
equipamentos para se produzir um novo polimero, teria um custo mais elevado do que
0 necessario para o desenvolvimento de uma blenda. Esse fato torna esse material
extremamente atrativo para a industria (DE PAOLI, 2008).

A formacédo de uma blenda pode produzir melhorias de propriedades fisicas,
fisico-quimicas e de processamento do novo material. Em muitas situacdes, a sintese
de novos materiais poliméricos pode ser inviavel devido a algumas propriedades dos
polimeros, tal como a degradacdo a temperaturas abaixo de 0 °C. Desta forma, a
producdo de uma blenda polimérica pode contornar esse tipo de problema (TONHI;
PEPLIS, 2002).

3.2.2. Polimeros em sistemas modificados de liberacédo de farmacos

Nos ultimos 50 anos, a industria farmacéutica vem usando a estratégia da
incorporacdo de substancias bioativas em matrizes poliméricas visando obter
formulacdes com caracteristicas inovadoras (LIECHTY et al., 2010). Desde o século
passado vérias formulacdes baseadas em sistemas matriciais ou reservatorios foram
desenvolvidas e investigadas para atuarem como sistemas modificados de liberacao
de farmacos (BRUSCHI et al., 2006).

A utilizacéo de sistemas matriciais constituidos por diversos tipos de polimeros
€ o procedimento mais empregado quando o objetivo é o desenvolvimento de uma

formulagdo baseada em um sistema modificado de liberacdo de farmaco para
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administracéo por via oral. Este fato deve-se as vantagens inerentes destes sistemas,
tais como: versatilidade, eficacia, baixo custo e producdo associada ao uso de
equipamentos e técnicas convencionais (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; LYRA et al.,
2007).

Os sistemas matriciais monoliticos sao dispersdes de um farmaco, em uma ou
mais substancias, capazes de modularem a liberacdo do farmaco, sendo geralmente
polimeros de natureza hidrofilica, hidrofébica, biodegradavel ou inerte (insoltvel). Tais
sistemas podem ser elaborados sob as formas de comprimidos, capsulas gelatinosas,
granulos e péletes (PEZZINI et al., 2007; LYRA et al., 2007).

Os processos de erosédo, difusdo e intumescimento sdo 0S mecanismos que
proporcionam a liberacdo de um farmaco aprisionado em uma matriz polimérica. Em
muitos casos, ndo existe um mecanismo majoritario responsavel pela liberacdo do
farmaco do sistema, assim, a liberacdo pode ser decorrente de um dos processos
isoladamente ou, da combinac&o dos varios mecanismos possiveis, 0s quais iniciam
logo apbés as matrizes entrarem em contato com o meio de dissolucao (ou fluido
biologico) (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

No processo de erosdo, ocorre uma dissolu¢do gradual da matriz polimérica
pelo fluido do meio e, concomitantemente, o farmaco aprisionado em seu interior
escapa do sistema por dissolucdo ou dispersdo na fase fluida. No mecanismo de
difusdo, o farmaco aprisionado na matriz polimérica sofre inicialmente dissolu¢céo no
fluido do meio que permeia o interior do sistema e, posteriormente, difuséo por entre
as cadeias poliméricas e poros que formam a estrutura da matriz, até alcancar o
exterior do sistema. No processo de intumescimento, a matriz polimérica tem carater
hidrofilico e, desta forma, comeca a sofrer solvatacdo pelo fluido do meio. Este
processo origina um sistema gelatinoso, onde as cadeias poliméricas estdo afastadas
entre si, produzindo grandes poros que facilitam a saida do farmaco aprisionado em
seu interior por dissolucdo ou dispersao na fase fluida (PEZZINI et al., 2007). A Figura

5 ilustra a liberac&o de um farmaco incorporado em um sistema matricial monolitico.
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Figura 5. Liberacdo de um farmaco de uma forma farmacéutica matricial do tipo

monolitico.
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Fonte: PEZZINI et al., 2007.

Os sistemas matriciais do tipo reservatdrio sdo constituidos por um nudcleo
contendo o farmaco no estado solido ou liquido, revestido por uma membrana ou
parede permeavel de natureza polimérica. Nestes sistemas, o farmaco € liberado por
difusdo através da membrana de revestimento, a qual pode ser microporosa ou nao
apresentar poros. Ja o nucleo que contém o farmaco pode ser um comprimido ou
minicomprimido, um granulo ou um pélete (BRUSCHI et al., 2006; PEZZINI et al.,
2007; LYRA et al., 2007). A Figura 6 ilustra a liberacdo de um farmaco a partir de um

sistema matricial reservatorio.

Figura 6. Liberacdo de um farmaco de uma forma farmacéutica matricial do tipo

reservatorio.

ANTES DA DEGLUTIGAQ APOS A DEGLUTIGAO
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Fonte: PEZZINI et al., 2007.
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O requisito fundamental para que um determinado material polimérico possa
ser utilizado como uma matriz em um sistema modificado de liberacdo de farmaco é
gue o mesmo, assim como seus produtos de degradacado, caso existam, ndo sejam
toxicos, e que apresentem uma boa biocompatibilidade com os tecidos do organismo
0S gquais terdo contato direto. Também é recomendavel que tais agentes poliméricos
devam ser quimicamente inertes, ndo carcinogénicos, hipoalergénicos e nao
provocarem qualquer resposta inflamatoria. Diante disto, os polimeros naturais vém
recebendo grande atencdo no ramo de biomateriais, pois suas similaridades
estruturais com as macromoléculas biolégicas os tornam facilmente reconhecidos pelo
organismo, além de serem metabolizados a residuos atoxicos e naturalmente
eliminados (SILVA et al., 2016; BIZERRA,; SILVA, 2016).

Os polimeros usados como matrizes em sistemas modificados de liberacao de
farmacos podem ter origem natural, semissintética ou sintética. Dentre os polimeros
naturais ja estudados como matrizes citam-se: amido, celulose, quitina, quitosana,
alginato, goma xantana, ciclodextrinas etc. Dentre 0s semissintéticos, citam-se:
hipromelose, carboximetilcelulose, acetato de  celulose, etilcelulose,
hidroxietilcelulose, hidroxipropilcelulose etc. E, dentre os polimeros sintéticos citam-
se: poliéxido de etileno, copolimeros de metilmetacrilato e etilacrilato, poliuretano,
cloreto de polivinila etc. (PEZZINI et al., 2007).

3.3. Membrana da casca do ovo de galinha

A membrana da casca do ovo (MCO) € uma parte do ovo que contém alguns
nutrientes essenciais (WU et al., 2004), Sendo constituida principalmente de proteinas
e ficando localizada entre a casca e a clara do ovo. O componente primério da MCO
€ o colageno (tipos I, V e X), com componentes secundarios como osteopoetina,
gueratina, proteoglicanos e glicoproteinas (NAKANO; IKAWA; OZIMEK, 2003). A

Figura 7 mostra a estrutura macroscopica da MCO junto a casca do ovo.
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Figura 7. Estrutura macroscopica da MCO junto a casca do ovo.
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casca do ovo interna / \ externa
S — N ———

Fonte: Adaptado de HINCKE et al. (2012) e LEE et al. (2009).

Existem muitas propriedades associadas com a MCO, tais como: alta
porosidade, propriedade antibacteriana e anti-inflamatéria. Além disso, a MCO é um
material que apresenta majoritariamente cargas negativas em sua superficie, as quais
séo resultantes da ionizacao de grupos acidos carboxilicos dos aminoacidos que a
constituem (PUNDIR; BHAMBI; CHAUHAN, 2009). A MCO ja foi amplamente
estudada devido as suas diversas propriedades, como por exemplo a presenca de
substancias como o sulfato de queratana e dermatana, que séo glicosaminoglicanos
usados na producdo de queratina e quitina, e também o acido sialico, que também
possui propriedades terapéuticas e pode auxiliar no desenvolvimento de farmacos
(BORON, 2004). A analise morfologica da MCO feita por microscopia eletronica de
varredura (MEV) revelou qgue a membrana da casca do ovo de galinha é uma estrutura
bastante fibrosa e porosa, fato que a torna semipermeavel a agua. A MCO também é
bastante insolGvel em &gua e apresenta uma area superficial bem elevada (BALAZ,
2014).

A MCO, em conjunto com a casca do ovo, forma um biomaterial que durante
anos foi tratado como residuo, sem grandes expectativas de aplicacées em quaisquer
ramos da ciéncia (AHMAD; KUMAR; HASEEB, 2012). Com passar dos anos, a
comunidade cientifica tem feito progressos significativos ao estudar este biomaterial,
fato que levou a uma variedade de aplicacdes, tais como suplementos nutracéuticos,
biorremediacdo, processos adsortivos e terapéutica de feridas e queimaduras
(PUNDIR; BHAMBI; CHAUHAN, 2009; BALAZ, 2014).
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Em estudo realizado por Ray e Roy (2016), sobre a estrutura morfolégica da
MCO, foi visto que as caracteristicas da MCO possibilitam que esta membrana seja
usada como uma nova plataforma para imobilizacdo de biomoléculas, o que pode ser

de grande aplicabilidade em estudos de incorporacao/liberacédo de farmacos.

3.4. Quitosana

A quitosana (QTS) é um heteropolissacarideo preparado a partir da reacao de
N-desacetilacdo da quitina, presente nas carapacas de crustaceos, no exoesqueleto
de insetos e nas paredes celulares de alguns fungos. A quitosana € um dos
biopolimeros mais abundantes depois da celulose (GUIBAL, 2004).

Quimicamente, a quitosana (Figura 8) se apresenta na forma de um
copolimero composto por unidades estruturais de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose
(GIcN) e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) unidas por ligacoes
glicosidicas do tipo 8 (1—4), porém, com a unidade de glicosamina (GIcN) sempre em
maior propor¢do (LARANJEIRA; FAVERE, 20009).

Figura 8. Estrutura quimica da quitosana.
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Fonte: GONSALVES et al. (2011).

Na obtencdo da quitosana via N-desacetilagdo da quitina, o grau de
desacetilacdo (GD) da quitina é necessario para identificar a conversao da mesma em
quitosana. Quando o grau de desacetilacdo da quitina chega aos 60% ja é possivel
dizer que a quitina se converteu em quitosana e, desta maneira, quanto maior o grau
de desacetilacdo melhor serd a qualidade da quitosana, além disso, quando esse GD

atinge valores iguais ou superiores a 60% o biopolimero torna-se soltvel em solu¢des
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acidas diluidas. No processo de desacetilacdo, os grupos acetamido (-NHCOCHS3)
das unidades de N-acetilglicosamina (GIcNAc) remanescentes da quitina séo
convertidos em grupos aminos (—NH2), em taxas variadas, para originar o
heteropolissacarideo contendo unidades de N-glicosamina (GIcN) (GONSALVES et
al., 2011).

A quitosana atua como uma base fraca, apresentando pKa dos grupos aminos
nas unidades de GIcN variando entre 6,3 e 7,2, o qual € influenciado pelo GD e pela
densidade de carga (VAN-KREVELEN, 2009; PIVSA-ART et al, 2013). Assim, o valor
do pKa tende a diminuir com o aumento do GD e, como consequéncia, alguns
processos de reticulacao tendem a alterar levemente o valor da constante de acidez
(LIU et al, 2013).

Em meio acido, como em solucdes de acido acético, a quitosana torna-se
soluvel em razdo da protonacgdo dos grupos aminos (—NHs*) e a presenca de grupos
hidroxila, fato que leva a este biomaterial apresentar majoritariamente cargas positivas
(caréter policatidnico) em sua superficie. A alta hidrofilicidade da quitosana, devida ao
grande namero de grupos hidroxila e grupos amino presentes na cadeia polimérica,
permite sua utilizacdo como biomaterial na forma de microparticulas, gel e membrana
em diversas aplicacbes, como veiculo de liberagdo de farmacos, bandagens, géis
injetaveis, membranas periodontais etc. (TONHI; PEPLIS, 2002).

Uma caracteristica singular da quitosana reside no fato desse
heteropolissacarideo apresentar, dentre todos os biopolimeros naturais, o maior
carater catibnico, uma vez que a maioria dos polissacarideos animais ou vegetais
apresenta carater neutro (celulose, dextrana, amido) ou aniénico (alginato,
carragenina, xantana) (BRADY; DURIG; SHANG, 2009; VAN-KREVELEN, 2009).

Cada vez mais o numero de publicaces vem aumentando acerca do uso da
quitosana pura, na forma de compdsito, ou ainda na composicdo de blendas
poliméricas, principalmente na area de engenharia de tecidos, sistemas de liberacéo
de farmacos e biossensores para diagnosticos clinicos (PRABAHARAN, 2008). Este
interesse na pesquisa deve-se ao fato da quitosana ndo ser toxica e apresentar boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade (KIM et al, 2001).

Em razdo de suas caracteristicas, a quitosana foi escolhida como o segundo
biopolimero (o polimero com carga superficial positiva) para a formac¢do da blenda

proposta neste trabalho.
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3.5. Nimesulida

A nimesulida é um anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE), com efeito
analgésico, antitérmico e anti-inflamatoério, e atua como um inibidor da sintese de
prostaglandinas relacionadas a inflamagédo com seletividade preferencial para COX-2
(GONSALVES et al., 2011; AUGUSTO, 2015).

A nimesulida (Figura 9) possui nome cientifico  N-(4-nitro-2-
fenoxifenil)metanossulfonamida, apresentando-se como um po cristalino de coloracao
amarelo palido, sendo praticamente insoluvel em agua, faciimente sollvel em etanol
e metanol, muito solivel em acetona, cloroférmio, acetonitrila e dimetilformamida,
soluvel em solugdes de hidroxidos alcalinos e insolivel em solucdes acidas (LEVAL
et al., 2000). Do ponto de vista quimico, a nimesulida apresenta uma baixa acidez
(pKa = 6,9), sendo a presenca do grupo metanossulfonamida (doador de proéton) o

responsavel por sua ioniza¢do. (RABASSEDA, 1997).

Figura 8. Estrutura quimica da nimesulida.
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Fonte: autoria propria, 2017.

O sistema brasileiro de classificacdo biofarmaceutica (SCB) coloca a
nimesulida como um farmaco de classe Il, fato que o caracteriza como de baixa
solubilidade e alta permeabilidade (AUGUSTO, 2015). A literatura relata que farmacos
com caracteristicas de baixa hidrossolubilidade e/ou tempo de meia vida biologica
curto sdo candidatos ideais para a incorporagcao em sistemas modificados de liberac&o

de ativos (BARBOZA, 2010). Desta forma, esta caracteristica da nimesulida levou a



36

escolha deste farmaco para atuar como molécula modelo nos estudos de
incorporacao e liberacdo de farmaco usando os biopolimeros de interesse neste

trabalho como sistemas matriciais.

3.6. Modelos cinéticos de liberacdo de farmacos

O perfil de liberagdo de um farmaco a partir de uma matriz polimérica é variavel
e dependente de diversos fatores, dentre os quais, 0s principais sdo: a natureza do
farmaco, a taxa de degradacao do polimero, a permeabilidade da agua na matriz, as
interacdes farmaco-polimero e os processos de difusdo, erosdo e intumescimento
(MOURA, 2010).

Os ensaios de dissolugcao, usados para formas farmacéuticas de liberagao
imediata, e 0s ensaios de liberagéo in vitro, usados para formas farmacéuticas de
liberacdo modificada, sdo os procedimentos experimentais de avaliacdo da liberacao
de um farmaco contido em formulacdes para uso oral. Nestes ensaios, diferentes
procedimentos, aparatos e técnicas podem ser usados. A Farmacopeia Americana
(USP) discrimina 7 aparatos para estudos de dissolucao/liberacéo in vitro, sendo eles:
i) cesta rotatéria (aparato 1); ii) pa agitadora (aparato 2); iii) cilindros reciprocos
(aparato 3); iv) célula de fluxo continuo (aparato 4); v) pa sobre disco (aparato 5); vi)
cilindro rotatério (aparato 6); e iv) disco reciproco (aparato 7) (MOURA, 2010).

Apesar da complexidade dos fendmenos envolvidos em processos de liberacéo
de farmacos, alguns modelos cinéticos tedricos que representam a liberacéo de ativos
a partir de matrizes e em meios liquidos de liberacao (fluidos estomacal e intestinal
simulados) podem ser usados para prever o comportamento mais préximo daquele
gue seria observado em ensaios de biodisponibilidade in vivo (LOPES; LOBO;
COSTA, 2005; SALAZAR, 2015).

Dentre os varios modelos cinéticos tedricos de previsdo, os mais aplicados em
publicacdes cientificas que versam sobre sistemas modificados de liberacdo de
farmacos sdo os modelos dependentes de ordem zero, o de primeira ordem e o de

Higuchi.
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3.6.1. Modelo dependente de ordem zero

Este modelo descreve a liberacdo lenta de um farmaco a partir de formas
farmacéuticas que nao sofrem degradac&o no meio, assumindo que a &rea da matriz
ndo muda e que é estabelecida uma condi¢c&o de equilibrio em um dado momento do
ensaio de liberacdo. Este modelo se adequa muitas vezes ao perfil de liberacdo de
sistemas modificados dos tipos prolongado e controlado, uma vez que se assume que
€ constante a quantidade liberada do ativo por unidade de tempo. A funcéo expressa
na Equacéo 1 descreve este modelo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; RODRIGUES;
SILVA, 2005).

1-(QUQo) =Kot Eq.1

Na Equacao 1, Qt refere-se a quantidade de farmaco dissolvido no meio (em
mg) no tempo t; Qo € a quantidade inicial de farmaco (em mg) presente na forma
farmacéutica; Ko é a constante de liberacdo de ordem zero; e t o tempo decorrido no
ensaio de liberacdo. Portanto, um grafico de 1 - (Qt/Qo) em fun¢éo de t produz uma

reta cujo coeficiente angular é Ko e coeficiente linear deve ser idealmente nulo.

3.6.2. Modelo dependente de primeira ordem

Este modelo descreve que a velocidade de dissolucdo de um farmaco em um
meio liquido depende da relacdo entre a quantidade dissolvida do farmaco e a
guantidade remanescente deste na matriz. Assim, as formas farmacéuticas que
seguem este modelo liberam uma quantidade de farmaco proporcional a quantidade
remanescente deste em seu interior, resultando que a quantidade de farmaco liberado
vai diminuindo ao longo do tempo. Nesta aplicacdo tedrica, considera-se que a forma
farmacéutica possui uma area constante, sendo constituida de matrizes porosas
contendo farmacos hidrofilicos incorporados. A funcéo linearizada de Noyes-Whitney
descreve este modelo, sendo expressa pela Equacdo 2 (MANADAS; PINA; VEIGA,
2002; RODRIGUES; SILVA, 2005).

log Qt = log Qo + (K1/2,303).t Eq. 2
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Na Equacdo 2, Qt refere-se a quantidade de farmaco (em mg) na forma
farmacéutica no tempo t; Qo é a quantidade inicial de farmaco (em mg) na forma
farmacéutica; K1 é a constante de liberagéo de primeira-ordem; e t o tempo decorrido
no ensaio de liberagéo. Portanto, um gréfico de log Qt em fungéo de t produz uma reta
cujo coeficiente angular é K1/2,303 e coeficiente linear é log Qo.

3.6.3. Modelo dependente de Higuchi

Este modelo descreve o perfil de liberacdo de farmacos hidrossolluveis ou
pouco sollveis incorporados em matrizes planares heterogéneas semi-sélidas e
sélidas. Nesta condi¢cdo, a concentracdo do farmaco na matriz serd inferior a sua
solubilidade e sua liberagcdo ocorrerd por entre os poros do material. Na aplicacao
deste modelo, considera-se também que 0s sistemas matriciais ndo sofrem alteracdes
estruturais significativas na presenca de agua. Assim, o perfil de liberacao é descrito
como um processo de difusdo baseado na lei de Fick, a qual considera que o fluxo de
difusdo de um soluto sera proporcional ao gradiente de concentracao existente entre
dois lados de uma interface. A funcao simplificada de Higuchi pode descrever este
modelo, sendo expressa pela Equacdo 3 (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002;
RODRIGUES; SILVA, 2005).

ft = Ky . t2 Eq. 3

Na Equacédo 3, ft refere-se a quantidade de farmaco dissolvido no meio (em
mg) no tempo t; Ku a constante de Higuchi; e t12 a raiz quadrada do tempo decorrido
no ensaio de liberacdo. Portanto, um grafico de ft em funcéo de t2 produz uma reta

cujo coeficiente angular € Ku e o coeficiente linear deve ser idealmente nulo.
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4. METODOLOGIAS

4.1. Reagentes e equipamentos

Os reagentes usados neste trabalho seguem listados a seguir.

e Acido acético glacial (Proquimios®);

e Acido cloridrico (Dinamica®);

e Tampao fosfato (pH = 7,4);

e Hidroxido de sodio (Proquimios®);

e Acetona (Proquimios®);

e Alcool 92° G.L (Jopeso®);

e Comprimidos de nimesulida (EMS®);

e Polissorbato 80;

e Cloreto de calcio dihidratdo (CaClz . 2H20, Dinamica®);

e Metanol (Isofar®).

Os equipamentos usados neste trabalho seguem listados a seguir.

e Espectrofotbmetro UV-Vis, modelo NI-1600 UV (Nova Instruments®);

e Microscoépio Eletrénico de Varredura, modelo Vega 3 (Tescan®).

4.2. Obtencdo da membrana da casca do ovo (MCO)

A obtencdo da MCO foi realizada através de processo quimico. Neste
procedimento foram usados 30 ovos brancos inteiros, classificados como grandes,
oriundos de galinhas poedeiras da linhagem lohmann LSL — classica de raca local e
adquiridos no comércio local. Os ovos foram imersos em uma solucdo aquosa de
acido acético a 10,0 % (v/v) por trés dias. Passado este tempo, 0s ovos turgidos foram
removidos da solucéo, lavados em agua corrente e estourados, sendo seus contetdos

internos descartados, e as membranas novamente lavadas em agua corrente e
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reservadas. Em seguida, as membranas foram imersas em agua deionizada por 24 h
e, passado este periodo, foram filtradas em usando peneira e novamente imersas em
etanol comercial 92,8 °GL. Logo em seguida, as membranas foram trituradas no meio
etandlico com auxilio de liquidificador domeéstico e filtradas. As membranas
particuladas e retidas no papel de filtro foram colocadas para secar por 48 h a

temperatura do laboratério.

4.3. Preparacao de blendas membrana da casca do ovo-quitosana (MCO-QTS)

A preparacao das blendas seguiu a metodologia de Tonhi e Peplis (2002) com
algumas modificacbes. Foram preparadas blendas de MCO-QTS nas proporgcdes em
massa de 3:1, 1:1 e 1:3, visando avaliar aspectos de morfologia para estudos
posteriores de incorporacédo e liberacdo do farmaco nimesulida.

Na preparacao das blendas a massa de QTS foi inicialmente dissolvida em 20,0
mL de uma solucdo aquosa de acido acético 0,10 mol/L sob agitac&o vigorosa durante
1 h. Em seguida, foi adicionada lentamente a massa de MCO sobre a solugéo de QTS.
A mistura resultante permaneceu sob agitacdo por 2 h. Passado este tempo,
adicionou-se lentamente e sob gotejamento 10,0 mL de uma solu¢do aquosa de
hidréxido de sodio 0,25 mol/L. Apés este procedimento, as blendas foram submetidas
a uma filtracdo simples, seguida de uma lavagem com agua deionizada em
abundancia, e postas para secar a temperatura ambiente (27 + 3 °C) por 48 h. Por fim,
as blendas foram trituradas com almofariz e pistilo, e posteriormente tamizadas
(peneira 18 Mesh e 1,0 mm) para obter a forma de flocos médios. A massa obtida foi
pesada em balanca analitica. A Tabela 1 mostra as propor¢cdes em massa na

preparacéo das blendas.

Tabela 1. Propor¢cdes em massa na preparacdo das blendas.

Blenda Massa de MCO (g) Massa de QTS (Q)
MCO-QTS 1:3 0,25 0,75
MCO-QTS 1:1 0,50 0,50
MCO-QTS 3:1 0,75 0,25

Fonte: Autoria propria.



42

4.4. Caracterizagdo da MCO e das blendas MCO-QTS

A caracterizacdo da MCO e das blendas MCO-QTS foi realizada pelos métodos
instrumentais de andlise de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV),
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR).

Um principio basico da microscopia € tornar visivel ao homem o que néo é
possivel que 0 mesmo possa enxergar a olho nu. Uma ordem cronolégica dos
microscopicos mais primitivos aos mais atuais pode ser dada aparecendo nessa
ordem cronoldgica pode ser citada a lupa como um dos primeiros e mais usuais, em
seguida o microscopio Optico, que ilumina o objeto com luz visivel ou luz ultravioleta.
O limite maximo de resolucdo dos microscépicos Oticos sdo estabelecidos pelos
fendbmenos de difracdo devido ao comprimento de onda da radiag&do incidente. A
grande maioria dos microscopios 6ticos convencionais, ficam limitados a uma
resolucdo de no maximo de vezes de aumento, acima desse valor ndo possivel
perceber-se detalhes muito pequenos.

Para a percepcéo de detalhes muito pequenos como a morfologia de certos
materiais utiliza-se com bastante frequéncia a microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Um microscopio eletrénico de varredura (MEV), no lugar de fétons utilizados
em um microscopio optico convencional, utiliza um feixe de elétrons, o que permite
solucionar o problema de resolucéo relacionado com a fonte de luz branca (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007).

Espectroscopia é o0 estudo da interacdo da matéria com radiacdo
eletromagnética. A radiacdo eletromagnética € a energia radiante que possui
propriedades tanto de particulas quanto ondas. Uma série de diferentes tipos de
radiacdo eletromagnética - cada tipo associado a uma faixa particular de energia
constituiu o espectro eletromagnético (Figura 10) (BRUICE, 2006).
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Figura 10. Representacao do Espectro eletromagnético.
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Fonte: BRUICE, 2006.

Na técnica de espectrocopia no infravermelho com transformada de fourrier
(FTIR), a energia que incide sobre a amostra que apresenta comprimento de onda
abaixo do comprimento de onda da luz vermelha, essa energia consegue fazer com
gue as ligacdes covalentes presentes nas moléculas que compdem o material passem
a vibrar mais. A moléculas pode vibrar de maneira axial, que quando a vibracao ocorre
ao logo da linha de ligacdo covalente da molécula alterando o comprimento da ligacéo,
pode vibrar de forma angular que nesse caso a vibracdo modifica o angulo da
molécula (BRUICE, 2006).

Moléculas que contém trés ou mais atomos podem vibrar , tanto de maneira
axial quanto angular simétrica ou assimétrica, as deformacgfes angulares podem ser
tanto balanco (rock), tesoura (scissor), abano (wag), torcao (twist) (Figura 11)
(BRUICE, 2006).



Figura 11. Representacao das vibragdes angulares.
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Cada vibracao de deformacdao axial e angular de uma ligacdo molecular ocorre

com frequencia especifica. Quando as moléculas de uma substéncias sao

bombardeadas com radiagdo com fregéncia que antige a fregéncia exat de suas

deformacées, a molécula absorvera energia. Isso faz com que as moléculas vibrem

masi de forma axial e angular. E possivel determinar exatamente os nimeros de onda

absorvido na vibragédo, com isso € possivel identificar o tipo de ligacdo existente entre

os a&tomos da molécula. Por exemplo, a deformacéo axial da ligacdo C=0O absorve

energia de nimero de onda préximo de 1700 cm?, enquanto que a deformacéo axial

de uma ligagdo O — H, absorve energia de nimero de onda préximo de 3450 cm

(Figura 12) (BRUICE, 2006).
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Figura 12. Espectro no infravermelho da 4-hidroxi-4-metilpentanona.
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Fonte: BRUICE, 2006.

Observe que o0 uso de técnicas como a espetroscopia no infravermelho com
trasformada de fourrier (FTIR), concede informacaoes sobre a estrutura das moléculas
do material. Assim, com o uso dessas técnicas foi possivel obter informacdes
detalhadas da morfologia dos materias bem como dos grupos funcinais caracteristicos

das substancias que fazem parte da composicdo dos materiais.

4.5. Extracao e purificagdo da nimesulida a partir de comprimidos

Para obter-se o farmaco nimesulida, sem elevar consideravelmente os custos
da pesquisa, optou-se em utilizar uma metodologia de extracdo e purificacdo deste
farmaco a partir de comprimidos comercialmente disponiveis do medicamento
genérico Nimesulida de 100 mg (marca EMS), segundo o método descrito por
Gonsalves et al. (2013) com modificacdes.

Neste procedimento foram triturados 12 comprimidos de nimesulida de 100 mg
usando almofariz e pistilo. O pé obtido foi inicialmente disperso em 50 mL de acetona
e depois a suspenséo foi submetida a uma filtracdo simples, sendo o filtrado gotejado
diretamente para um béquer contendo 100 mL de uma solu¢cdo aquosa de acido

cloridrico a 0,05 mol/L. A solucdo do béquer foi deixada em repouso por 24 h a
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temperatura ambiente (27 = 3 °C) e, ap0s a evaporacéo lenta da acetona da solucéo,
foram obtidos cristais do farmaco nimesulida, os quais foram novamente submetidos
a uma filtracdo simples e postos para secar a temperatura ambiente (27 + 3 °C) por

48 h. Apos seca, a massa de nimesulida pura obtida foi pesada em balanca analitica.

4.6. Caracterizacdo da nimesulida extraida e purificada

O farmaco nimesulida extraido e purificado foi caracterizado pelas técnicas de
determinacao de ponto de fusdo (PF), espectrofotometria de absor¢cdo molecular no
UV-Vis, microscopia eletrbnica de varredura com espectroscopia de energia
dispersiva (MEV/EDS), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C.

Foi obtido um espectro de absor¢do molecular UV-Vis de nimesulida a 20,0
mg/L, na faixa de 300 a 500 nm, com variacdo de 10 nm em 10 nm, em um meio
aguoso basico sem enzimas para mimetizar simplificadamente o fluido intestinal
(NaH2PO4/Naz2HPO4, pH 7,4, com polissorbato 80 a 2,0 %(v/v) e concentracdo dos
constituintes préxima a 0,05 mol/L). A partir deste espectro foi obtido o comprimento
de onda (A) de maxima absorcdo para direcionar a construcdo da curva analitica

visando a determinacao espectrofotométrica de nimesulida.

4.7. Construcdo da curva analitica para a determinacéo da nimesulida

Para a construgdo da curva analitica, usando um método desenvolvido pelos
autores, foi preparada inicialmente uma solucdo estoque de 1000,0 mg/L de
nimesulida no tampéo basico K2HPO4/KH2PO4 (pH 7,4). Em seguida, por diluigdo
simples, preparou-se uma solucao estoque intermediaria de 100,0 mg/L de nimesulida
no mesmo tampao. Por fim, os padrdes de nimesulida nas concentracdes de: 0,5, 5,0,
10,0, 15,0, 20,0, 25,0 e 30,0 mg/L, foram preparadas misturando-se uma aliquota
adequada da solucao estoque de nimesulida a 100,0 mg/L, junto com 1,0 mL do
tamp&o K2HPO4/KH2PO4 (pH 7,4) e 0,20 mL de polissorbato 80. O volume final de
10,0 mL foi devidamente ajustado em bal6es volumétricos usando agua deionizada.

A solucdo do branco foi preparada da mesma forma, substituindo-se a aliquota da
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solugdo estoque de nimesulida pelo mesmo volume de solucdo tampao
K2HPO4/KH2PO4 (pH 7,4).

A leitura de absorbancia dos padrbes preparados foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 400 nm. A equacao da reta e o
coeficiente de determinacéo (R?) foram obtidos através do software Microcal Origin

6.0®, utilizando o ajuste linear pelo método dos minimos quadrados.

4.8. Incorporacgado da nimesulida nas matrizes poliméricas

A incorporacéo da nimesulida na MCO e na blenda polimérica MCO-QTS (1:1)
foi feita através da técnica de banho finito de liquido (adsorcao). Neste procedimento,
massas de 400,0 mg de MCO e blenda MCO-QTS (1:1) foram inseridas em
erlenmeyers distintos contendo 50,0 mL de uma solucéo hidroalcéolica de nimesulida
na concentracao de 10,0 g/L. As suspensdes preparadas ficaram em repouso, sem
agitagdo constante, por 48 h. Passado este periodo, a MCO e a blenda MCO-QTS
foram filtradas da solucdo, lavadas com agua deionizada e secas a temperatura
ambiente (27 £ 3 °C) por 48 h. Estas matrizes foram entdo caracterizadas por MEV,
EDS e FTIR.

Cabe salientar que as blendas poliméricas MCO-QTS (1:3) e (3:1) n&o foram
usadas nestes ensaios por opcdo dos autores do trabalho e baseando-se em
resultados obtidos nos estudos de caracterizacdo destas matrizes realizados

anteriormente.

4.9. Reticulac&o das matrizes poliméricas

As blendas poliméricas MCO-QTS e a MCO foram reticuladas usando uma
solucdo aquosa acida de cloreto de calcio (CaCl2.2H20) e usando a estratégia de
calcificacdo proposta por Wu e Colaboradores (1995) com algumas modificagdes.
Este procedimento teve como objetivo interligar as cadeias poliméricas das matrizes
visando prolongar a liberacdo do farmaco nimesulida incorporado em seu interior.

Neste procedimento, massas de 200,0 mg de MCO ou de blenda MCO-QTS

(1:1) ja contendo nimesulida incorporada foram inseridas em erlenmeyers distintos
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contendo 100,0 mL de uma solu¢do aquosa de CaCl2.2H20 a 10,0%(m/v) em HCI a
0,10 mol/L. As suspensdes preparadas ficaram em repouso, sem agitacdo constante,
por 24 h. Passado este periodo, a MCO e a blenda MCO-QTS reticuladas e contendo
nimesulida incorporadas foram filtradas da solugéo, lavadas com agua deionizada e
secas a temperatura ambiente (27 £ 3 °C) por 48 h. Estas matrizes foram entéo
caracterizadas por MEV, EDS e FTIR.

4.10. Determinacgdo do teor de nimesulida nas matrizes poliméricas

A quantificacdo de nimesulida incorporada nas matrizes poliméricas foi
realizada fazendo-se extracdes sucessivas do farmaco a partir da MCO e blenda
MCO-QTS (1:1) tanto na forma nao reticulada quanto na reticulada. Neste
procedimento, 25,0 mg de cada matriz foi inserida em um erlenmeyer de 50 mL e
adicionado 8,0 mL de uma mistura 1:1 de metanol P.A. e tamp&o K2HPO4/KH2PO4 (pH
7,4) no frasco. Esta suspenséo foi agitada manualmente e o frasco fechado foi deixado
em repouso por 24 h. Passado este periodo, a fase hidroalcodlica sobrenadante foi
extraida com auxilio de uma pipeta de Pasteur, evitando-se aspirar o sélido, e
transferida para um baldo volumétrico de 25 mL, o qual foi em seguida tampado.

Este procedimento foi repetido por mais duas vezes, sempre adicionando uma
nova aliquota de 8,0 mL da solucédo hidroalcodlica 1:1 em cada etapa de extracdo. As
trés fases hidroalcodlicas foram reunidas no mesmo baldo volumétrico, sendo o
volume final deste ajustado com agua deionizada para, em seguida, proceder com a
analise espectrofotométrica. Este ensaio foi realizado em triplicata para cada matriz
sob estudo.

Para as andlises espectrofotométricas, uma aliquota de 1,0 mL da solugéo
extratora hidroalcodlica foi misturada com 1,0 mL do tampédo K2HPO4/KH2PO4 (pH 7,4)
e 0,20 mL de polissorbato 80 em um baldo volumétrico de 10,0 mL, sendo o volume
final devidamente ajustado usando agua deionizada. A solucdo do branco foi
preparada da mesma forma, substituindo-se a aliquota da solucéo extratora por 1,0
mL da mistura 1:1 de metanol P.A. e tampao (pH 7,4). A leitura de absorbancia destas

amostras foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 400 nm.
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4.11. Montagem do sistema para 0s ensaios de liberagdo do farmaco nimesulida

a partir das matrizes poliméricas

Para a realizacéo do ensaio de liberacdo in vitro do farmaco nimesulida a partir
das matrizes poliméricas sob estudo foi criado um sistema em fluxo fechado de
monitoramento de absorbéancia em funcdo do tempo, de forma a mimetizar o
funcionamento do aparelho dissolutor conhecido como aparato 4 da USP ("Flow-
Through Dissolution System"), o qual € normalmente utilizado para formulacdes de
liberacdo prolongada de farmacos e para volumes de meio de liberacdo que podem

ser ajustados entre 50 mL e 2,0 L. A Figura 13 mostra o sistema montado.

Figura 13. Sistema em fluxo fechado montado para os ensaios de liberagcdo do

farmaco nimesulida a partir das matrizes poliméricas sob estudo.

"ﬁrﬁ"‘i X

Bomba Peristaltica et L
Agitador Magnético

Fonte: Autoria propria.

O sistema proposto foi montado usando-se um espectrofotdmetro (modelo
1600 UV, marca Nova Instruments), uma bomba peristaltica (modelo DMC-100, marca
MS Tecnopon), um agitador magnético (modelo NI 1103-E, marca Nova Instruments),
uma cuba de vidro para banho-maria, um baldo de reacdo de 250 mL de 2 bocas,
tubos de bombeamento de silicone (di = 0,20 mm), tubos de conducédo de silicone
transparente (di = 0,10 mm) e um cronémetro manual para o registro do tempo. A
bomba peristaltica foi programada para operar na vazéo de 5,0 mL/minuto. O agitador
magnético foi ajustado para aquecer a agua do banho-maria o suficiente para aquecer
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e manter o meio interno de liberagcdo na temperatura de 37 + 1 °C. Este agitador
também foi ajustado para manter a taxa de agitacdo em 150 + 20 rpm. Uma barra
magnética revestida de teflon de 1,0 cm (di = 0,30 mm) foi inserida no baldo para
promover a agitacdo. Um termometro do tipo espeto foi inserido no meio de liberagéo
durante todo o ensaio para o registro da temperatura.

4.12. Ensaios de liberacdo da nimesulida a partir das matrizes poliméricas

Os ensaios de liberacao de nimesulida a partir das matrizes poliméricas sob
estudo foram feitos empregando-se o sistema em fluxo fechado proposto (Figura 9).
Neste procedimento foi inserido inicialmente no baldo 100,0 mL da solugcéo tampéao
K2HPO4/KH2PO4 (pH 7,4) e 0,20 mL de polissorbato 80. O agitador magnético com
aquecimento foi ligado para homogeneizar a solucéo e ajustar a temperatura interna
do meio de liberacdo até o termdmetro registrar o valor de 37 = 1 °C. ApOs estas
condicbes serem alcancadas, a bomba peristaltica foi ligada para iniciar o fluxo
continuo do meio de liberacdo em direcdo ao espectrofotdbmetro, onde o mesmo foi
zerado com esta solugdo no comprimento de onda de 400 nm. Somente apos estes
procedimentos é que a massa de 25,0 mg da matriz polimérica sob estudo foi inserida
no baléo para iniciar os ensaios de liberagéo.

A leitura de absorbancia pelo espectrofotdmetro iniciou desde o tempo de 10 s
indo até o tempo de 2 h em alguns estudos, com registro de absorbancia a intervalos
de tempo pré-determinados e, desde o tempo de 10 s até o tempo de 12 h em outros
estudos, também com registro de absorbéancia a intervalos de tempo pré-

determinados.

4.13. Aplicacdo de modelos tedricos para explicar os perfis de liberacdo da

nimesulida a partir das matrizes poliméricas

Os modelos tedricos dependentes de ordem zero, primeira ordem e Higuchi
foram aplicados aos resultados dos ensaios de liberagcdo, usando-se as

recomendacdes dos modelos, sendo as equacdes linearizadas obtidas com auxilio do
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software Microcal Origin 6.0®°. Os parametros de cada modelo foram calculados

manualmente através dos coeficientes angulares e lineares das equacdes obtidas.

4.14. Anélise estatistica

Os dados experimentais, quando necessarios, foram submetidos a analises
estatisticas com auxilio do software GraphPad Prism 6.0®, e considerando um nivel
de confianga de 95%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtencdo da membrana da casca do ovo
A membrana foi extraida por processo quimico, a partir da rea¢éo entre o acido
acético (CHsCOOH) e o carbonato de célcio (CaCOzs) presente na casca do ovo,
provocando a dissolucéo total de sua casca, segundo a reacéo acido-base abaixo.
2 CH3COOH (aq) + 1 CaCO3 ) — 1 Ca(CH3COO)2 (ag) + 1 CO2(g + 1 H20 g
Ao término da reacao o carbonato de calcio foi consumido, restando apenas a
membrana da casca do ovo, 0 qual encontrava-se turgido, envolvendo o contetdo

interno (clara e gema), fato que pode ser visualizado na Figura 14.

Figura 14. Ovos antes da remocao da casca (calcificado) e apos trés dias imersos em

solucdo aquosa de acido acético (descalcificado).

(a) ovo calcificado (b) ovo descalcificado

Fonte: Autoria prépria.

A membrana depois de separada de seu conteldo interno foi lavada com agua
em abundancia e seca a temperatura ambiente, sendo entdo triturada em meio
etandlico, para minimizar o excesso de hidratacdo e remover eventuais substancias

organicas adsorvidas, resultando no material mostrado na Figura 15.
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Figura 15. Membrana da casca do ovo.
I

(a) antes da trituragéo (b) apos a trituragéo

Fonte: Autoria prépria.

A partir do procedimento de extragdo da membrana adotado foi possivel obter
cerca de 7,0 g de MCO in natura, ou seja, 0,23 g de membrana/ovo.

5.2. Preparacéo e caracterizac&o das blendas poliméricas

A preparacao das blendas entre a MCO e a QTS seguiu o método classico de
unido polimérica por intermédio de atracao eletrostatica. Assim, 0os grupos aminos da
guitosana em meio acido encontram-se protonados, produzindo uma carga superficial
positiva que atrai eletrostaticamente os grupos &acidos carboxilicos ionizados e,
portanto, carregados negativamente, na superficie da membrana da casca do ovo.
Portanto, a mistura acima envolve um processo fisico que ocorre em meio
heterogéneo. Além disso, as blendas de MCO-QTS preparadas, na propor¢do em
massade 1:3, 1:1 e 3:1 respeitam o fato de que na mistura, um componente polimérico
deve ter concentracdo acima de 2% em massa do segundo componente (LUNA et al.,
2015).

Uma vez preparadas, as blendas MCO-QTS foram submetidas & Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) acoplada a Espectroscopia de Energia Dispersiva

(EDS) para ser avaliada a morfologia do material preparado e a presenca de alguns
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elementos quimicos. As Figuras 16 e 17 mostram, respectivamente, imagens de
MEV/EDS da MCO in natura e da QTS solida in natura para fins de comparagédo com
as blendas. Cabe salientar que durante todo o processo de preparacédo das blendas,
a MCO mantém-se em fase solida, ja que € insollivel no meio aquoso acido do ensaio,
atuando portanto como um suporte para a ancoragem da QTS, a qual encontra-se
inicialmente solubilizada neste meio e sofre lenta precipitacdo e adsorcdo sobre a

MCO a medida que o pH do meio € elevado vagarosamente com a adicdo de base.

Figura 16. Imagens de MEV (a) e analise de EDS (b) da

MCO in natura.

o
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Fonte: Autoria propria.

Na Figura 16 observa-se a estrutura morfolégica da MCO, com ampliacdo de
1500 vezes, a qual demonstra ser bastante fibrosa e porosa, apresentando desta
forma caracteristicas compativeis com a membrana descrita por Balaz (2014). Ainda
de acordo com este autor, as fibras individuais da MCO estdo dispostas
aleatoriamente, entrelacadas entre si e com pontos de coalescéncia, com distancias

entre elas de aproximadamente 25 um e didmetros variando entre 1,5 e 5,0 um. Essa
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morfologia da MCO influencia diretamente as suas propriedades fisicas e mecanicas.
O EDS da MCO mostrou a presenca de uma pequena quantidade de calcio na
membrana, o que pode ser explicado tendo em vista que a MCO esta disposta na
forma de camadas (interna e externa) aderidas a casca do ovo, de modo que €
provavel a presenca de resquicios deste elemento no biopolimero em estudo. A
presenca de enxofre também se justifica, uma vez que a MCO € um material proteico
e possui aminoacidos contendo o grupo tiol (-SH), tal como a cisteina.

Na Figura 17 observa-se a estrutura morfoldgica da QTS sdlida in natura, com

ampliacao de 1500 vezes.

Figura 17. Imagens de MEV (a) e analise de EDS (b) da QTS sdlida in natura.
(@ g R

2016/05/10 15:18 D34 x1.5k 50um

(b) : M spectrum 4

Fonte: Autoria propria.

A quitosana (QTS) em fase sélida apresenta-se como uma estrutura amorfa,
de caracteristica irregular e ndo homogéneas com relagdo ao tamanho de particulas.
J& o EDS mostra uma composicdo variavel, sendo os elementos predominantes na

estrutura, o nitrogénio (N) e oxigénio (O), em razdo dos grupos aminos (—NH:) e
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alcoois (-OH) presentes nos mondmeros do polimero. Também foi detectada a
presenca de tracos do elemento calcio (Ca), o qual, segundo Panith et al. (2016), pode
vir da estrutura 6ssea dos crustaceos a qual a quitina foi extraida para a preparacao
da QTS.

A Figura 18 mostra o MEV/EDS da blenda MCO-QTS 1:3 (25% de MCO e 75%
de QTS), com ampliacéo de 1500 vezes. Neste é possivel verificar uma massa amorfa,

gue corresponde a QTS, recobrindo quase a totalidade da superficie fibrosa da MCO.

Figura 18. Imagens de MEV (a) e analise de EDS (b) da blenda MCO-QTS 1:3.
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View field: 92.2 ym
SEM MAG: 1,50 kx Date{midly): 02/29/16 Parformance in nanospacs

(b)

Fonte: Autoria prépria.

A Figura 19 mostra o MEV/EDS da blenda MCO-QTS 1:1 (50% de MCO e 50%
de QTS), também com ampliacdo de 1500 vezes. Nesta € possivel verificar que existe
uma maior homogeneidade de dispersao da QTS sobre a superficie da MCO. Isto se

justifica uma vez que ambos 0s polimeros estdo na mesma propor¢gdo em massa.
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View field: 92.3 pm Det SC 20 pm
SEM MAG: 1,50 kx | Date{m/dly): 02/29/16 Parformance In nanospace

(b)

Fonte: Autoria prépria

Por fim, a Figura 20 mostra o MEV/EDS da blenda MCO-QTS 3:1 (75% de MCO
e 25% de QTS), com ampliacéo igual as das analises anteriores. Neste é possivel
verificar a presenca de massas amorfas mais densas de QTS, porém com grande
disperséo entre si, sobre a superficie das fibras da MCO.

Para as andlises de EDS, foi observado que as trés blendas preparadas
apresentaram em sua COmposi¢ao a presenca majoritaria dos elementos oxigénio (O)
e nitrogénio (N), além da presenca em tracos de calcio (Ca) e enxofre (S), observando-
se quantidades variaveis destes elementos a depender da propor¢cédo de MCO e QTS
nas amostras.

Neste ponto do projeto, diante dos resultados de MEV mostrados nas Figuras
18 e 20, correspondente as imagens das blendas MCO-QTS 1:3 e 3:1, foi feita uma
exclusdo de estudo de incorporacéo/liberagdo de nimesulida para estas blendas,
baseando-se no seguinte aspecto: as superficies mais irregulares de tais blendas

podem comprometer a reproducdo da incorporacdo do farmaco nimesulida, pois,
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segundo Catoni e Colaboradores (2010), a variabilidade e a redugédo de porosidade
na superficie, observando-se claramente duas fases, pode indicar menor adesao das
cadeias poliméricas na blenda e dificultar a incorporacdo do farmaco em testes

posteriores.

Figura 20. Imagens de MEV (a) e analise de EDS (b) da blenda MCO-QTS 3:1.
(a) g

SEM HWV: 5.0 kV WL 16,91 mm VEGAZ 1ESCAN
View held: 92.5 pm Det: SC 20 pm

SEM MAG: 1,50 kx _ Date{midly): 02/28/16 | Parformance in nanospace

(b)

Fonte: Autoria propria.

Assim, a partir deste estudo de caracterizacdo, observou-se que a blenda que
apresentou uma melhor organizacdo morfologica superficial, com uma distribuicéo
mais uniforme, foi a preparada na propor¢ao de 1:1 dos constituintes (50% de MCO e
50% de QTS), sendo esta a escolhida para ser utilizada nos estudos posteriores.

Outro tipo de caracterizacdo das matrizes poliméricas em estudo foi a andlise
por infravermelho (FTIR). O espectro de absorcéo de infravermelho (FTIR) da MCO in
natura (Figura 21a) apresenta duas regides importantes, a primeira, com picos de
grupos funcionais em comprimentos de onda que variam de 3750 cm™? a 2500 cm™, e

a segunda regido, com picos em comprimentos de onda de absor¢&o entre 1700 cm-
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1 e 600 cm™. Na regido com os comprimentos de onda de valores mais elevados o
pico de maior intensidade é evidenciado exatamente no valor de 3289 cm™ que
corresponde ao modo de deformacao axial dos grupos O—H e N—-H. Os outros picos
em 2932 cm? e 2869 cm correspondem as deformacdes axiais assimétricas C—H

das ligacdes presentes nos grupos =C—H e =CHo.

Figura 21. Espectros de FTIR da MCO in natura (a) e QTS in natura (b).
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Fonte: Autoria propria.

Nos espectros da Figura 21a, na regido onde os picos tém comprimentos de
onda menores, os picos de maior intensidade surgiram em 1633 cm, que
corresponde ao modo de vibragdo axial C=0, em 1524 cm, que corresponde ao
modo de vibragéo de estiramento CN/NH. O pico em 1240 cm confirma o modo de

vibracdo em estiramento das ligacdes dos grupos CN/NH, que caracterizam a funcéo
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amida presente nas glicoproteinas das fibras da MCO (BRUICE, 2006). Os picos em
1441 cm, 1066 cm™ e 660 cm?, correspondem ao modo de vibragdo em estiramento
das ligacdes dos grupos C=C, C-O e C-S, respectivamente. A caracterizacdo da
MCO feita no trabalho de Balaz (2014) traz uma grande proximidade entre os valores
de comprimentos de onda obtidos na caraterizacao desse trabalho, comprovando a
presenca dos grupos funcionais mostrados anteriormente.

A Figura 21b mostra os espectros de FTIR da quitosana in natura. O espectro
também apresenta duas regifes de absorcdo relevantes. Na regido de absorcéo de
alta frequéncia, o pico estreito em 3028 cm™ é tipico de vibracdes axiais das ligacdes
presentes nos grupos O—H livres. O pico largo e intenso em 3536 cm™ é caracteristico
do grupo O—H néo livre, ou seja, que formam ligacdo de hidrogénio (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2006). Os picos em 3028 cm™ e 3536 cm! estdo relacionados
também ao modo de vibracdo axial presentes em aminas primarias e secundarias
livres. Ainda na primeira regiao € possivel atribuir picos caracteristicos dos grupos C—
H de ligagdo CH> (2930 cm?) e C—H de ligacdo CH3 (2869 cm™). No estudo realizado
por Paluszkiewicz (2011) os picos correspondentes aos grupos foram observados em
comprimentos de onda muitos préximos aos obtidos no FTIR realizado para a QTS in
natura desta pesquisa. O FTIR apresentou também uma segunda regido de absor¢céo
com picos em 1633 cm™ e 1404 cm?, correspondentes as vibracdes do grupo C=0
de amida. O pico em 1524 cm?, correspondente as vibragées angulares do grupo N—
H de amina primaria. Os picos em 874 cm™ e 1021 cm?, correspondentes as vibracdes
axiais do grupo C-O na ligacao glicosidica 8(1—4), a qual esta presente na quitosana,
sendo resultado da desacetilagéo da quitina (LI et al., 2014).

O FTIR das blendas poliméricas produzidas pela mistura de MCO e QTS nas

proporgdes de 3:1, 1:1 e 1:3, respectivamente, podem ser vistas na Figura 22.



Figura 22. Espectros de FTIR das blendas MCO-QTS 3:1 (a), 1:1 (b) e 1:3 (c).
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Observando os espectros da Figura 22, os picos de absorcédo entre 3289 cm
e 2869 cmt se mantiveram, sendo esses sinais relacionados ao modo de deformacéo
axial dos grupos O—H e N-H. Os picos em 2932 cm™ e 2869 cm?, correspondem as
deformagfes axiais assimétricas C—H das ligacBes presentes nos grupos =C—H e
=CH.2. Todos esses picos correspondem aos grupos presentes na MCO. Alguns picos
da quitosana também aparecem no FTIR das blendas poliméricas, como as absorc¢des
entre 1633 cm™ e 1404 cm?, que correspondem as vibracdes do grupo C=0 de amida,
e 0 pico em 1524 cm, que corresponde as vibracdes angulares do grupo N-H de
amina primaria. Alguns picos caracteristicos das duas substancias foram mantidos, e
outros se sobrepuseram, demonstrando interacdo entre as substancias (BROMAN;
KHOO; TAYLOR, 2001). A medida que a propor¢cdo de MCO e QTS muda, sdo
observadas mudancas nos picos caracteristicos de FTIR de cada blenda, mostrando
gue houve interacdo entre os polimeros que compdem tais materiais. O FTIR da
blenda MCO-QTS 1:1 também foi a que mostrou a melhor divisao entre as proporcdes
dos polimeros constituintes, esse fato reforca a escolha desta blenda para a

realizacdo do estudo de incorporacao e liberacdo de nimesulida.

5.3. Extracdo, purificacdo e caracterizacdo da nimesulida a partir de

comprimidos

A nimesulida, de nome quimico N-(4-Nitro-2-fenoxifenil)-metanossulfonamida,
apresenta baixa solubilidade em &gua, contudo, este farmaco apresenta o grupo
metanossulfonamida, que lhe confere um carater de acido fraco pela teoria acido-base
de Brosted-Lowry (Figura 23). Assim, quando ionizada, esta substancia da origem a
uma base soluvel em fase aquosa. Essa teoria € muito usada para explicar reacdes
acido-base que ocorrem em meio aquoso, onde o acido € qualquer espécie quimica
capaz de doar prétons (H*) e base é a espécie capaz de receber protons. Desta
maneira, cada acido possuira sua base conjugada, assim como toda base tera seu
acido conjugado, sendo a presenca ou nao do préton H*, a Unica diferenca entre
ambas as espécies (SARKER; NAHAR, 2007).

Segundo a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), esta substancia apresenta
uma massa molar de 308,31 g/mol, férmula quimica C13H12N20sS, é um aspecto de

p6 amarelo palido, cristalino, levemente untuoso ao tato, inodoro e ndo higroscopico.
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Figura 23. Par acido-base conjugado da nimesulida em meio aquoso.
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Fonte: Adaptado de Gonsalves e Colaboradores (2013).

Considerando o procedimento de extracdo da nimesulida a partir dos
comprimidos, uma caixa contendo 12 comprimidos de 100 mg cada deu origem a
cerca de 953,0 mg de farmaco purificado por cristalizagéo, conferindo um rendimento
de extragdo de 79,4%. O produto obtido apos a purificacdo apresentou-se como um
po cristalino de cor amarelo palido, conforme descricdo da Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2010) (Figura 24).

Figura 24. Farmaco nimesulida obtido apés purificacéo por cristalizacao.

Fonte: Autoria propria.
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Desta forma, como a pretensdo era usar o farmaco extraido e purificado nos
estudos de incorporacéo e liberacdo de nimesulida, e também como padrao analitico
para a construcao da curva de referéncia, optou-se em caracterizar o produto obtido
por ponto de fusdo (PF) e Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e Carbono.

A média do ponto de fusédo obtido em analise em triplicata, utilizando a técnica
de capilar imerso em banho de glicerina, revelou o PF de 147 °C + 2 °C. Essa estreita
faixa de fusdo revelou que o farmaco nimesulida extraido possuia alta pureza. Além
disso, a Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010) relata que o PF da nimesulida esta
na faixa de 143,3 a 144,5 °C, enquanto que Shoukri e Colaboradores (2009) relatam
um PF de 147 °C.

Continuando com a caracterizacdo do farmaco, as Figuras 25 e 26 mostram os

espectros de RMN de 'H e '3C da nimesulida extraida e purificada.

Figura 21. Espectro de RMN-'H da nimesulida em CDClz em 400 MHz.
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O espectro de RMN-'H (Figura 25) revelou 11 sinais de hidrogénio, com os
seguintes deslocamentos quimicos (6): 7,1-8,0 ppm (8 H aromaticos) e 3,2 ppm (3H
metilicos). O sinal de hidrogénio do grupo sulfonamida foi ausente devido ao
fendbmeno de troca rapida. O sinal em & 7,3 ppm refere-se ao solvente (CDCls). Os
pequenos sinais com deslocamentos quimicos em 2,1 ppm e 1,3 ppm sao de

impurezas incorporadas.

Figura 22. Espectro de RMN-*3C da nimesulida em CDClz em 400 MHz.
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Fonte: Autoria propria.

O espectro de RMN-13C (Figura 26) revelou 11 sinais de carbono, com os
seguintes deslocamentos quimicos (6) 154,1 ppm, 146,3 ppm, 143,6 ppm, 134,0 ppm,
130,6 ppm, 125,9 ppm, 119,7 ppm, 119,4 ppm, 117,3 ppm, 111,8 ppm e 40,5 ppm. O
sinal em & 77,1 ppm refere-se ao solvente (CDClz). Cabe salientar que a molécula
apresenta 13 carbonos, contudo, 4 carbonos do anel aromético monossubstituido sao
magneticamente iguais, revelando dois pares de carbono com deslocamentos

guimicos idénticos.
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Pelos espectros de RMN obtidos para o farmaco nimesulida extraido e
purificado pode-se dizer que esta substancia esta em alto grau de pureza e, em razao
disto, sera utilizada nos estudos posteriores, inclusive como padréo analitico para a
construcdo da curva de referéncia indispenséavel para os estudos de incorporagéo e
liberagao.

O farmaco nimesulida foi caracterizado através de espectrofotometria de
absorcdo molecular UV-Vis em meio aquoso basico que mimetiza simplificadamente
o fluido intestinal (NaH2PO4/Na2HPO4 - pH 7,4). A Figura 27 mostra o espectro obtido.
O resultado desta analise mostrou que o comprimento de onda (A) de absorcéo
molecular maxima no meio aquoso basico avaliado é em 400 nm. A espécie
absorvedora neste pH é provavelmente o anion resultante da ionizacdo em pH basico

do grupo acido metanossulfonamida presente no farmaco nimesulida.

Figura 27. Espectro de absor¢cao molecular do farmaco nimesulida.
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Fonte: Autoria prépria.

Para avaliar a provavel morfologia da nimesulida incorporada nas matrizes
poliméricas MCO e blenda MCO-QTS 1:1, uma micrografia por MEV do p0 cristalizado
obtido foi obtida na ampliagdo de 1500 vezes (Figura 28). Segundo Nalluri e
Colaboradores (2003), a MEV de amostras comerciais de nimesulida revelou
particulas com formato tabular e superficies lisas. JA& Sanphui, Sarma e Nangia (2011)

obtiveram morfologia tabular e acidular dos cristais de nimesulida obtidos. Estas
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diferencas devem-se ao polimorfismo deste farmaco, onde suas moléculas podem
adotar mais de um arranjo cristalino no estado sélido. No MEV da amostra de
nimesulida extraida e purificada neste trabalho sdo observados cristais tanto com

formato tabular como acidular.

Figura 28. Imagem de MEV dos cristais de nimesulida extraida e purificada.
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Fonte: Autoria propria.

Por fim, a nimesulida também foi caracterizada por FTIR. O espectro de

infravermelho da Figura 29 mostra este resultado.
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Figura 29. Espectro de FTIR da nimesulida extraida e purificada.
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Fonte: Autoria propria.

No espectro da Figura 29, sdo observados picos caracteristicos da nimesulida,
sendo os picos de absorcdo em 1526 cm? e 1341 cm* relacionados a deformacgéo
assimétrica do grupo NO2. O pico em 1082 cm* refere-se a deformacéo da ligacéo
S=0. O pico em 3286 cm* refere-se a deformacéo da ligacdo N-H. Os picos em 1154
cm? e 1077 cm referem-se a ligacdo éter C-O—C e a ligacdo C—H da metila (CH3),
respectivamente. Diversos picos na regido entre 640 e 906 cm™ referem-se as

deformacg@es das ligacdes C—H de aromaticos (KHAN et al., 2010).

5.4. Curva analitica para a determinacdo do farmaco nimesulida

O método espectrofotométrico utilizado para a determinacdo do farmaco
nimesulida baseou-se na ionizacdo desta substancia em meio tamponando em pH
7,4, fato que produz um anion de coloracdo amarelo bastante solivel neste meio e
gue absorve intensamente em 400 nm segundo o0 espectro de absorcdo UV-Vis
mostrado na Figura 27. A Figura 30 mostra a curva de referéncia para a determinagao

espectrofotométrica de nimesulida.
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Figura 30. Curva de referéncia para a determinacdo espectrofotométrica de

nimesulida.
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Fonte: Autoria propria.

Observando a curva de referéncia da Figura 30 pode-se perceber uma
linearidade adequada (R? > 0,98), indicando obediéncia a lei de Beer na faixa de
trabalho considerada (0,5 a 30,0 mg/L), com coeficiente de determinagcao proximo da
unidade (R? = 0,98515). O R? obtido foi ligeiramente superior ao minimo exigido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para validagéo parcial de métodos
analiticos, o qual corresponde ao valor de 0,98 segundo a Resolugédo n° 899, de 29
de maio de 2003 (BRASIL, 2003).

A equacao da reta obtida foi equivalente a Y = 0,04073 . X - 0,01771, onde Y
representa a absorbancia medida espectrofotometricamente e X a concentracdo do
farmaco nimesulida (mg/L). Esta curva foi considerada com linearidade aceitavel
tendo em vista que nédo foi usado um padrdo analitico comercial de nimesulida para a
construcdo da mesma, sendo usado o proprio farmaco extraido e purificado a partir
dos comprimidos comercialmente disponiveis do medicamento genérico Nimesulida
de 100 mg (marca EMS). Esta equacéo foi usada para a conversao de absorbéancia
em concentragao nos estudos de incorporacgao e liberacdo de nimesulida nas matrizes

poliméricas sob estudo.
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5.5. Incorporacgéo da nimesulida nas matrizes poliméricas

Para avaliar uma possivel aplicacdo farmacéutica dos materiais poliméricos
preparados e sob estudo, ensaios de incorporacgéo e liberagdo do farmaco nimesulida
nas matrizes foram realizados. A incorporagdo da nimesulida na MCO e na blenda
MCO-QTS (1:1) foi feita aproveitando-se do comportamento adsortivo que estes
materiais demonstraram frente ao farmaco modelo observado pelos autores apos
realizar um ensaio de adsor¢do quimica, puramente qualitativo, envolvendo tais
matrizes e o farmaco. Este procedimento de incorporagdo foi realizado sobre as
matrizes originais, ou seja, antes de proceder com a reticulacdo usando CacCl..

O espectro de infravermelho da Figura 31 mostra o resultado da incorporacao
do farmaco nas matrizes sob estudo. Nos espectros de FTIR é possivel observar a
presenca dos picos mais caracteristicos do farmaco nimesulida nestas matrizes, que
sdo: 1526 cm™ (grupo NO2), 1154 cm? (ligacédo éter C-O-C) e 1082 cm (ligacdo
S=0). A presenca destes sinais nos espectros comprova desta maneira a
incorporagéo do farmaco modelo nas matrizes MCO e blenda MCO-QTS (1:1) antes
da reticulagdo com CacClz.
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Figura 31. Espectros de FTIR da MCO-nimesulida (a) e blenda MCO-QTS-nimesulida
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Fonte: Autoria propria.

As Figuras 32, 33 e 34 mostram as aparéncias das matrizes MCO e blenda
MCO-QTS (1:1) sem e com nimesulida incorporada, além de antes (originais) e ap0s
sofrerem reticulacdo com CaClz.. Observando os aspectos das matrizes apds ter a
nimesulida incorporada, verifica-se que as mesmas adquiriram a coloragdo do
farmaco modelo, ou seja, um amarelo palido (Figuras 32 e 33). Esta € uma evidéncia
do sucesso da incorporacdo empregando-se o método adsortivo. Os processos
adsortivos sao normalmente governados por diversos fatores, sendo as interacdes
intermoleculares farmaco-polimero as forgas de atracdo que mantém tais substancias

unidas. A porosidade do material também contribui para melhorar a eficiéncia da
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adsorcdo, uma vez que aumenta a area superficial do polimero, ampliando tais
interacbes, e permite a manutencdo do farmaco dentro das cavidades da matriz
polimérica.

Figura 32. Aparéncia da MCO original sem nimesulida incorporada (a) e com

nimesulida incorporada (b).

Fonte: Autoria propria.

Figura 33. Aparéncia da blenda MCO-QTS (1:1) original sem nimesulida incorporada

(a) e com nimesulida incorporada (b).

(b)

Fonte: Autoria prépria.
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Observando os aspectos das matrizes com a nimesulida incorporada e ap6s
terem sido reticuladas em meio acido de CaClz, verifica-se que as mesmas adquiriram
uma coloracdo esbranquicada (Figura 34). Tal fato reflete que o processo de
calcificacédo das matrizes teve éxito. Neste experimento, as solu¢des acidas de CaCl2
utilizadas mantiveram-se incolores durante todo o tempo de reticulagéo, evidenciando-
se que neste processo a nimesulida nao foi liberada no meio. Isso era esperado tendo

em vista que o farmaco modelo ndo € soluvel em meio aquoso acido.

Figura 34. Aparéncia da MCO com nimesulida incorporada e reticulada (a) e blenda

MCO-QTS (1:1) com nimesulida incorporada e reticulada (b).

(a) (b)

Fonte: Autoria propria.

5.6. Teor da nimesulida nas matrizes poliméricas

Antes de iniciar os estudos de liberacdo faz-se necessario conhecer o teor de
nimesulida incorporada nas matrizes e, para isto, foram realizadas extracdes
sucessivas do farmaco a partir da MCO original e reticulada e da blenda MCO-QTS
(2:1) original e reticulada usando uma mistura hidroalcodlica tamponada (pH 7,4)
(metanol:tamp&o 1:1). A Tabela 2 mostra os resultados obtidos na quantificagdo do

farmaco nos biopolimeros.



75

Tabela 2. Teor médio de nimesulida incorporada nas matrizes poliméricas sob estudo.

Matriz Teor médio Percentual médio
polimérica (mg/g)* %(m/m)*
MCO original 176,83 + 13,72 17,68 + 1,37
MCO-QTS (1:1) original 145,03 + 10,42 14,50 + 1,04
MCO reticulada 122,69 + 14,86 12,27 + 1,49
MCO-QTS (1:1) reticulada 116,67 + 17,12 11,68 +1,71

* média £ desvio padréao (n = 3)

Fonte: Autoria propria.

Os resultados expressos na Tabela 2 mostram que o farmaco nimesulida foi
incorporado nas matrizes sob estudo. Aplicando-se ANOVA One-Way com pos-teste
de Tukey e um nivel de confianca de 95% observou-se que existe diferenca
significativa (Fca > Ftab € p < 0,05) apenas entre os valores de teor médio e percentual
médio entre a MCO original e a reticulada e entre a MCO original e a MCO-QTS (1:1)
reticulada.

Em geral, as taxas de incorporacdo de nimesulida nas matrizes sob estudo
foram baixas, ficando entre 11,68 + 1,71% e 17,68 = 1,37% em massa. Em 2005,
Freitas e Marchetti prepararam microesferas de poliacido lactico (PLA) com
nimesulida incorporada usando o método de emulséo e evaporacéo de solvente. Os
autores conseguiram uma elevada taxa de incorporacgao deste farmaco, a qual atingiu
cerca de 70% em massa. O método adsortivo usado no presente trabalho
normalmente revela baixas taxas de incorporacdo. Este método foi usado tendo em
vista que a MCO é uma matriz insollvel e, portanto, dificulta a obtencdo de um sistema
monolitico com o farmaco disperso na matriz de forma mais concentrada e
homogénea.

Huerta, Aberturas e Molpeceres (2015) prepararam nanoparticulas de PLGA
(poliacido latico-co-acido glicolico) e PLGA/Quitosana contendo nimesulida
incorporada usando o método de emulséo e evaporacado de solvente. Estes também
conseguiram elevadas taxas de incorporacgéo deste farmaco, atingindo cerca de 88%
e 83% em massa para as nanoparticulas de PLGA e PLGA/Quitosana,

respectivamente.
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5.7. Liberacdo da nimesulida a partir das matrizes poliméricas

Os estudos de liberacdo do farmaco nimesulida a partir das matrizes foram
realizados usando o sistema de fluxo fechado proposto neste trabalho, o qual
mimetiza o funcionamento do aparelho dissolutor conhecido como aparato 4 da USP
("Flow-Through Dissolution System"). O dissolutor de fluxo continuo (aparato 4) é
considerado um instrumento para avaliar o perfil de liberacdo de farmacos a partir de
formulacdes modificadas de liberacdo prolongada, e seu uso vem crescendo em
termos de aceitagéo e aplicacdo pela industria farmacéutica. As formas farmacéuticas
gue podem ser avaliadas usando este tipo de dissolutor sdo diversas, podendo-se
citar: supositorios, semi-solidos, pés, granulos, microparticulas etc. (MOURA, 2010).
A Figura 35 mostra o perfil de liberacédo de nimesulida expressa como concentracao

cumulativa a partir das matrizes originais sob estudo.

Figura 35. Perfil de liberagdo de nimesulida em termos de concentracdo cumulativa a
partir da MCO e da blenda MCO-QTS (1:1) originais.
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Fonte: Autoria prépria.

Analisando o perfil de liberacdo de nimesulida a partir da MCO original e da
blenda MCO-QTS (1:1) original (Figura 31) pode-se notar uma grande semelhanca
entre ambos. Fazendo uma comparacdo estatistica dos valores médios de
concentragcdo cumulativa, empregando-se o teste ANOVA One-Way com pos-teste de

Tukey e um nivel de confianga de 95%, constatou-se que nado existe diferenca
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significativa entre os mesmos. Assim, poderiamos dizer que ambas as matrizes nao
reticuladas se comportam de maneira semelhante frente a liberacdo de nimesulida
incorporada em meio aquoso que mimetiza o pH intestinal (pH 7,4).

Na Figura 35 € possivel perceber que o processo ocorre em duas etapas, sendo
uma fase inicial de liberacdo rapida (inicio da curva), que pode estar associada a
liberacdo do farmaco adsorvido na superficie das matrizes, e uma fase de liberacéo
lenta (regido mediana e terminal da curva), que pode ser resultante da saida da
nimesulida que estava aprisionada nas cavidades dos biomateriais através da
passagem por entre os poros. Este comportamento € conhecido como "efeito burst",
sendo comumente observado em estudos de liberacédo de farmacos aprisionados em
sistemas matriciais monoliticos (LOPES; LOBO; COSTA, 2005). O tempo de
exposicdo das matrizes no meio aquoso em pH 7,4 é um fator que contribui para a
liberagédo do farmaco aprisionado mais internamente nas matrizes, uma vez que tais
condicbes podem favorecer um relaxamento das cadeias poliméricas, elevar a
permeabilidade do solvente e expandir os poros dos biomateriais.

A Figura 36 mostra o perfil de liberacdo de nimesulida expressa como liberacao
cumulativa percentual a partir das matrizes originais sob estudo. Cabe salientar que
neste tipo de gréafico deve-se considerar o teor médio de nimesulida em cada matriz.
Assim, considerando que nos estudos de liberacéo foi utilizada a massa de 25,0 mg
de MCO e blenda MCO-QTS (1:1) originais, é valido informar que nestes sélidos a
massa total de nimesulida incorporada obtida experimentalmente foi de 4,42 mg e 3,62
mg, respectivamente. Assim, a obtencao destas massas do farmaco modelo no fluido
intestinal simulado ira refletir a condicdo de 100% de liberacéao.

Observando as caracteristicas das curvas da Figura 36, observa-se que 0s
estudos de liberacdo de nimesulida a partir da MCO e da blenda MCO-QTS (1:1)
originais demonstraram, em termos de liberagcdo cumulativa percentual, valores
estatisticamente diferentes somente apos 30 minutos de liberacdo, considerando o

teste ANOVA One-Way com pos-teste de Tukey e um nivel de confianca de 95%.



78

Figura 36. Liberagdo cumulativa percentual de nimesulida a partir da MCO e da
blenda MCO-QTS (1:1) originais.
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Fonte: Autoria propria.

Ainda considerando a Figura 36, a liberacéo do farmaco a partir destas matrizes
nao reticuladas atingiu, ap6s o tempo de 1 h, valores de 54,55 + 8,48% e 73,57 *
14,24% para a MCO e blenda MCO-QTS (1:1), respectivamente. Considerando o
tempo de 1 h e o percentual de liberacdo alcancado, tais matrizes ndo reticuladas
podem comportar-se como sistemas de liberacéo prolongada. Segundo a FDA ("Food
and Drug Administration™), um sistema de liberacdo imediata deve servir apenas de
suporte da substancia ativa, pouco interferindo nas caracteristicas de liberacdo do
farmaco, devendo liberar 85% do farmaco entre 15 e 60 minutos (MANADAS; PINA;
VEIGA, 2002). Desta maneira, as matrizes poliméricas sob estudo poderiam atuam
como veiculos solidos de nimesulida, conseguindo prolongar a liberacdo deste
farmaco.

Para fins de comparacao, Ruela, Araujo e Pereira (2009) realizaram um estudo
do perfil de dissolucdo de comprimidos convencionais de nimesulida de 100 mg
empregando-se o mesmo meio de liberacédo que o do presente estudo (tampéao fosfato
pH 7,4 com polissorbato 80). No trabalho destes autores, onde foi usado o aparato 2
da USP (p& agitadora) como sistema de liberacdo, foi obtido um percentual de
liberacdo do farmaco em torno de 95% com 1 h de ensaio, uma taxa esperada para

formas farmacéuticas de liberacdo imediata.
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Diante destes resultados, e visando reduzir a velocidade de liberacdo e obter
matrizes com comportamento semelhante a sistemas de liberacdo prolongada de
farmacos, optou-se em reticular as cadeias poliméricas usando uma solucéo acida de
CaClz, um processo in vitro de calcificacdo da MCO estudado por Wu e colaboradores
(1995). O objetivo pratico desta reticulagdo é promover um maior entrelagamento das
cadeias poliméricas por intermédio dos ions célcio (Ca?*), uma vez que a composi¢éo
proteica da MCO favorece a formacao de interacdes ibnicas entre estes cations e
grupos de acidos carboxilicos existentes nas cadeias de aminoacidos da membrana.
Esse maior entrelacamento de cadeias ajuda a reduzir a porosidade do material, fato
gue pode dificultar a permeabilidade do solvente e do farmaco nas matrizes. A Figura
37 mostra o perfil de liberacdo de nimesulida expressa como concentracdo cumulativa

a partir das matrizes reticuladas sob estudo.

Figura 37. Perfil de liberacdo de nimesulida em termos de concentracdo cumulativa a
partir da MCO e da blenda MCO-QTS (1:1) reticuladas.
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Fonte: Autoria propria.

Analisando o perfil de liberacdo de nimesulida a partir da MCO reticulada e da
blenda MCO-QTS (1:1) reticulada (Figura 37), novamente percebe-se uma grande
semelhanca entre ambos, fato comprovado estatisticamente empregando-se o teste
ANOVA One-Way com pos-teste de Tukey e um nivel de confianca de 95%. O teste

estatistico revelou que ndo existe diferencga significativa entre os perfis de liberacéo
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expresso em termos de concentragdo cumulativa. Assim, ambas as matrizes
reticuladas se comportam de maneira semelhante frente a liberacdo de nimesulida
incorporada em meio aquoso que mimetiza o pH intestinal (pH 7,4).

Neste estudo foi observada uma reducdo da concentracdo de nimesulida
liberada ao longo de 1 h a partir das matrizes reticuladas e tomando-se como
referéncia estas mesmas matrizes néao reticuladas. Este comportamento pode ter sido
decorrente da reducéo do teor médio de farmaco em cada matriz. E valido informar
gue em 25,0 mg de MCO e blenda MCO-QTS (1:1) reticuladas, a massa total de
nimesulida incorporada foi de 3,07 mg e 2,92 mg, respectivamente. Desta maneira, o
grafico de perfil de liberacdo de nimesulida expresso como liberacdo cumulativa
percentual a partir das matrizes reticuladas sob estudo pode demonstrar melhor o
perfil de liberac&o. A Figura 38 exibe a liberagcdo cumulativa percentual de nimesulida
a partir da MCO e da blenda MCO-QTS (1:1) reticuladas.

Figura 38. Liberacdo cumulativa percentual de nimesulida a partir da MCO e da
blenda MCO-QTS (1:1) reticuladas.
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Fonte: Autoria propria.

Observando as caracteristicas das curvas da Figura 38, ver-se que os estudos
de liberacdo de nimesulida a partir da MCO e da blenda MCO-QTS (1:1) originais

demonstraram, em termos de liberagdo cumulativa percentual, valores
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estatisticamente diferentes somente apos 45 min de liberagdo, considerando o teste
ANOVA One-Way com pos-teste de Tukey e um nivel de confianca de 95%.

Na Figura 38 percebe-se que a liberacdo do farmaco a partir destas matrizes
reticuladas atingiu, apds o tempo de 1 h, valores de 42,57 + 6,81% e 59,60 + 8,96%
para a MCO e blenda MCO-QTS (1:1), respectivamente. Considerando o tempo de 1
h e o percentual de liberacdo alcancado, assim como o preconizado pela FDA, tais
matrizes reticuladas também podem comportar-se como sistemas de liberagcéo
prolongada uma vez que exibiram uma taxa de liberagdo menor que 85% ao longo de
1 h de experimento in vitro.

Comparando-se o percentual de liberacédo de nimesulida ao longo de 1 h a partir
da MCO original (54,55 * 8,48%) e reticulada (42,57 * 6,81%), assim como, da blenda
MCO-QTS (1:1) original (73,57 + 14,24%) e reticulada (59,60 * 8,96), observa-se que
tais valores sao estatisticamente iguais diante do teste t ndo pareado e considerando
95% de nivel de confianca. Desta maneira, pode-se dizer que o procedimento de
reticulagdo das matrizes usando CaClz ndo conseguiu interferir de forma significativa
na liberagéo do farmaco nimesulida e, consequentemente, n&o conseguiu prolongar a

liberacdo do ativo.

5.8. Aplicacdo de modelos tedricos aos resultados de liberacéo

Os modelos cinéticos tedricos dependentes de ordem zero, primeira ordem e
Higuchi foram aplicados aos resultados dos ensaios de liberagdo do farmaco
nimesulida a partir das matrizes poliméricas sob estudo, usando as recomendacdes
dos modelos. Os parametros dos modelos teéricos calculados seguem dispostos na
Tabela 3.

Observando os dados da Tabela 3 pode-se perceber que os dados de liberacao
foram melhor ajustados ao modelo cinético tedrico dependente de Higuchi. Tal
afirmacdo é feita baseando-se nos valores de coeficiente de determinagdo (R?)
obtidos, os quais tiveram maior proximidade da unidade. O modelo de Higuchi
descreve a liberacdo de farmacos hidrossolliveis ou pouco solUveis a partir das
matrizes como um processo de difusdo baseado na lei de Fick. Este modelo pode ser
aplicado para descrever a liberacdo de ativos a partir de diversas formulacbes

farmacéuticas, mas considera que as matrizes devem ser planares, heterogéneas,
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semi-sélidas ou solidas, e que ndo sofrem alteracdes estruturais significativas na
presenca de agua. Considerando ainda este modelo, o tipo de farmaco, sua forma
polimorfica, cristalinidade, tamanho de particula, solubilidade e quantidade
incorporada na forma farmacéutica podem influenciar a cinética de liberacéo
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Tabela 3. Parametros dos modelos cinéticos tedricos da liberacdo de nimesulida a
partir da MCO e da blenda MCO-QTS originais e reticuladas.

Modelo dependente de ordem zero

Matriz polimérica R?
MCO original 0,8775
MCO-QTS (1:1) original 0,9784
MCO reticulada 0,8986

MCO-QTS (1:1) reticulada 0,9332

Modelo dependente de primeira ordem

Matriz polimérica R? K1 Qocar*
MCO original 0,9352 -0,0127 3,92
MCO-QTS (1:1) original 0,9929 -0,0222 3,45
MCO reticulada 0,9358 -0,0039 2,81
MCO-QTS (1:1) reticulada 0,9782 -0,0064 2,67

Modelo dependente de Higuchi

Matriz polimérica R? KH
MCO original 0,9824 0,3330
MCO-QTS (1:1) original 0,9925 0,3806
MCO reticulada 0,9949 0,1808
MCO-QTS (1:1) reticulada 0,9992 0,2392

* MCO original (QOexp = 4,42 mg), MCO-QTS (1:1) original (Qoexp = 3,62 mg), MCO reticulada (QOexp
= 3,07 mg) e MCO-QTS (1:1) reticulada (Q0exp = 2,92 mg).

Fonte: Autoria propria.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel a obtengcédo e caracterizagdo da membrana da casca do ovo
(MCO).

A mesma foi incorporada a quitosana para obtencdo de uma blenda nas
concentragdes 1:3, 1:1, 3:1. Apds andlise dos resultados dos testes de MEV e FTIR
foi possivel identificar a aplicacdo da blenda MCO-QTS 1:1 como sendo a mais

adequada para uso nos ensaios de liberacéo.

Os estudos de incorporagao foram realizados com a MCO, individualmente, e
da blenda MCO:QTS (1:1).

Tendo em vista os estudos de liberacdo, pdde-se observar que os dois
materiais usados obtiveram resultados promissores no uso da liberag&o prolongada

do farmaco.

O trabalho mostrou a possibilidade de se obter um sistema de liberagcao

prolongada de boa eficiéncia e baixo custo/beneficio.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista os resultados obtidos no trabalho é possivel vislumbrar o uso
de outros farmacos de baixa solubilidade nos ensaios de liberacdo, além do uso de
outras técnicas, como por exemplo testar outros agentes reticulantes para avaliar se
h& uma melhoria nos resultados, podendo ainda expandir o nimero de técnicas de
caracterizacdo dos materiais.

Testes com percentuais diferentes das matrizes poliméricas e/ou dos farmacos
modelo podem ser realizados com o intuito de averiguar os melhores resultados frente
a liberacédo prolongada de um farmaco.

Considerando-se os resultados obtidos até o presente, 0s mesmos serao

escritos e enviados para publicacdo em periddicos.
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