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RESUMO

Os antinflamat6rios ndo esteroidais causam muitos incémodos estomacais, sonoléncias, e
outros eventos relatados por pacientes ao fazer uso desses farmacos. Diante disto, 0 presente
trabalho teve como objetivo desta pesquisa obter microparticulas de nanocelulose e estudar a
liberagdo controlada & partir dessa matriz na incorporacéo da nimesulida. Para tal foi utilizada
a celulose microcristalina. A metodologia empregada foi a desfibrilagdo mecénica em moinho
coloidal, originando alto cisalhnamento e proporcionando a quebra e consecutivamente reducéo
do tamanho das particulas. Foi realizada a microscopia eletronica de transmissdao (MET) e
potencial zeta (PZ). A amostra foi seca por spray drying, pés foram feitas as caracterizacdes
fisico-quimica da nanocelulose em p6, como a microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a
difratometria de raio X (DRX). As particulas de celulose obtidas tiveram caracteristicas de
nanofibrilada e a morfologia apresentada da amostra foi a formacdo de celulose nanofibrilada
com didametro nanométrico de pequenos tubos cilindricos e comprimento alongado. Foi
verificado que a celulose nanofibrilada apresenta aspecto de teias. Os resultados difracdo de
raios X, foram satisfatorios com picos aproximadamente de 20, estando de acordo com
trabalhos ja realizados, o potencial zeta também teve resultado satisfatorio condizente com
outros trabalhos ja realizados, cujo valor foi de -28,6 mV. Dessa forma os resultados da
pesquisa foram obtidos com éxito e possui adequadas condi¢cGes promissoras para a
incorporacgéo da nimesulida e chegar aos objetivos desejados.

Palavras chaves: sistema de liberacdo controlada, nanocelulose, tecnologia farmacéutica,
nimesulida.



ABSTRACT

Nonsteroidal anti-inflamm cause a lot of annoyance stomach discomforts, drowsiness
andother events reported by patients taking theses drugs are caused by anti-inflammatories.
The objective of this research is to obtain nanocellulose microparticles and study the release
from this matrix in the incorporation of nimesulide. For this purpose microcrystalline
cellulose was used. The methodology employed was mechanical defibrillation in a colloid
mill, resulting in high shear and breaking and consecutive particle size reduction.
Transmission electron microscopy (MET) and zeta potential (PZ) were performed. The
sample was dried by spray drying, after which the physicochemical characterization of the
nanocellulose powder was made. Scanning electron microscopy (MEV), X-ray diffraction
(DRX). The obtained particles had nanofibrillate characteristics. The presented morphology
of the sample was the nanofibrillated cellulose formation with nanometer diameter was of
small cylindrical tubes and elongated length. Nanofibrillated cellulose has been found to look
like webs. The X-ray diffraction results were satisfactory with peaks of 20 approximately.
There fore, the partial results of the research were obtained successfully and have adequate
promising conditions for the incorporation of nimesulide and reach the purposed objectives.

Keywords: controlled release system, nanocellulose, pharmaceutical technology, nimesulide.
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1 INTRODUCAO

O emprego das formas farmacéuticas solidas convencionais destinadas ao tratamento
de algumas patologias depara com uma série de exigéncias fisiolégicas inerentes ao trato
gastrointestinal (TGI) que podem ser consideradas obstaculos, comprometendo farmacos
instaveis frente as variacdes de pH e resultando em baixa concentracdo do farmaco no local de
acdo (GUIMARAES et al., 2008).

Os comprimidos, formas farmacéuticas mais empregadas na terapéutica por via oral,
sdo formas solidas compactadas que permitem a administracdo conveniente do farmaco, além
de apresentarem custos de producdo relativamente baixos (ANSEL et al., 2007). Neste
contexto os antinflamatorios ndo esterdides (AINEs) sdo amplamente utilizados por sua
eficacia analgésica e antinflamatoria em todo o mundo (GUSTAVO et al., 2006).

Todos AINEs convencionais tém a tendéncia de causar efeitos adversos
gastrointestinais e renais (MOREIRA; AFONSO; ARAUJO,2014). Pode variar de dispepsia a
sangramentos de estdbmago e duodeno, ativar doencas inflamatorias intestinais quiescentes e
causar dano tecidual (como ulceras) no trato gastrointestinal baixo, geralmente, apds um
longo periodo de uso (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

A utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada envolve um vasto campo de estudos e
pesquisas, e vantagens quando comparados a sistemas de liberacdo convencionais
(DUMITRIU; POPA, 1994). A necessidade de reduzir ou eliminar os frequentes efeitos
adversos sobre o trato gastrintestinal tém sido um dos maiores desafios no desenvolvimento
de formulacbes que possam reduzir ou eliminar a tendéncia para causar ulceracGes
gastrintestinais, como o desenvolvimento de formulacdes que liberam controladamente menor
quantidade de farmaco por unidade de tempo (SILVA et al., 2002).

As inovacdes tecnologicas farmacéuticas tém criado possibilidades para melhorar a
acdo do farmaco em seu trajeto pelo organismo até chegar ao local de acdo, o que ocasiona
um efeito terapéutico eficaz e um tratamento seguro para o paciente. Para isso podem ser
utilizados polimeros naturais, a nanocelulose, um dos polimeros mais abundantes na escala
nanométrica (KLEMM et al., 2011). A Celulose nanofibrilada ganhou atencdo crescente nos
Gltimos anos devido a propriedades como alta resisténcia, biodegrabilidade, renovabilidade,
rigidez e translucidez, combinadas com baixo peso (KOLAKOVIC et al., 2012). Pode ser
aplicada também como agente de reforgo em materiais, compositos, embalagens, dispositivos
eletrbnicos, implantes bioartificiais (MILANEZ et al., 2013). Os beneficios ecoldgicos,

também sdo importantes, uma vez que encontramos em abundancia na natureza. Entretanto a



15

celulose nanofibrilada (CNF) ainda ndo é produzida em larga escala. Nesse sentido, a presente
pesquisa busca contribuir com a nova formulacdo a base de nanocelulose para a liberacdo

controlada da nimesulida.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comportamento da CNF impregnada com nimesulida na liberagdo controlada in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Obter a celulose nanofibrilada (CNF) a partir do processo de desfibrilagdo mecénica
em moinho coloidal;

v’ Caracterizar as estruturas de celulose nanofibrilada (CNF) obtida através da
Microscopia eletronica de transmissdo (MET), Potencial Zeta e tamanho de particulas.

v’ Impregnar a nimesulida na matriz de celulose nanofibrilada (CNF) através do processo
de secagem via spray drying.

v’ Caracterizar, avaliar e determinar a celulose nanofibrilada (CNF) microscépica e
fisico-quimica das microparticulas ap6s atomizacdo por MEV, FTIR, analise térmica,
Difratometria de raios X.

v Auvaliar a liberacdo controlada in vitro e o grau de impregnacdo da nimesulida em

celulose nanofibrilada (CNF) através do UV-Vis.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TRATO GASTROINTESTINAL HUMANO

3.1.1 Anatomia do trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal é composto de varios 6rgdos, dentre 0s quais 0 estdmago
(Figura 1). O mesmo é um 6rgdo de paredes musculosas (musculatura lisa), em forma de
bolsa, cuja mucosa é dotada de numerosas células de atividade secretora. O acido cloridrico e
a pepsina, sdo integrantes do suco gastrico e decorrem da agdo glandular de células
diferenciadas. A pepsina € produzida a partir do pepsinogénio, quando este estd em meio
acido (4cido cloridrico). Outras células produzem a mucina gastrica (glicoproteina
gelatinosa), que reveste a mucosa do estdmago, impedindo que o préprio suco gastrico possa
agir sobre ela (NASCIMENTO, 2000).

A entrada do estdmago ¢ a cardia. Ela se distingue apenas pela presenca de glandulas
cardicas na sua mucosa. O fundo é a parte do estbmago acima do nivel de entrada do es6fago.
A mucosa do fundo é idéntica a do corpo, sendo que ambas contém glandulas gastricas. O
corpo do estbmago é a por¢do que se situa entre o fundo e a parte pildrica. Esta Ultima regiéo,
¢ a porcdo revestida pela mucosa que contém glandulas piléricas. A parte proximal é
denominada por antro pilorico e a parte distal, canal pilérico. As curvaturas maior e menor se
estendem do cérdia a abertura pilorica (TEIXEIRA, 2018).

O intestino delgado € o local preferencial de absorcdo de muitos farmacos. Contudo, o
tempo de transito através do intestino delgado é curto (3-4 horas) o que condiciona a
performance de sistemas de liberacdo prolongada de farmacos absorvidos nesta zona. Com
isso, a mucoadesdo de formas farmacéuticas no intestino delgado tem sido alvo de
investigacdo. Varios métodos tém sido desenvolvidos para o estudo da mucoadesdo de formas
farmacéuticas na mucosa gastrointestinal. No entanto, sdo poucos 0s métodos que retratam
com alguma fidelidade a camada de muco que reveste o trato gastrointestinal e a qual a
adesdo ¢é testada (VARUM et al., 2008).

O pH do trato gastrintestinal é fator fundamental na liberacdo especifica de farmacos
no célon, onde a forma farmacéutica deve, primeiramente, apresentar como caracteristica a
gastrorresisténcia, ndo liberando o farmaco no estdmago, onde os valores de pH sdo muito
baixos como resultado da secrecéo de ions hidrogénio pela mucosa gastrica (VANDAMME et
al., 2001).
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A enterogastrona é langada no sangue atua no estbmago sobre as células secretoras do
suco gastrico, desativando-as a fim de que estando aquele 6rgdo com sua ac¢do terminada, pare
de produzir o &cido cloridrico e a pepsina. A secretina langcada no sangue vai estimular o
pancreas a produzir suco pancreético, e langa-lo sobre quimo, ainda no interior do duodeno, A
colicistocinina igualmente langada no sangue, vai estimular as contracdes da vesicula biliar,
induzindo-a a ejetar a bile também sobre o quimo no duodeno (NASCIMENTO, 2005).

Sabe-se que a bile e 0 suco pancreético sdo altamente alcalinos, e assim, neutralizam a
acidez do quimo. Essa acdo € muito importante, ja que as enzimas intestinais, que deverdo dar
continuidade ao processo digestivo, s6 atuam em pH alcalino. A bile tem alto poder de
emulsdo das gorduras, isto é, ela desmembra por¢cBes mais volumosas de lipideos em
goticulas muito numerosas, facilitando a acdo das lipases pancredticas e intestinais, que
deverdo atuar na hidrolise de gorduras. Essa por sua vez é produzida no figado e apenas
acumulada na vesicula biliar, para eliminagdo no momento oportuno (NASCIMENTO, 2005).
No trajeto pelo intestino delgado, o contetdo gastrico torna-se liquido, pois recebe uma
grande quantidade de &gua, juntamente com as secre¢des glandulares, onde ocorre intensa
absorcdo das substancias ao longo da mucosa intestinal, com maior intensidade no intestino
delgado (ID) e menor intensidade no intestino grosso (TRONCON, 1997; KOMTUREK,
1990).

O ceco, o colon ascendente, transverso e descendente compreende o intestino grosso
seguindo-se o reto e 0 anus, e tem por funcdo quase que exclusivamente a absorcédo de agua,
do bolo fecal, que passa para seu interior. Tem cerca de um metro e meio de comprimento e o
bolo fecal comeca a assumir um aspecto pastoso, escuro, rico em material ndo assimilavel,
com um grande nimero de bactérias, e uma vez perdendo toda a dgua assume a consisténcia
solida e chega ao reto, onde se acumula até o instante de sua eliminacdo (TRONCON, 1997;
KOMTUREK, 1990).
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Figura 1: Anatomia do trato gastrointestinal.
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3.2 ANTINFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

Os AINEs estdo entre os medicamentos mais prescritos do mundo, tem sido utilizados
como opcao terapéutica para a diminuicdo da dor. Sdo também utilizados em situacGes de
auto-medicacdo (CASTEL-BRANCO et al., 2013).

Contudo o grande problema relacionado com essas drogas se deve aos efeitos adversos
gue sdo comuns, especialmente no trato gastrointestinal (TGI), tais como a formacdo de
Ulceras, hemorragias e obstrucdo do TGI. Os efeitos dos AINESs ocorrem por meio da inibicao
da enzima ciclooxigenase (COX), que bloqueia a sintese de prostaglandinas (PGs)
(WALLACE, 2008).

Como resultado da producdo desta inibicdo leva a uma diminuicdo da producdo
intragastrica de muco e do fluxo sanguineo, reduzindo assim a barreira protetora e também a
capacidade das células da mucosa para o reparo (STEWART; ACKROYD, 2011).

As ciclooxigenases (COXs) sdo enzimas, responsaveis pelo metabolismo do &cido
araquiddénico em prostaglandinas, o que confere a estes farmacos duas agdes farmacologicas
determinantes para o seu uso na diminuicdo dos sintomas da osteoartrite: acdo antinflamatoria
e acdo analgésica, as prostaglandinas sdo mediadores pro-inflamatorios que favorecem a

vasodilatacdo prolongada, aumentam o fluxo sanguineo e potenciam a acdo de substancias,
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como bradicinina, histamina e serotonina, capazes de aumentar a permeabilidade vascular e
ativar as terminagdes nervosas (CASTEL-BRANCO et al., 2013).

3.2.1 Mecanismode a¢do dos antinflamatorios ndo esteroidais (AINES)

O mecanismo de acdo destes medicamentos esté relacionado com a inibicao periférica
e central da atividade das enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) e subsequente
diminuicdo da biossintese e liberacdo dos mediadores da inflamacdo, dor e febre, as
prostaglandinas (SILVA, 2002). A COX-1 é constitutiva, esta sempre presente no organismo,
colaborando para o funcionamento fisiolégico dos 6rgdos. Sua inibicdo produz, efeitos como
lesbes as mucosas, lesdo renal, alteragbes hemodinadmicas e disturbios da fungédo uterina,
sendo estes efeitos indesejados. A COX-2 é induzida pelos processos inflamatorios e produz
prostaglandinas que sensibilizam os nociceptores, provocam febre e inflamagéo por meio da
vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular. Porém, em alguns 6rgéos, a COX-2
também é constitutiva, como nos rins, endotélio vascular, utero e sistema nervoso central
(SNC) (LULLMANN et al., 2008).

3.2.2 Nimesulida

A nimesulida pertence a categoria Il da Classificagdo Biofarmacéutica (baixa
solubilidade, alta permeabilidade) (AMIDON et al., 1995; BERNAREGGI, 2001) e, para tais
moléculas, a dissolucdo in vivo pode vir a ser o passo limitante da absorcdo oral do farmaco
(FONSECA et al., 2009). Segundo algumas literaturas sdo descritos que a descoberta da
nimesulida surgiu a partir de estudos realizados por George Moore e colaboradores, no ano de
1971, nos Laboratorios Riker, posteriormente adquiridos pela Companhia 3M. Atualmente, a
base racional para o desenvolvimento consiste na premissa de que os radicais livres sdo
fatores criticos na doenca inflamatoria crénica e a remocao destes radicais poderia apresentar
novas atividades antinflamatorias no controle das condi¢des inflamatdrias cronicas. Baseado
nessa premissa, houve modificacdo dos fluoroalcanos, incorporando um grupo 4-nitro na
estrutura das fluoroalcano-sulfonamidas para alcancar a remoc¢édo dos radicais livres, levando
a sintese da 2-fenoxi-4-nitro-trifluorometano-sulfonamida. Notou-se que 0 composto
sintetizado possuia melhor efeito terapéutico quando comparado com os AINEs de referéncia

disponiveis a época. O nome quimico em inglés do composto, 4-nitro-2-phenoxymethane-
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sulfonanilide (2-fenoxi-4- nitro-trifluorometano-sulfonamida), servindo de base para 0 nome
genérico do farmaco, nimesulida (RAINSFORD, 2006).

Quimicamente, a nimesulida pertence a classe das sulfonanilidas, sendo uma
alquilssulfonamida, considerada prot6tipo da classe das metassulfonamidas, principalmente
devido a poténcia antinflamatéria e ao perfil de seguranca terapéutico. Conforme algumas
literaturas possui carater fracamente &cido, de pKa 6,5; praticamente insolivel em agua
(aproximadamente 10 pg.mL-1) e solivel em metanol e etanol, a temperatura ambiente (FB,
2012).

E um antinflamatorio ndo esterdide (AINE) com efeitos antinflamatdrio, antipirético e
analgésico associados a baixa toxicidade (SCHUCH; BEVILAQUA; FAGAN, 2007). A
nimesulida difere da maioria dos compostos desta classe por apresentar um radical

sulfonanilida em um lugar de um radical carboxilico (Figura 2).

Figura 2: Estrutura quimica da nimesulida.

Fonte: A autora.

A nimesulida, por possuir efeitos antinflamatorio, analgésico e antipirético, é
utilizada e bem tolerada pelo organismo em patologias inflamatorias crénicas (RODRIGUES;
FRACASSO; SIQUEIRA, 2007).

E indicada no tratamento de estados febris, processos inflamatdrios como osteoarticulares,
musculoesqueléticos e doencas artriticas, e como analgésico em cefaléias, mialgias e no alivio
da dor pds-operatoria (MAZZARINO et al., 2007).

A nimesulida é um antinflamatdrio que apresenta rapida absorcdo oral, atingindo sua

concentragdo maxima (2,86-6,5 mg.L? ) em 1,22-2,75h (SINGLA; CHAWLA; SINGH,

2000). No entanto, seus efeitos farmacoldgicos sdo normalmente exibidos antes do tempo
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previsto para a concentracdo plasméatica méxima (Cmax), podendo ocorrer cerca de 30 a 60
minutos apos a administracdo do farmaco, apresentando farmacocinética linear até 100 mg,
porém, a partir da administracdo de doses maiores que 200 mg comegam a aparecer indicios
de ndo linearidade (BERNAREGGI, 2001).

A comercializagdo da nimesulida é encontrada nas formas farmacéuticas orais, como
comprimidos, comprimidos dispersiveis, gotas, granulados e suspensdes (RUELA; ARAUJO;
PEREIRA, 2009). Nos dias atuais, conforme informacGes obtidas na pagina eletronica da
ANVISA (2020), a nimesulida € comercializada no Brasil por diversas inddstrias
farmacéuticas de genéricos e similares, nas seguintes apresentacdes: capsula de liberacdo
prolongada (200 mg), comprimidos simples e dispersiveis (100 mg), granulado (100 mg),
suspensdo oral (10 e 50 mg/mL), supositério (50 e 100 mg) e gel (20 mg/g). O laboratorio
Diffucap-Chemobras possui o registro do medicamento de referéncia Arflex® Retardcuja
capsula é de liberacdo prolongada, enquanto a Aché detém o registro do medicamento de
referéncia Nisulid® para as demais formas farmacéuticas.

Apo6s um tempo de uso, todos os AINESs convencionais tem a tendéncia de causar
efeitos adversos gastrointestinais que podem variar desde dispepsias a sangramentos de
estdbmago e duodeno, ativar doencas inflamatdrias intestinais quiescentes e causar danos
teciduais (como Ulceras), no trato gastrointestinal (BRENOL; XAVIER; MARASCA, 2000).
Alguns efeitos adversos incluem sonoléncia, cefaleia, tontura, ictericia, diarreia, vomito,
Ulcera e hemorragia no trato gastrointestinal, oligdria, urina escura e hematdria (BARROS;
BARROS, 2010).

No entanto, em relacdo aos efeitos toxicos, a nimesulida esta entre os AINEs com
menor poder gastrotoxico, porém podem ocorrem efeitos digestivos como dores, nduseas e
pirose. Os efeitos cutaneos se caracterizam por erupcdes da pele e prurido e no SNC por
nervosismo e vertigem. Doses acima de 800mg/dia podem resultar em uma diminuicéo
transitoria da funcédo renal (OGA et al., 2008).

3.2.3 Alternativas farmacéuticas para prevenir as injurias gastricas ocasionadas pelos AINEs

A doenca ulcerosa péptica € uma complicacdo bem reconhecida do uso de AINEs. A
generalizacdo de muitas pesquisas publicadas sobre esse assunto é problematica, no entanto,
para evitar possiveis complicacdes cardiovasculares,é recomendado o uso de AINES na menor
dose e no menor tempo possivel (DRINI, 2017). Diante disso a dispepsia pode ser definida

como um distarbio da digestdo caracterizado por um conjunto de sintomas relacionados ao
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trato gastrointestinal superior, como dor, queimacdo ou desconforto na regido superior do
abddmen, que pode estar associado a saciedade precoce, empachamento pds-prandial,
nauseas, vomitos, timpanismo, sensacdo de distensdo abdominal, cujo aparecimento ou piora
pode ou ndo estar relacionado a alimentacéo ou ao estresse. O aparecimento da dispepsia ou
sintomas dispépticos pode estar associado a Vvarios distlrbios do trato gastrointestinal
superior, como, por exemplo, doenca ulcerosa péptica, doenca do refluxo gastrointestinal,
gastrites, neoplasias do trato gastrointestinal superior (MITIKO; CELSO; MAIA, 2010)

A toxicidade gastrointestinal com AINEs, é mais alta em pacientes com fatores de
risco. Isso inclui aumento da idade (> 65 anos), histrico de Ulcera péptica, doenga cardiaca e
co-prescricdo de antiplaquetérios, corticosterdides e anticoagulantes. O risco de complicacbes
gastrointestinais € um aspecto importante e quando associado aos AINEs € dependente da
dose e permanece linear ao longo do tempo, com base nos resultados de ensaios clinicos
randomizados (GOLDSTEIN et al., 2015).

Embora as formulagdes topicas de AINEs tenham demonstrado ser eficazes no
tratamento da dor aguda, novas formulagdes de AINEs podem reduzir os riscos de eventos
adversos, usando doses mais baixas e proporcionando analgesia eficaz (MOREIRA;
AFONSO; ARAUJO, 2014).

Muito embora as terapias ndo farmacoldgicas como acupuntura, reike,
fotoestimulacdo, estimulacdo eletromagnética neural, terapia a laser. sejam promissoras,
muitas vezes elas foram inadequadamente estudadas (GOLDSTEIN et al.,2015); o
desenvolvimento de medicamentos poderiam melhorar a entrega no organismo, diminuindo a
frequéncia da dose e como consequéncia a reducdo dos efeitos adversos. Entretanto um dos
maiores desafios € reduzir o alto custo dos efeitos gastrointestinais para o sistema de salde e a
qualidade de vida dos pacientes exige melhoria no perfil de risco-beneficio dos AINEs. Novas
formulacdes de AINEs podem reduzir os riscos de eventos adversos, usando doses mais
baixas e proporcionando analgesia eficaz (GOLDSTEIN et al., 2015).

Evidéncias de algumas pesquisas sugerem que ja estdo disponiveis no mercado
medicamentos para melhorar a entrega da nimesulida, como é o caso do Maxsulid®
(nimesulida-beta-ciclodextrina) (FIORAVANTI et al., 2002). Recentemente, estudos usando
nanoparticulas, incluindo nanossistemas contendo ciclodextrinas, tornaram-se um foco de
pesquisa académica devido a versatilidade dos sistemas e seu notavel potencial terapéutico,
como resultante dessas novas possibilidades de liberagdo dos farmacos, tem-se como

vantagens a reducdo dos efeitos adversos e da toxicidade do farmaco, proporcionando maior
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conforto ao paciente e consequentemente, maior adesdo ao tratamento (MENEZES et al.,
2019).

Também temos o exemplo do dipropionato de beclometasona, utilizado como
modelo composto pouco sollvel e as nanoparticulas do medicamento foram preparadas com
um método simples de precipitacdo. O papel da matriz de celulose é avaliado para verificar se
a origem dessa interessante nova classe de biomateriais pode influenciar a taxa de liberacao
de nanoparticulas de drogas ligadas. A escolha dessas diferentes fontes de celulose
nanofibrilar destaca as diferencas mais comuns que o material pode ter para formulagdes de
medicamentos (KOLAKOVIC et al., 2012).

Contudo, esses sistemas também podem apresentar algumas desvantagens, como:

1) toxicidade dos produtos ou dos metabolitos oriundos da sua biodegradacéo;

2) preco mais elevado, devido ao custo do processo tecnolégico, que pode ser compensado
pela reducdo das doses; e,

3) possibilidade de permear barreiras biologicas e atingir 6rgdos nobres como o cérebro
(BATISTA et al., 2014).

3.3 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

A nanotecnologia refere-se ao desenho, a producdo e aplicacdo de estruturas,
dispositivos e sistemas de controle da forma e tamanho em escalas nanométricas
(TOMKELSKI; SCREMIN; FAGAN, 2019). Estudos de tais sistemas tém sido realizados
ativamente no mundo com o propdsito de direcionar e controlar a liberacdo de farmacos
(SAKATA et al., 2007). Observa-se em alguns estudos que uma das areas de crescente
desenvolvimento da nanotecnologia é a relacionada aos medicamentos, mais especificamente
no desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos (BATISTA et al., 2014).

A medida que a nanotecnologia avanca, é preciso esforcos para encontrar, manter e
melhorar continuamente uma abordagem de nanotecnologia sustentavel, na qual a tecnologia
é projetada para melhorar a qualidade de vida, evitando causar dano ndo intencional a salude
humana bem como ao meio ambiente (GEORGE et al., 2015).

Apos anos de evolucdo cientifica, foi possivel obter materiais em escala nano, em
que normalmente sdo utilizadas metodologias enzimaticas, quimicas e fisicas, em que se pode
obter produtos com propriedades importantes para a producdo de materiais especializados. A
nanotecnologia ndo é uma ciéncia tdo moderna, segundo Lasic (1998), esta tecnologia surgiu

nos anos 1960 com o desenvolvimento inicialmente da microencapsulacdo, técnica de
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transformac&o de liquidos (polimeros e outras substancias) em pds com tamanho de particulas
micrométricas. A microencapsulacdo é bastante utilizada nas industrias alimenticia, téxtil,
farmacéutica e cosmética por permitir a protecdo de substancias labeis e volateis, o controle
da liberacdo do farmaco, contribuindo para a melhoria na biodisponibilidade e reducdo da
dose terapéutica e toxicidade. Neste cenario, 0s biopolimeros como as nanoceluloses ganham
destaque para substituicdo de materiais derivados de fontes ndo renovaveis (BECK;
BOUCHARD; BERRY, 2011; MA et al., 2011).

A microencapsulacdo serviu de modelo para técnicas mais sofisticadas, agora em
escala nanométrica, permitindo o desenvolvimento de nanoparticulas. A aplicacdo da
nanotecnologia para o tratamento, diagndstico, monitoramento e controle de sistemas
biologicos foi recentemente denominada “Nanomedicina” pelo National Institute of Health
nos Estados Unidos (MOGHIMI; MOGHIMI, 2005).

3.4 IMPORTANCIA DA LIBERACAO CONTROLADA

O objetivo dos sistemas de liberacdo controlada é manter a concentracéo do farmaco
por um tempo prolongado, utilizando-se de uma unica dosagem (GHADEHARI, 2003;
FARRELL, 2002). A extensdo e velocidade com as quais um farmaco é absorvido podem ser
alteradas por diversos fatores fisioldgicos e fisico-quimicos relacionados ao proprio farmaco.
A biodisponibilidade também pode ser influenciada devido a fatores ligados a formulacdo e a
forma farmacéutica. Portanto, cada vez mais estdo sendo projetadas formas farmacéuticas
para modular a liberacdo e absorcdo de farmacos (BAEZA, 1995; COLLETT; MORETON,
2005).

Os chamados sistemas convencionais conforme Monc¢do (2018), se utilizam de
pilulas, injecdo ou spray, por exemplo, como formas de administracdo da droga no
organismo. Tomando como exemplo a forma farmacéutica sélida de uso oral, como 0s
comprimidos, vemos que ela é a mais comumente utilizada.

Para Rodrigues (2012) cada tipo de farmaco possui uma faixa de acdo terapéutica,
onde ele se torna “toxico” para o organismo ao ultrapassa-la (super dosagem), ou se torna

“ineficaz” quando abaixo da mesma (sub-dosagem).
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Figura 3: Perfis de liberacdo controlada (curva em vermelho) e sustentada (curva em azul) de farmacos em
fungéo do tempo.
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Fonte: Primo (2006).

Tratando-se de liberacdo controlada ha evidéncias de casos de aumento de eficacia
terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do farmaco, a partir da degradacdo da
matriz e maior tempo de permanéncia na circulagdo, bem como a significativa diminuicdo da
toxicidade (DURAN et al., 2002).

A natureza e composi¢cdo dos veiculos sdo muito variadas, e, ndo ha predominio de
mecanismos de instabilidade e de composicédo do farmaco (degradacgéo biolégica, enzimas, pH
e outros), sendo sua administracdo segura, sem causar reacdes inflamatdrias locais e
conveniente ao paciente, utilizando um menor nimero de doses diarias. Portanto os sistemas
de liberacdo controlada representam um desenvolvimento que tem o objetivo de prolongar e

melhorar o controle da administracdo de farmacos (DURAN et al., 2002).

3.4.1 Vantagens da liberacao controlada

Estima-se que os sistemas de liberacdo controlada requerem uma administracdo
menos frequente do medicamento que as formas convencionais, portanto pacientes que
precisam ingerir uma ou duas unidades de dose por dia tem menos chances de esquecer uma
dose do que quando tomam a medicacao trés ou quatro vezes ao dia (ANSEL et al.,2007).

O objetivo dos sistemas de liberacdo controlada é manter a concentragdo do farmaco por um

tempo prolongado, utilizando-se de uma Unica dosagem (Figura 3). O que configura a grande
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diferenca de concentracdo plasmatica efetiva em funcdo do tempo entre sistemas
convencionais e de liberagéo controlada (LANGER; TIRRELL, 2004).

Existem outras vantagens da liberacdo controlada como a liberacdo localizada da
droga e pequena necessidade de se prevenir contra possiveis flutuaces dos niveis do farmaco
no organismo e como consequéncia, maior aceitacdo do farmaco pelo paciente
(NASCIMENTO, 2005). Todavia, proporcionam uma cobertura durante todo o dia (terapia
continuada) e diminuem a necessidade do paciente interromper 0 sono durante a madrugada,
as concentragdes do farmaco no plasma comecam a reduzir, para tomar uma dose do
medicamento e ainda, pode diminuir o custo diario para o usuério devido a menor frequéncia
de administracdes (ANSEL et al., 2007).

As formas farmacéuticas de liberacdo convencional, como capsulas e comprimidos,
estdo sendo substituidas por sistemas de liberacdo controlada, ou seja, quando se deseja obter
uma resposta farmacologica constante e evitar ocorréncias de picos e vales no perfil da curva
de concentracdo do farmaco na corrente sanguinea (OJOE, 2003; RODRIGUES, SILVA,
2005).

Estudos e trabalhos desenvolvidos como os de Langer e Tirrell (2004), tém fornecido
numerosas evidéncias do seguinte:

a) casos de um aumento na eficacia terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do
farmaco, a partir da degradacéo da matriz e maior tempo de permanéncia na circulacéo;

b) diminuicéo significativa da toxicidade, devido ao uso de doses menores;

C) a natureza e composicdo dos veiculos é muito variada e, ao contrario do que se poderia
esperar, ndo ha predominio de mecanismos de instabilidade e decomposic¢do do farmaco (bio-
inativacdo prematura).

d) existe a possibilidade de direcionamento a alvos especificos, sem imobilizacdo significativa
das espécies bioativas e tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser

incorporadas.

3.4.2 Fatores fisiologicos que influenciam na liberacdo controlada

O tempo de transito de substancias no estbmago vai de 30 minutos a 4 horas, e de 3 a
4 horas e trinta minutos no intestino delgado, sendo, portanto relativamente curto, e esse
tempo aumenta significativamente no intestino grosso, ou seja, de 4 até 16 horas, e por
consequéncia uma permanéncia maior favorece a absor¢cdo no coélon (MOOSE; CATO;
HOLDEMAN, 1978, RITSCHEL et al., 1991).
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A intensdo do sistema de liberacdo especifica no célon, que seja minima ou mesmo
nula a absorcdo de farmaco através da mucosa gastrica e do intestino delgado, e maxima no
cblon. A absorcdo de farmacos, por sua vez, é fungdo do tempo de contato destes com as
mucosas, pelo que pode ser estimada através do estudo dos tempos de transito
gastrointestinal. Para obter uma absor¢cdo maxima no célon, o tempo de residéncia nesta
regido deve ser considerado. Neste sentido, um tempo de transito demasiado rapido diminui o
tempo necessario para que ocorra desagregacao da forma farmacéutica e absorcdo no colon
(FREIRE et al., 2006).

Portanto, antes de atingir o clon a forma farmacéutica deve atravessar o estbmago e
0 intestino delgado, o que pode constituir um risco. Na realidade, um tempo de esvaziamento
gastrico e/ou tempo de transito no intestino delgado elevados podem resultar num aumento da
absorcdo do farmaco nestas regides e, consequentemente, comprometer a biodisponibilidade e
a eficacia de alguns sistemas de liberacéo especifica no colon (FREIRE et al., 2006).

Farmacos injetaveis evitam o obstaculo natural do estbmago e intestino, porém séo
mais traumaticos e muitos pacientes relutam no seu uso diario. Uma serie de sistemas
alternativos de liberacdo de farmacos tem sido projetadas nos ultimos anos, como por
exemplo, adesivos, implantes, injecdo de acdo prolongada, gel topico, spray nasal. S&o
exploradas varias partes do corpo como nariz, pele, pulmdes, intestinos como portas para a
liberacdo de moléculas complexas como as que utilizam o ultrasom para administrar farmacos
sob a pele e sem dor. J& se combina os avancos de nanoencapsulados e microchips
implantaveis capazes de liberar farmacos com precisdo e planejamento (NASCIMENTO,
2005).

3.4.3 Polimeros naturais

Polimeros usados na liberacao controlada

A liberacdo controlada exercida nos nano e microssistemas requerem que o farmaco
esteja ligado a um material de onde a droga serd difundida de forma controlada para os
liquidos corporais. Este material € denominado polimero e atua como uma barreira fisica ou
quimica, e controlando a liberacdo do farmaco de acordo com as caracteristicas de barreira
(FILHO, 2013; RODRIGUES, 2012). Para atender aos requerimentos para uso em seres
humanos, a caracterizacdo e o perfil da degradacdo dos polimeros naturais ou sintéticos,
precisam ser bem estabelecidos (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).
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Vantagens dos polimeros naturais

Polimeros na liberacdo controlada estdo sendo cada vez mais estudados por
apresentarem ampla aceitacdo por profissionais médicos e pacientes, principalmente devido a
abundancia dessas matérias primas e as suas propriedades mecanicas e multifuncionais
(VILLANOVA et al., 2010). Segundo Peppas, Bures e Leobandung (2000) os polimeros que
apresentam a capacidade de intumescimento e que sdo insollveis em agua devem ser
designados hidrogéis.

Recentemente a pesquisa cientifica com produtos naturais para a descoberta de
compostos biologicamente ativos, assim como suas estruturas quimicas sdo um passo
importante para a evolucdo cientifica em busca de novos compostos farmacoldgicos que
possam ser efetivos na cura das doencas (CRAGG; NEWMAN, 2016).

Em especial, componentes, conhecidos como biopolimeros, vém ganhando bastante
atencdo visto que, apresentam diversas vantagens em relacdo aos sintéticos, como por
exemplo, excelente biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, eficacia com
custo baixo e relativa abundancia, pois quando cultivados de forma sustentavel podem
fornecer um suprimento constante de matéria-prima, como € o caso da celulose (DHANYA et
al., 2012; HUANG; FU, 2010; OGAJI; NEP; AUDUPETER, 2011). Porém, apenas uma
pequena parcela de vegetais € usada em experimentos, e avaliada quanto as suas propriedades
quimicas e biologicas.

Os estudos em busca de novas combinacdes e novas biomoléculas ativas, bem como
a elucidacdo quimica e identificacdo das atividades biologicas é o objetivo de varios
pesquisadores (KUMAR, 2015).

A celulose

A celulose é um dos principais componentes das fibras naturais. Ela € um polimero
de cadeia longa, classificada como polissacarideo, composta de um monémero (glicose),
unidas por ligacdes glicosidicas. E um dos principais constituintes das paredes celulares da
planta e representa cerca de 33% do peso da planta (Figura 4) (TAIZ; ZEIGER, 2004).



30

Figura 4: Esquema da celulose da parede celular de plantas e a organizagdo das microfibrilas, partindo da visao
macro até a escala nanométrica.
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Fonte: Siqueira (2010).

A celulose € o polimero mais abundante da terra e por possuir uma matéria prima
quase inesgotavel, € uma fonte segura e até mesmo essencial de materiais sustentaveis em
escala industrial. Por milhares de anos, a celulose tem sido usada na forma de madeira e fibras
vegetais como fonte de energia para materiais de construgdo e vestuarios. Desde 0s papiros
egipcios, os produtos de celulose tém desempenhado um papel central na transmissdo da
cultura humana. Como matéria prima quimica, a celulose € utilizada por mais de 140 anos
(KLEMM et al., 2011).

Aspectos foram abordados sobre as aplicacGes de fibras lignocelulésicas, destacaram
que elas sdo excelentes matérias primas para a quimica de polimeros e producdo de
compositos, fato comprovado por informagdes obtidas da literatura em termos de melhorias
em propriedades de materiais de compositos sendo sua estrutura predominante em plantas e
em alguns animais marinhos, podendo ainda ser sintetizada por fungos e bactérias (SILVA et
al., 2009).

Estima-se que as plantas produzem cerca de 180 bilhdes de toneladas de celulose por
ano em nivel mundial, tornando esse polissacarideo o maior reservatério de carbono no
mundo (FESTUCCI-BUSELLI; OTONI; JOSHI, 2007).

A producdo anual da celulose no mundo é uma fonte inesgotavel. Este polimero
natural € um homopolisacarideo linear cuja unidade repetitiva é a celobiose que é formada

pela unido de duas moléculas através de ligacdes p-1-4-glicosidicas, de forma geral



31

(CsH100s)n, proporcionando crescimento linear da cadeia macromolecular levando a uma
elevada massa molecular, consideravel grau de cristalinidade, insolubilidade em &gua e
estrutura rigida. Em termos de solubilidade, a celulose é mais resistente quimicamente a bases
fortes, mas em acidos é facilmente hidrolisada em aclcares sollveis em agua
(ZAKRZEWSKA et al., 2010).

Esta unidade repetitiva tem uma estrutura linear ou fibrosa, que contém seis grupos
de hidroxila que estabelecem ligacdes de hidrogénio intramolecular como pode ser observado

na Figura 5.

Figura 5: Unidade formadora da celulose
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Fonte: Siqueira (2010).

Nanocelulose

O interesse por fontes naturais renovaveis vem despertando diariamente o interesse
de pesquisadores atrelado a utilizacdo de novos materiais economicamente viaveis, utilizando
processos sustentaveis capazes de gerar um menor impacto ambiental (BRITO;
BARRICHELO, 1978; ROSA et al., 2011).

O termo “nanocelulose” se refere a materiais celuldsicos que possuem pelo menos
uma de suas dimensdes na escala nanomeétrica, sendo que a escala nano refere-se a valores da
ordem de 1x 10 °metros, conhecidos como nandmetros (SANTOS, 2014). Além disso, as
nanoceluloses podem ser produzidas por diferentes métodos, a partir de varias fontes
lignoceluldsicas (KHALIL et al., 2014).

A nanocelulose engloba estruturas de celulose que possuem pelo menos uma das
dimensdes menor que 100 nm. Podem ser obtidas de diversos tipos de fontes como algas,
bactérias e plantas (SILVA; D’ALMEIDA, 2009). E amplamente utilizada, pois combinam
importantes propriedades da celulose, como hidrofilicidade, grande capacidade de

modificacdo quimica e a formagdo de morfologias versateis de fibras semicristalinas, com as
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caracteristicas especificas dos materiais em nanoescala: caracteristicas causadas
principalmente pela grande area superficial desses materiais. Com base em suas dimensdes,
funcdes e métodos de preparacdo, que por sua vez dependem principalmente da fonte
celulésica e das condigdes de processamento (ROH et al., 2019; HONG et al., 2019).

A obtencdo da nanocelulose a partir de fibras liganocelul6sicas acontece em duas
fases descritas a seguir. As fibras de celulose podem ser tratadas quimica, mecénica ou
enzimaticamente para se obter estruturas em escala nanométrica, originando uma familia de
particulas nanométricas de nanocelulose. Os principais tipos incluem a celulose nanofibrilada
(CNF) e os cristais de nanocelulose (CNC). As diferencas entre elas estdo no tipo de estrutura:
enquanto a primeira apresenta dominios cristalinos e amorfos concomitantemente, a celulose
nanocristalina (CNC) é constituida somente pela porcéo cristalina da celulose conforme pode
ser visualizado na Figura 6. Devido a natureza altamente cristalina e a elevada razio de

aspecto, a CNC pode também ser chamada de whisker de celulose
Figura 6: Microfibrilas de celulose
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Fonte: Adaptado de Reddy et.al (2013)

O interesse no uso de fibras vegetais cresceu significativamente nos Gltimos anos
(ZIMERMAN et al., 2014). A celulose nanofibrilar (CNF) é um material que tem vindo a
despertar muito interesse ao longo das ultimas décadas devido as suas propriedades unicas,
associadas a dimensdo nanométrica. Essas propriedades, como elevadas cristalinidade, rigidez
(mddulo de Young), resisténcia a tracdo, superficie especifica e transparéncia, bem como a
sua abundancia na natureza e o fato de ser um material renovavel e biodegradavel tém
conduzido a pesquisas (NUNES, 2014).0 interesse na utilizacdo da nanocelulose se deve ao
fato que ela se aproveita de mecanismos caracteristicos a todas as cargas e reforcos
nanomeétricos (DURAN, 2006).

Segundo Delgado (2010) a nanocelulose pode ser aplicada em diversos setores, como

por exemplo, industria de papel, produgdo para o setor de construcdo civil, embalagem,
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industria eletronica e elétrica, setor téxtil, anti-chamas, artigos esportivos como ténis e bolas
de boliche, bem como nos modernos tratamentos terapéuticos, com énfase para a producdo de
novos produtos farmacéuticos e cosméticos inovadores, seja na forma de p6s ou de outras
formas farmacéuticas.

Outro material explorado na literatura sdo as celuloses nanocristalinas (NCCs), que
consistem em cristais de celulose em forma de bastdo, com larguras e comprimentos de 5 a 70
nm e entre 100 nm e varios micrémetros, respectivamente. Eles sdo gerados pela remocéao de
secOes amorfas de uma fonte de celulose purificada por hidrolise acida, frequentemente
seguida por tratamento ultrassbnica (TAVAKOLIAN, 2019; JANKOWSKA;
SWIATKOWSKI; CHOMA, 2019).

Descritos na literatura, nomes como nanofibras de celulose, celulose nanofibrilada,
microfibrilada, ganhou atencdo crescente, devido as propriedades como alta resisténcia,
rigidez, combinadas com baixo peso, biodegradabilidade e renovabilidade, isso fez com que
diferentes formas do material podem ser produzidas (KOLAKOVIC et al., 2012).

Vantagens de usar o spray dryer na secagem da nanocelulose

O processo de secagem por atomizacdo ou spray drying é utilizado ha decadas nos
processos industriais para obtencdo de materiais desidratados e pos-finos, apresenta diversas
vantagens como rapidez e alta produtividade.

A técnica de secagem de suspensdes de nanocelulose por atomizacdo é considerada
como a mais promissora e, também, a que proporciona a obtencao de indices de cristalinidade
mais elevados (PENG; HAN; GARDENER, 2012). Essa técnica baseia-se na remoc¢do de
agua dos produtos € uma pratica bastante comum na industria de alimentos como forma de
assegurar a estabilidade microbioldgica dos mesmos, prevenir reacdes de degradacéo, reduzir

0 custo de armazenamento e transporte, aléem de obter um produto com propriedades
especificas como, por exemplo, solubilidade instantanea (SINGH; DIXIT, 2014).

A secagem por pulverizacdo é de baixo custo, consiste por uma formacdo de varias
goticulas do mesmo produto, objetivando otimizar a transferéncia de calor e massa entre o
liguido e o ar aquecido a partir do aumento da superficie de contato entre os dois
componentes. Essa etapa pode ser feita pressao ou energia centrifuga através de atomizadores
de pressao, bico duplo-fluido, sénico, pneumatico ou de disco giratorio, sendo os dois ultimos

os materiais aplicados. Os atomizadores ultrassénicos tém sido utilizados, permitindo a
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obtencédo de goticulas com tamanho reduzidas, que apresentam didmetros abaixo de 50 pum, e
empregam energia vibratoria como um meio para atomizar liquidos (KLAYPRADIT,;
HUANG, 2008).

A atomizagdo suave € devido uma caracteristica importante de bicos de ultrassom, e
que reduz drasticamente 0 excesso de atomizacdo e minimiza o diminuindo o entupimento do
bico. Esses bicos sdo recomendados quando sdo necesséarias taxas de fluxo extremamente
baixas (LEGAKO; DUNFORD, 2010). Posterior a atomizacdo, as goticulas e o ar quente
entram em contato, caracterizando o inicio da secagem, onde ocorre a evaporagdo da agua das
goticulas. Ao final dessa etapa, forma-se uma crosta seca (filme) na superficie da goticula,
dando origem as microcapsulas (CARMO et al., 2015).

Apresenta diversas vantagens e alta produtividade (PEREIRA et al., 2018), pois é um
processo rapido de uma etapa e é continuo, facil de expandir (BENITA, 2006). A técnica
oferece também diversas outras vantagens como alta qualidade das microparticulas
produzidas, capacidade de processar diversas matérias-primas, producdo de microparticulas
com elevada area superficial, processo de etapa Unica e apresenta flexibilidade na formulacéo
do material empregado (OLIVEIRA et al., 2007).

A secagem por spray dryer permite rapida transferéncia de calor e massa de modo
continuo, além de eliminar etapas posteriores de processamento para a separacdo de
aglomerados. Neste equipamento o fluido € disperso na cdmara de secagem pelo atomizador,
produzindo goticulas que possuem grande area superficial. Estas goticulas entram em contato
com uma corrente de ar aquecido, havendo transferéncia de calor e massa para evaporacao do
solvente. Com o aumento da area superficial, o solvente que envolve a particula evapora
rapidamente e o liquido interno desta difunde-se para a sua superficie, secando-a e formando
particulas sélidas (C et al., 2017).

Segundo Oliveira e Petrovik (2010), existem outras vantagens, como o fato de nédo
precisar interromper o processo de secagem caso alguma condicdo de operacdo seja alterada,
a formacdo de inOmeras goticulas facilita a troca térmica e transferéncia de massa,
aumentando o rendimento e rapidez do processo; a técnica pode ser aplicada para produtos
termossensiveis, uma vez que o tempo de contato entre estes e a fonte de calor é muito
pequeno, nao causando danos consideraveis no produto.

Os fatores de formulacéo e os parametros selecionados no equipamento determinam
as propriedades das microparticulas (OLIVEIRA et al., 2007). Entre os polimeros mais

usados na producao de microparticulas por spray drying podem ser citados quitosana, quitina,
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dextrana, albumina, coldgeno, celulose e derivados, amido e derivados, pectina, alginato,
cloreto de polivinila e polimetilacrilato.

O processo por spray drying consiste na nebulizacdo de materiais no estado fluido
solugéo, emulséo ou pasta, dentro de uma camara submetida a uma corrente controlada de ar
quente. O contato das goticulas produzidas com o ar quente promove a evaporacdo do
solvente, obtendo-se o material em pé (OLIVEIRA et al.,2007).

A técnica do spray drying pode ser utilizada para a microencapsulacdo envolve
quatro etapas sendo elas o preparo, homogeneizacdo e aspersdo de uma solucdo, seguida da
desidratacédo da solugédo atomizada (DESAI; PARK, 2005).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

No presente trabalho as seguintes matérias primas foram utilizadas a Celulose
Microcristalina comercial P.A (50 um Synth Brasil). A Nimesulida (ALNMS1770717-India),
adquirida na Farmécia Eficacia Brasil, Ponta Grossa-Parana, Brasil.

Os principais reagentes utilizados foram: &cido fosfotingico PA (Dindmica Brasil).
Hidroxido de Sodio PA (Biotec, Brasil). Alcool etilico absoluto P.A (Reatec, Brasil). Brometo

de Potéssio (Synth, Brasil).

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

A pesquisa foi iniciada com a obtencdo da celulose nanofibrilada (CNF), onde entdo
foi realizado o estudo de sua morfologia estrutural. Para avaliar o grau de impregnacéo da
nimesulida em celulose nanofibrilada (CNF) foi utilizada a deteccdo por Espectroscopia UV-
Vis a partir de curvas padrdes do farmaco puro, sendo também estudada a liberagédo
controlada in vitro. As nanoparticulas foram caracterizadas por meio de estudos morfologicos,
espectroscopicos e fisico-quimicos. As etapas de todo o estudo estdo esquematizadas no

fluxograma da Figura 7.



Figura 7: Fluxograma das etapas realizadas no desenvolvimento da pesquisa
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4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.3.1 Desfibrilagdo mecénica em moinho coloidal

O moinho coloidal emprega discos de pedra dispostos concentricamente e gira em
alta velocidade, originando alto cisalhamento e proporcionando a quebra e reducdo do
tamanho das particulas de celulose.

Para o processo de desfibrilagdo mecanica foi feita a moagem e utilizada a celulose
microcristalina P.A do Laboratério Synth. Para tal foram pesadas 40 g e diluidas em 2 litros
de agua obtendo a concentracdo de 2%. O equipamento utilizado foi o microprocessador
Super Masscolloider Masuko Sangyo, que se encontra na UFPR no Departamento de
Engenharia e Tecnologia Florestal (Figura 8). A distancia entre os discos de pedra foi de 1um.
Foram realizados 20 passes do material pelo moinho, sob a rotagdo de 1500 rpm (Figura 9).
Tal processamento mecénico foi baseado em estudos onde foram obtidos resultados
satisfatorios de moagem de polpa de celulose em moinho coloidal (IWAMOTO et al., 2007).
Cada passe foi realizado manualmente, realimentando o sistema, entretanto, sempre mantendo
uma quantidade de suspensdo no moinho, para evitar 0 contato entre as pedras e a
contaminacgdo da amostra, com isso as particulas foram reduzidas a tamanhos menores.

Figura 8 :Moinho Microprocessador Masuko Sangyo SuperMasscolloider MKCAG6-2J

|
|

Fonte: A autora
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Figura 9: Imagem de ajuste no botdo de comando do moinho coloidal (A); Coleta da suspensdo de nanocelulose

(B).

(A) (B)

Fonte: A autora.

4.3.2 Caracterizacdo Morfoldgica da celulose nanofibrilada (CNF)

Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

A técnica de microscopia eletrdnica de transmissdo permitiu avaliar as dimensdes das
nanofibrilas de celulose produzidas no moinho Super Masscolloider MKCAG6-2J. Para a
microscopia foi necessario diluir a amostra: cerca de uma gota do &cido, suspensdo de
nanocelulose 2% em 50 mL de agua destilada e ultrassonifica-la durante 20 minutos. Apoés a
diluicdo, foi necessario depositar sobre uma grade de cobre (artefato destinado a andlise no
microscopio eletrénico de transmissdo) uma gota dessa diluicdo. A temperatura da estufa foi

de 35 °C até secar completamente.

Potencial Zeta (ZP) e determinacgdo do tamanho das particulas

Os parametros de distribuicdo de tamanho e potencial Zeta da celulose nanofibrilada
(CNF) em suspensdo foi determinado pela técnica de espalhamento dindmico de luz, num
equipamento modelo (Zetasizer Nano ZS) da Malvern Instruments®. Para medidas as
amostras foram diluidas em 1:10; 1:100 e 1:1000 (v/v). Para cada amostra preparada foram
realizadas trés medidas de tamanho e indice de polidispersdo (Pdl- do inglés, Poly Dispersity

Index). Os dados foram coletados a 25,0 °C e tratados com o programa Zetasizer 6.20.
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4.3.3 Secagem da nanocelulose por spray drying

A suspensdo de celulose nanocristalina (Figura 10) foi bombeada através de um bico
pulverizador e atomizada dentro de uma camara, submetida ao fluxo de ar aquecido. O pd
formado nesta camara foi transportado, por um fluxo de ar, para entdo serem separado por
ciclone. Depois o pé foi armazenado em um recipiente para a coleta. As condigdes de
operagdo do equipamento, spray dryer MSD 0,5 Labmaq do Brasil (Figura 10), consistiram
em uma taxa de fluxo de ar de 0,3 m*min, taxa de alimentacdo da suspensio de 0,36L/h e

temperatura de saida de 80°C, de acordo com a Figura 11 (A).

Figura 10: Amostras da nanocelulose preparadas para a microscopia eletrénica de varredura (MEV) em tela de

cobre.

Fonte: A autora.

Figura 11: Spray Dryer MSD 0.5 Labmaq do Brasil

(A) (B)

Fonte: A autora.

Para o preparo da solugdo, selecionou-se o material a CNF, o mesmo foi hidratado em

agua. Em seguida, adicionou-se o ingrediente a ser encapsulado, a nimesulida, no material de
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parede a nanocelulose hidratada, a qual foi bombeada para a camara de secagem do spray
dryer, e passou pelo processo de atomizagao e secagem (JAFARI et al., 2008).

O produto seco e 0 ar sdo separados, e em seguida é feita através de um ciclone
localizado na parte inferior do spray dryer, conforme Figura 12.A qualidade de produtos
obtidos través da secagem por spray drying depende das condicGes de operacdo que sdo
temperatura e velocidade do spray dryer (FAZAELI et al., 2012).

Segundo publicaces, as condicdes consideradas adequadas quando se obtém, apds a
secagem, particulas que ndo tenham sofrido expansdo e rachaduras em sua estrutura. Existe
uma concentracdo 6tima de material a ser encapsulado como forma de garantir maior
rendimento.

Como forma de garantir que cada goticula aspergida atinja o nivel desejado de
secagem antes de entrar em contato com a superficie da camara do spray dryer, a taxa de
alimentacéo do liquido a sofrer atomizacgéo € ajustada com a temperatura do ar de entrada em
180°C (CARMO et al., 2015).

Figura 12 : Spray dryer (MSD 0,5 Labmag, Brasil) e os principais componentes.
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Fonte: Adaptada de Ditzel, 2016.
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4.3.4 Caracterizacdo microscopica e fisico-quimica das microparticulas apds atomizagdo
Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Com o proposito de avaliar a geometria e estimar o tamanho das nanoparticulas,
amostras foram conduzidas em um microscépio MEV/FEG Mira 3, da Tescan com acessorio
STEM acoplado. O procedimento de preparacdo da amostra Figural3 (A),consistiu na
deposicdo de uma solucdo 1% (m/v) de é&cido fosfotlngstico, em uma grade de cobre de 200
meshre coberta com filme de carbono Figura 13 (B), que, posteriormente, foi submetida ao
processo de secagem em temperatura ambiente por 24 horas. As imagens de MET foram
realizadas em um microscépio (Tecnai G2 F20 FEI-TEM,Phillips, Estados Unidos), com uma
magnitude de 300.000 vezes.

Figura 13: Preparo daamostra da nanocelulose para MET(A) amostras em tela de cobre (B).
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Fonte: A autora.

Difratometria de raios X (DRX)

A andlise de difratometria de raios X foi realizada em triplicata para as amostras de
nanocelulose obtidas no processo spray drying. A técnica de difracdo de raios X visa
determinar o grau de cristalinidade das amostras (JOHAR; AHMAD; DUFRESNE, 2012).
Sabe-se que primeira informacdo que o padrdo de difracdo de raios X fornece € a distin¢édo
entre um material cristalino ou amorfo. Quando o material consiste em uma fase cristalina, o
padrdo de difracdo de raios X obtido é caracteristico daquela estrutura cristalina,
caracterizando sua impressdo digital. A analise da difratometria de amostras em estudo
normalmente é realizada comparando os padrBes experimentais com aqueles relatados na
literatura e nos padrdes calculados nos bancos de dados (FONT-BARDIA; ALCOBE, 2012).
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Esse método € referéncia para obtencdo de informacbes de um sélido cristalino.
Segundo j& descrito por alguns autores a difratometria de raios X estd baseada na propriedade
intrinseca de cada cristal em desviar, em um angulo especifico, a direcdo dos raios X emitidos
sobre ele.O angulo de desvio da radiacdo € Unico para cada forma do cristal, permitindo assim
caracteriza-lo e diferencid-lo (DONG; BOYD, 2011).Para isso foi utilizado um difratdmetro
modelo Ultima IV (Rigaku) nas seguintes condi¢des: velocidade de 0,5° /min, poténcia de 40
kV/30 mA, radiagido de CuKa (A=1,540598 A) e intervalo de angulos de 20 de 3 a 50°, para a
observacao de possiveis picos indicativos de cristalinidade. O indice de cristalinidade (I1C) foi
obtido através do método empirico de Segal et al. (1959).

Para a analise da difratometria de Raio X das suspensdes de CNF foi necessario a
utilizacdo do processo spray drying obtendo a amostras em po, nas condic¢des apresentadas no
item 4.3.3

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A nanocelulose obtida a partir da moagem coloidal e seca através do spray dryer foi
analisada com o auxilio da Espectroscopia Infravermelha por Transformada de Fourier.
Baseia-se no principio de que 0s componentes basicos, ou seja, as ligacbes quimicas,
geralmente podem ser animadas e absorvem a luz em frequéncias que séo tipicas dos tipos de
ligacbes quimicas (TORRES; USALL; TEIXIDO, 2003).

A espectrofotometria por infravermelho é bastante Util para a analise de solidos e,
consequentemente, para a investigacdo de polimorfismo (CHIENG et al., 2011). Foi utilizado
0 sistema Prestige-21 (Shimadzu) (Figura 14) alocado no C-Labmu (UEPG) no intervalo de
4000 a 500 cm™*; com 64 varreduras; resolugdo de 4cm™. As respectivas amostras liofilizadas
foram previamente pesadas, maceradas e diluidas em KBr na proporcdo 1:100 e

posteriormente prensadas, para obtencao de pastilhas.
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Figura 14: Espectofotdmetro Shimadzu (IR PRESTIGE-21).

Fonte: A autora.

Analise termogravimétrica (TGA)

A anélise termogravimétrica (TGA) foi realizada para deteccdo de alteracbes na
estabilidade térmica da nanocelulose obtida no processo de spray drying. Este estudo foi
realizado utilizando o Analisador Térmico Simultdneo TG/DTA, Modelo DTG- 60 System,
Shimadzu. Para isso as analises foram realizadas a taxas de aquecimento de 10 °C/min a partir

de 50 até 600 °C em atmosfera de ar sintético.

4.3.5 Impregnacdo da nimesulida em nanocelulose

A nimesulida é um farmaco praticamente insolivel em agua (GOUVEIA, 2011).
Diante do exposto a impregnacéo foi obtida pelo método da evaporacdo da solucdo de etanol
(2:1 v/v),que foi utilizado para a solubilizacdo da nimesulida (BIZERRA et al., 2016). A
mesma foi submetida a mistura com a CNF 2%; e posteriormente feita a secagem via spray
dryer. Durante todo o processo foi utilizado um agitador magnético para evitar a
sedimentacdo das fibras de celulose. Foram coletadas em recipientes de coleta das partes do

spray dryer.
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Eficiéncia do encapsulamento

A determinacéo da eficiéncia de encapsulamento foi avaliada a partir da construgéo de
uma curva padréo a partir de uma solucdo estoque de nimesulida em solucdo de etanol na
concentragdo de 100 pg mL?. Diferentes aliquotas desta solucdo foram transferidas para
bal6es volumétricos de 10 mL cobertos com papel aluminio e o volume completado com
metanol a fim de obter solu¢des de diferentes concentragdes (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
22 ug mL?). A absorbancia das solucdes foi determinada por espectrofotometria na regido
UV-Vis, usando o etanol como branco. Os espectros de absorcéo na regido do ultravioleta e
visivel foram obtidos em um modelo Cary-50/Varian disponivel no C-LABMU-UEPG. Os
espectros foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 200-900 nm e todas as leituras
foram realizadas em cubetas de quartzo possuindo caminho dptico de 0,5 cm. A partir da
curva de calibracdo absorbancia versus concentracdo do farmaco, foi obtida uma equacdo de
regressdo linear em pg mi™.

Para quantificacdo da nimesulida nas microparticulas pesou-se 2 mg de cada amostra
das microparticulas contendo nimesulida incorporadas. Estas amostras foram dissolvidas em
10 mL de etanol para obter uma solucdo de 200 pg mL?, as quais, foram analisadas em
espectrofotdmetro na regido UV-Vis. A concentracdo do farmaco foi determinada usando a
curva padréo encontrada, a eficiéncia de encapsulacdo calculada de acordo com a equacdo 1 e

o teor de farmaco encapsulado pela equacdo 2:

EE(%) = £ x100 Equacéo 1

QTA
Onde,
EE= Eficiéncia de Encapsulacdo; QTD= Quantidade de farmaco determinado no sistema

polimérico; QTA= Quantidade de farmaco teoricamente adicionado no sistema polimérico.

T'TF.EE
100

TF(%) =

Equacéo 2

Onde,
TF (%) = Teor de farmaco encapsulado; TTF (%) = Teor teorico de farmaco encapsulado; EE

(%) = Eficiéncia de Encapsulacéo.
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Teste de liberacéo controlada

Este teste realizado visa identificar o comportamento do farmaco nimesulida
impregnado em nanocelulose in vitro, quando em contato com 0s meios nos quais seguira o
trajeto do trato gastrointestinal e apds a administracdo oral. Para isso foi avaliada meios de
solubilizacdo do farmaco isoladamente e em solugdes tampdo com valores de pH (1,2; 4,5;
6,8). Foram pesados 1,0 g de nimesulida impregnada em nanocelulose, pds foi adicionada 50
mL da solucdo tampdo de 1,2, em um Becker, colocada solu¢cdo em banho-maria a uma
temperatura de 36,5 °C, sob a agitacdo intermediaria entre 60 e 100 rpm. Foram coletadas 6
amostras de 2 mL de 10 em 10 minutos e transferidas para a cubeta do UV Vis e feitas as
leituras. Da mesma forma foi pesado em um Becker 1,0 g de nimesulida impregnada em
nanocelulose e adicionada 50 mL da solucdo tampé&o de pH 6,8, com 0 mesmo procedimento
foram coletadas 6 amostras de 2 mL em um intervalo de 15 em 15 minutos e feitas as leituras
em absorbancia no UV Vis. Pesadas 1,0 g de nimesulida impregnada em nanocelulose e
adicionadas a uma solugéo tampdo de pH 7,0 e com 0 mesmo procedimento foram coletadas 6

amostras de 2mL em um intervalo de 30 minutos e feitas as leituras no UV vis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ESTUDOS MORFOLOGICOS DAS MICROPARTICULAS

5.1.1 Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

O Microscépio eletrdnico de transmisséo foi empregado para observar, identificar as
nanoparticulas, esse método mostrou-se eficiente para analisar a morfologia da celulose
nanofibrilada (CNF), obtida através da desfibrilagio mecénica por moinho coloidal. O
resultado apresentado na Figura 15 (B) demonstrou a formacao de celulose nanofibrilada com
didmetro nanometrico, caracterizando a formacdo do material. Na figura 15(B) pode ser
verificada a estrutura da celulose nanofibrilada que pode ser comparada a estrutura de
pequenos tubos cilindricos. Esse tipo de celulose nanofibrilada (CNF) apresenta comprimento
alongado e didmetro na escala de nanémetros. E possivel visualizar pelas figuras 15(B) e (C)
a imagem do microscopio eletrénico, permitindo observar que as nanoestruturas apresentam-
se em forma de teia, e conforme Zimmermann, Bordeanu e Strub (2010), ha inameros
grupamentos hidroxilicos expostos ao longo de toda a cadeia da celulose nanofibrilada,
portanto, inimeras ligacdes de hidrogénio e aproximacdes fisicas podem ser realizadas de
modo a conferir 0 aspecto de teia observado nas imagens do material obtido.

Sé&o diversos os estudos que utilizam a MET para avaliar os impactos da morfologia
das particulas nas propriedades de fluxo e no desempenho do produto final (SHUR et

al.,2012). As caracteristicas morfoldgicas sdo de grande importancia para entender o

comportamento dessas nanoceluloses para serem aplicadas em diferentes matrizes
(TEIXEIRA et al., 2009).
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5.1.2 Potencial Zeta e determinagdo do tamanho de particulas

Foram feitas anélises de potencial Zetano Equipamento Zetasizer Nano S90, onde foi
verificado que o tamanho médio das particulasda celulose nanofibrilada (CNF) em suspensdo
foi de 1,5 microns. Este valor é condizente com outros trabalhos, uma vez que a celulose
nanofibrilada possui comprimentos micrométricos e didmetros nanométricos. O potencial
Zeta esta relacionado com a estabilidade eletrostatica da nanocelulose. O valor negativo
obtido para o potencial Zeta foi de (-28,6mV). Quanto mais negativo o valor, indica que a
nanocelulose tem baixa tendéncia a aglomeracdo. Sendo esse valor, em médulo, superior a 25
mV. Alguns autores consideram esse valor (em mddulo) somente para fibras vegetais. Para
fibras inorganicas, como as de carbono, a solugdo é considerada estavel acima de 40 mV (em
mabdulo). Pode-se considerar que a nanocelulose € estavel, conforme também visto pelos
autores Mirhosseini et al. (2008), Cassales et al. (2011) e Morais et al. (2013) que
encontraram os valores de potencial Zeta de (-26,1+ 2,4 mV), (-27,2 + 2,3 mV), (-28,1+ 2,1

mV), respectivamente.

5.2 MICROSCOPICA E FISICO-QUIMICA DA NANOCELULOSE

5.2.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura € uma técnica bastante utilizada nos estudos
com nanocelulose, devido sua capacidade de analisar a superficie das particulas (MARTINS
et al., 2011). As imagens obtidas por MEV com o p6 obtido no processo de spray-drying para
a celulose nanocristalina estdo apresentadas na Figura 16(A).

Durante o processo de spray drying, a suspensao de nanocelulose é pulverizada no
interior de uma camara e submetida a uma corrente controlada de ar quente e, como
consequéncia, a agua é evaporada. Como as fibras de celulose nanocristalina possuem
comprimento inferior ao didmetro da gota formada no processo de atomizacdo, o efeito da
tensdo superficial faz com que ocorra a formacdo de aglomerados cilindricos, conforme
elucidado por (PENG et al., 2012). As imagens apresentadas na Figura 16(A) apresentam
morfologia ligeiramente cilindrica, com superficie aglomerada e estruturas de escala
nanométrica como mostra a Figura 16 (B). A estrutura obtida nas imagens com um aumento
de 24.000x na figura 16 (A) evidencia a superficie de estrutura rugosa, com poros e lacunas, o
que conforme trabalho de (REZENDE et al., 2011) mostra ser propicio para a impregnacao da

nimesulida, apresentada nas préximas etapas deste trabalho.
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Figura 16: Imagem de MEV com pé obtido no processo para celulose nanofibrilada em aumento 24.000x (A)

imagem de MEV da celulose nanofibrilada 10.000 x (B
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O estudo dos resultados do DRX foi feito por meio do programa Originlab, para

configuracdo da curva caracteristica referente a cristalinidade, onde o grau de cristalinidade
foi medido pela area amorfa e cristalina das amostras, obtendo o difratograma como
demonstrado na Figura 17. O difratograma apresenta dois picos distintos aproximadamente
em 20 = 14° a 18° e 22° até 24°,que estdo de acordo com o trabalho de (NISHIYAMA et al.,

2003). O pico em aproximadamente 22° a 24° é 0 pico primario e representa a regiao

cristalina da celulose, os picos em aproximadamente 20 = 14° a 18° sdo os picos secundarios

e representam a regido amorfa da celulose, dados também reportados por (LIU et al.,2012).

Figura 17: Difratograma da nanocelulose seca apds o spray drying.

Fonte: A autora.
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O estudo de (KISHIMOTO, 2018), mostra que seus resultados corroboram com a
presente pesquisa, onde segundo o difratograma da Figura 17, demonstra a regido amorfa com
picos de 14° a 17° e a regido cristalina 22°.

O indice de cristalinidade calculado foi de 86,3%, onde foi utilizado o método

empirico de Segal et al. (1985) conforme equagéo abaixo:

1 -1
Ic _li002)~ltam) 140
1002)

Sendo:

« 1(002) = pico de intensidade da difracdo que representa o material cristalino perto de
20 =22°;

« l(am) = pico de intensidade da difracdo que representa o material amorfo perto de 26
=18°.

« Ic=indice de cristalinidade, em porcentagem

5.2.3 Espectroscopia vibracional no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O produto obtido apds a secagem pelo spray dryer, foi caracterizado com o auxilio
da Espectroscopia no Infravermelho, a qual permite a identificacdo e elucidacdo da estrutura
de substancias organicas em funcdo da deteccdo de suas ligaces e grupos funcionais. Este
estudo permite prever interacdes moleculares que possam ocorrer entre o farmaco
encapsulado e a nanoparticula, pela comparacdo de deslocamentos, variacfes de intensidade
das bandas e aparecimento de novas bandas com o espectro caracteristico da amostra em
analise (LOPES; FASCIO, 2004). Esta comparacdo pode mostrar os principais grupos
quimicos das estruturas estudadas e avaliar o material apds encapsulamento.

Desta forma, apresenta-se na Figura 18, o espectro da nanocelulose, o qual evidencia
as principais bandas caracteristicas da celulose. A banda larga que aparece em torno de 3400
cm? é atribuida ao estiramento de O-H presente na estrutura da celulose, sendo uma banda
alargada devido a relativa adsorcdo de agua, ja que os espectros foram registrados em
pastilhas de KBr. Ja a banda registrada em 2906 cm™ é referente ao estiramento da ligagdo
C-H (Csp®).A banda em 1637 cm? demonstra a deformagdo de O-H indicando a agua
adsorvida. As bandas em 1427 cm™ e 1370 cm™ sdo encontradas no referido espectro devido a

presenca de deformacéo simétrica de CHze deformagdo da ligagdo C—O-H, respectivamente.
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Ja o estiramento da ligagdo C-O-C da ligacéo glicosidica esta por volta de 1164 cm™ e a
deformagéo da ligacdo de C-H em 889 cm(ILHARCO et al., 1997; SIQUEIRA, 2017).

Figura 18: Espectro de FTIR da nanocelulose.
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Fonte: A autora.

Realizou-se também a caracterizacdo apenas do farmaco puro nimesulida. Pelo
espectro obtido (Figura 19) observa-se a presenca de bandas caracteristicas do grupo das
sulfonamidas, sendo relatas algumas mais importantes e evidentes da estrutura. A banda
vibracional de deformacéo axial da ligacdo (N-H) é observada em 3287 cm™ e as bandas
intensas de deformacédo simétrica promovida pelos grupos sulfonil (O=S=0) sdo observadas
em torno de 1332 e 1150 cm™. Verifica-se também estiramento assimétrico em 1580 cm*
referente a0 grupo NOze o estiramento simétrico em 1235 cm™ atribuido a ligagdo C-O-
C.Outra banda caracteristica € o estiramento vibracional da ligacdo (C-S) sendo observada em
750 cmt(PAIVA et al., 2012; SANTOS, 2014).
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Figura 19: Espectro de FTIR da nimesulida pura.
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ApoOs caracterizar o farmaco e a nanocelulose, realizou-se a analise para 3 amostras
com misturas fisicas de nimesulida em concentracdes diferentes encapsuladas na matriz do

polimero. Os espectros comparativos de FTIR estdo demonstrados na Figura 20.

Figura 20: Espectro de FTIR para amostras de nimesulida encapsulada (NIME) em nanocelulose (NCC).
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As andlises dos espectros das amostras de nimesulida encapsuladas demonstraram que
ndo é possivel determinar nenhuma alteracdo dos grupos funcionais especificos que estéo
presentes nas estruturas dos componentes das formulacGes do farmaco e da nanocelulose,

sugerindo desta forma que ndo ocorreram rea¢@es quimicas entre eles.

5.2.4 Andlise termogravimétrica (TGA)

A termogravimetria mede a variacdo de massa em fungdo da temperatura em uma
atmosfera controlada sob um programa de aquecimento. Para avaliacdo da estabilidade
térmica das microparticulas obtidas, foi realizado o ensaio de analise termogravimétrica
(TGA) em equipamento (DTG- 60 System, Shimadzu). A técnica é bastante usada para a
caracterizacdo, avaliacdo de pureza, compatibilidade e identificacdo de polimorfismo
(OLIVEIRA et al., 2011).

A analise foi realizada para as trés amostras do farmaco encapsulado na matriz de

nanocelulose e os resultados estdo apresentados conforme os graficos dispostos na Figura 21.
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Figura 21: Curvas de TG das amostras de nimesulida encapsuladas em nanocelulose obtidas mediante razéo de
aquecimento 10 °C/min, de 50 até 600 ° C, em atmosfera de ar sintético.
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A técnica de termogravimetria foi utilizada nesta etapa do estudo principalmente para

caracterizar comparativamente o comportamento térmico das amostras em diferentes

concentragdes do farmaco encapsulado. A partir das curvas TG pode-se observar que as

amostras de nimesulida incorporadas a matriz de nanocelulose apresentam comportamento
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semelhante em relacdo a perda de massa, & medida que os incrementos de temperatura vao
sendo feitos. As trés amostras apresentaram um unico evento térmico que foi atribuido a sua
total decomposicdo, sendo estaveis termicamente até cerca de 285 °C e entre 285 °C e 500 °C
sofrendo a decomposicdo térmica com perda de massa em uma etapa bem distinta ilustrada na
Figura 22. A literatura j& descrita relata que a decomposicdo do farmaco ocorre tipicamente a
200-300 °C (MOON et al., 2011; BRINCHI et al., 2013).

5.3 IMPREGNACAO DA NIMESULIDA EM NANOCELULOSE

5.3.1 Obtencao da nimesulida impregnada em spray drying pela nanocelulose

Foram dissolvidos em trés concentracfes diferentes o farmaco nimesulida em de
alcool etilico absoluto (PA ACS):

12 concentragdo: 5 g de nimesulida em 100 mL de &lcool etilico (0,05g/L)

22 concentracédo: 10 g de nimesulida em 100 mL de alcool etilico (0,1g/L)

32 concentragéo: 15 g de nimesulida em 100 mL de alcool etilico (0,15 g/L)

Apos as solucdes foram misturadas a suspensdo de CNF na seguinte proporcao:
5/100; 10/100 e 15/100, e submetidas separadamente a secagem através do spray drying.
Todas foram preparadas da mesma maneira. As suspensdes foram secas usando o spray dryer
LM MSD 0,5. A secagem foi realizada com os seguintes parametros: temperatura 80 °C,com
fluxo de pulverizacdo de 0,34 L/h.A suspensdo foi misturada durante todo o processo
utilizando-se um agitador magnético para evitar a sedimentacdo das fibras de celulose. O
componente p6 (microparticulas) foramcoletadas em recipientes de coleta devidamente
identificados como amostras 1, 2 e 3 de todas as partes do spray dryer e armazenadas a
temperatura ambiente. As caracterizacfes destas formulacdes ja foram apresentadas em itens

anteriores deste trabalho.

5.3.2 Eficiéncia do encapsulamento

As amostras anteriormente citadas, nas diversas concentracbes do farmaco

nimesulida e nanocelulose, na seguinte proporcéo: 5/100; 10/100 e 15/100(v/v) foram secas e
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posteriormente lavadas com alcool etilico durante vinte minutos, pois, a nimesulida é soltvel
em alcool, para remover o remanescente que ndo foi encapsulado no processo.

Para determinar a porcentagem de eficiéncia do encapsulamento foi obtida uma
curva de calibracdo, de forma a determinar e quantificar as concentracbes de nimesulida
impregnadas nas microparticulas de nanocelulose, onde foi utilizado como solvente o alcool
etilico no preparo das solucgdes teste. As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-
Vis, onde se encontram trés bandas caracteristicas para o farmaco nas solugdes, nas regides de
absorbancia maxima de aproximadamente 300 nm, 340 nm e 400 nm, onde o farmaco forma
um produto de cor amarelo. A absorbancia foi plotada versus concentracdo, obtendo-se a
curva de calibragdo mostrada na Figura 22.

Figura 22: (A) espectro de UV-Vis para determinadas concentracdes de nimesulida pura.(B) Curva de calibracéo
obtida para da concentracdo nimesulida em funcéo da absorbancia (Amax. 340 nm).
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Fonte: A autora.

Na sequéncia, as amostras 1, 2 e 3 com as diferentes concentracdes de nimesulida,
foram analisadas obtendo medidas de suas absorbancias, conforme mostra o grafico da Figura
23. Pela curva de calibracdo obtida, através da regressao linear e as absorbancias encontradas
em cada amostra, encontra-se a concentracdo. A porcentagem de eficiéncia e o teor do
encapsulamento das microparticulas de NFC 2% nas diferentes propor¢des estdo apresentados
na Tabela 1:
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Figura 23: Espectros de UV-Vis para as amostras em diversas concentra¢des de nimesulida.
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Tabela 1: Eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas contendo nimesulida impregnada.

Amostra Concentracao tedrica Concentracgdo medida EE (%) TE (%)
farmaco (ug mL™) farmaco (ug mL™)
1 50 28,99 57,98 1,08
2 100 81,36 81,26 1,63
3 150 87,03 58,02 1,16

EE (%)= Eficiéncia de Encapsulagio
TF (%) = Teor de farmaco encapsulado

Os dados obtidos pela Tabela 1 indicam que considerando o conteddo do farmaco,
nem todas as formulacGes apresentaram concentragdes com valores muito proximos aos
valores tedricos, indicando que para algumas houve perda durante sua preparacdo e
impregnacdo ao material nanopolimérico. A maior eficiéncia de microencapsulacdo (81,26 %)
foi encontrada para a amostra 2 com a propor¢do de 10/100 (v/v) de nimesulida em
nanocelulose (CNF), a qual apresenta também o melhor teor de farmaco encapsulado pelo

processo aqui realizado (1,63 %).
5.3.3 Liberacdo in vitro da nimesulida pelo método espectrofotométrico
Os estudos de liberacdo controlada foram realizados in vitro, na tentativa de se

reproduzir os pH do TGI, utilizando-se de solu¢bes tampéo, previamente preparadas nos pH

1,2, 4,0 e 7,0 respectivamente. Inicialmente uma massa de 1g do complexo NCF-
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NIMESULIDA, foram transferidas para um erlenmeyer contendo 50 mL de solugdo tampao
pH 1,2, colocadas em banho termostatizado, & uma temperatura constante de 36°C, sob
agitacdo de 100 rpm, de onde foram retiradas aliquotas de 2mL, a intervalos de 10 minutos, as
quais foram transferidas para a cubeta de espectrofotometro, onde foram lidas as absorbancias
em funcdo do tempo em comprimento de onda de 340 nm. Concomitante em outro
Erlenmayer uma massa de 1 g foram adicionadas em uma solugdo tampédo pH 4,0 onde foi
repetida a operacdo acima, agora em intervalos de 15 minutos, e lidas as absorbancias, por um
periodo de 90 minutos. Novamente pesou-se uma massa de 1 g e o complexo transferido para
um Erlenmayer contendo solugdo pH 7,0, repetindo-se o processo anterior, de 30 em 30
minutos, durante mais 210 minutos. A figura 24 (a, b e ¢) mostra a liberacdo da nimesulida

empH 1,2, 4,0 e 7,0, os valores estdo listados na tabela 2.

Figura 24: Espectros de UV-Vis para as amostras: a) pH=1,2; b) pH=4 e c) pH=7.
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Tabela 2. Valores das leituras em Absorbancia e a massa da nimesulida impregnada na nanocelulose em
diferentes pHs em fungdo do tempo.

Tempo

(min)

pH 1,2

pH 4,0

pH 7,0

Massa (ug.mL™)

Massa (ug.mL™)

Massa (ug.mL™)

10

1,43

1,04

20

1,63

1,19

30

1,65

1,21

40

1,66

1,21

50

1,68

1,23

15

2,07

1,51

30

2,18

1,59

45

2,74

2,00

60

3,02

2,21

75

2,61

1,91

90

2,13

1,56

30

2,74

2,00

60

3,10

2,27

90

2,08

1,52

120

1,90

1,39

150

1,88

1,37

180

1,81

1,32

A= Absorbancia
Fonte: A autora

Os testes de liberacdo in vitro, obviamente ndo refletem a realidade do meio

fisiologico do TGI, porém é determinante para representar a influéncia das condicdes do

complexo CNF-Nimesulida utilizadas nos testes. Além do mais, deve-se levar em conta ainda

as propriedades da droga, como a carga, hidrofilicidade, hidrofobicidade e tamanho. O

intumescimento facilita a liberacdo da droga, mas deve-se levar em conta o pH em que essa

liberacdo é feita. De modo geral observou-se que, neste sistema utilizado, o intumescimento

que ocorre nos trés pH medidos, permitiu que ocorresse uma certa % de liberacdo de forma

crescente e constante.

O intumescimento inicial da matriz polimérica facilita a permeacdo do farmaco,

principalmente no meio em que ele é mais sollvel (meio &cido). Como perspectiva a
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utilizacdo da CNF, como substrato para a liberagcdo controlada, possivelmente sensivel as
variagdes de pH, Figura 25, pode possibilitar uma resisténcia a degradaces possiveis, nas
condicBes fisiologicas do TGI, liberando controladamente a droga durante o transito, e

permitindo que o nivel sérico permaneca constante, diminuindo consequentemente a
frequéncia de ingestdo da droga.

Figura 25: Grafico da Liberacdo controlada da nimesulida em nanocelulose em pH 1,2; pH 4,0 e pH 7,0 em
funcdo do tempo.
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Fonte: A autora.
5.3.4 Aplicacdo de modelos tedricos aos resultados de liberacao

Os modelos cinéticos tedricos dependentes de ordem zero, primeira ordem e Higuchi
foram aplicados aos resultados dos ensaios de liberacdo do farmaco nimesulida a partir da
matriz polimérica sob estudo, usando as recomendacdes dos modelos. Pode-se perceber que
os dados de liberacdo foram mais bem ajustados ao modelo cinético tedrico dependente de
Higuchi. Tal afirmacdo é feita baseando-se nos valores de coeficiente de determinacdo (R2)
obtidos, os quais tiveram maior proximidade da unidade. O modelo de Higuchi descreve a
liberacdo de farmacos hidrossollveis ou pouco sollveis 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 formula¢bes farmacéuticas, mas considera que as
matrizes devem ser planares, heterogéneas, semi-solidas ou solidas, e que ndo sofrem

alteracOes estruturais significativas na presenca de dgua. Considerando ainda este modelo, o
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tipo de farmaco, sua forma polimorfica, cristalinidade, tamanho de particula, solubilidade e
quantidade incorporada na forma farmacéutica podem influenciar a cinética de liberagdo
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

5.3.5 Microfotografias em Microscopio Optico Estereoscopico (MOE)

A figura 26 (a, b, c), microfotografia em MOE, mostram uma preparacdo de CNF,
impregnada com a nimesulida, revelando uma morfologia interna heterogénea e uma
uniforme permeacdo do soluto. Observa-se que a estrutura apresenta uma série de pontos mais
claros, evidenciando que efetivamente a impregnacéo nao é total, uma vez que nos testes de
impregnacéo realizados, o valor atingiu um total 81,26% aproximadamente.

Figura 26: Analise microestrutural da NCC por microscopia dptica. a) 100x, b) 200x, c) 500x.

Fonte: A autora.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Através deste estudo, o método de desfibrilagdo mecénica em moinho Super
Masscolloider MKCAG-2JeaA técnica do spray drying foram eficientes para a producdo de
nanofibrilas de celulose, permitindo obter fibrilas com didmetro menores que 100 nm,
caracteristica de um nanomaterial. As nanofibrilas obtidas possuem caracteristicas fisico-
quimicas adequadas para a impregnacdo da nimesulida.

A andlise morfolégica realizada para a microparticulas de nanocelulose pelo
Microscépio eletronico de transmissao (TEM), pelo Potencial Zeta e Tamanho de particulas
evidenciaram que as nanoparticulas obtidas através da desfibrilagdo mecénica por moinho
coloidal apresentaram comprimentos micrometricos didmetros nanométricos, caracterizando a
formacdo do material.

As caracterizagdes microscopicas da nanocelulose por MEV indicam morfologia
ligeiramente cilindrica, com homogeneidade na distribuicdo de tamanho, com superficie
aglomerada e estruturas de escala manométrica. A Difratometria de raios X revela a presenca
de picos em regides cristalinas e picos secundarios de regido amorfa da celulose.

Os resultados das caracteristicas fisico-quimicas puderam identificar com mais
eficAcia a maior estabilidade das microparticulas, pois, apresentam potencial para serem
utilizadas em diferentes formas e aqui neste estudo, podem refletir num bom material para o
objetivo de encapsulamento do farmaco. Os espectros revelados por espectroscopia na regiao
do infravermelho (FTIR) demonstraram que ndo ocorreram reagcdes quimicas entre o farmaco
e 0 nanomaterial durante o processo de encapsulacédo, ndo sendo possivel determinar nenhuma
alteracdo dos grupos funcionais especificos que estdo presentes nas estruturas dos
componentes das formulacdes do farmaco e da nanocelulose. A analise térmica caracterizou o
comportamento térmico semelhante das diferentes amostras de concentracdes do farmaco
encapsulado, apresentando perda de massa devido a total decomposicdo e mantendo-se um
estaveis aos incrementos de temperatura.

Dentre as amostras estudadas, a amostra 2 com a propor¢do de 10/100 (v/v) de
nimesulida em CNF, maior apresentou a melhor eficiéncia de microencapsulacdo (81,26 %) e
melhor teor de farmaco encapsulado de (1,63 %). Com esses resultados obtidos, o sistema
polimérico aqui desenvolvido com CNF, mostrou-se com boas perspectivas no
aprisionamento de farmacos e na liberacdo controlada no organismo.

A CNF apresenta perspectivas para ser utilizada, como substrato na liberacéo

controlada de farmacos, possivelmente sensivel as variagdes de pH, mostrando uma certa
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resisténcia a degradacdes possiveis em condicGes adversas fisiologicas do TGl, liberando
controladamente a droga durante o transito.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Realizar a analise do produto final de CNF e Nimesulida no Dispositivo Eletronico
Farmacéutico avaliando o comportamento in vitro da formulagéo.

¢ Realizar a testagem do produto final de CNF e Nimesulida in vivo.

e Aprofundar a pesquisa coma modificacdo quimica sensivel ao pH.

e Aprofundar estudos mais conclusivos do perfil de liberacdo in natura

e Realizar estudos com outros farmacos utilizando a CNF obtida pelo mesmo processo,

ou seja, moinho coloidal, seguido da secagem por spray dryer.
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