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RESUMO

Dispositivos de liberagao controlada de farmacos objetivam principalmente minimizar
a necessidade de doses toxicas e prover um melhor controle da liberagdao do
principio ativo ao longo do tempo de tratamento. O Naproxeno® € um anti-
inflamatdrio ndo esteroidal (AINE), analgésico e antipirético, usado para o tratamento
de doencgas reumaticas e processos inflamatoérios agudos. Em tal contexto, o referido
trabalho objetivou a obtencao de biofilmes de quitosana para liberacdo controlada de
Naproxeno~. Os filmes foram preparados pelo método de evaporagao de solvente,
através da dissolugdo da quitosana em acido acético (1% v/v), para uma
concentragado final da solugdo polimérica (1% m/v), seguida da incorporacéo de
Naproxeno® (0,1 mg/ml). A quitosana foi analisada quanto ao seu grau de
desacetilagdo, ja o Naproxeno® foi avaliado quantitativamente o principio ativo
presente em cada comprimido. Apds a obtencao, os biofilmes foram caracterizados
por meio de analises de grau de cristalinidade, difratbmetro de raios X (DRX),
espectroscopia na regidao do ultravioleta-visivel (UV-Vis), permeabilidade de vapor
d’agua, perfil de liberagéo, dissolugéo, além do teste de tragdo e espessura do filme.
No ensaio de DRX, observou-se que a incorporacdo do farmaco na solucido de
quitosana possibilitou a reducdo da cristalinidade da membrana. No ensaio de
liberacdo, foi evidenciado que a quitosana exerceu papel fundamental na modulacao
do perfil de liberacdo do farmaco, possibilitando a deteccdo do Naproxeno~ e
indicando ser promissor no desenvolvimento de biofilmes para serem usados como
dispositivos de liberacdo controlada de farmacos. Destaca-se também que os
biofilmes apresentaram propriedades de tensao, ndo compativeis e adequados para
serem usados como dispositivos para liberacdo controlada de farmacos. Os
resultados da dissolugdo demonstraram que o material tem carater hidrofilico.
Mediante o exposto, conclui-se que o sistema apresentou homogeneidade e
adequada interagdo quimica entre os constituintes e foi possivel obter biofilmes a
base de quitosana para liberacao controlada de Naproxeno®.

Palavras-chave: Liberagao controlada. Quitosana. Biofilme. Biopolimeros.



ABSTRACT

Release devices controlled drug release devices are primarily intended to minimize
the need for toxic doses and to provide a better control of the release of the active
ingredient over the course of treatment. Naproxen™ is a non-steroidal anti-
inflammatory drug (NSAID), analgesic and antipyretic, used for the treatment of
rheumatic diseases and acute inflammatory processes. In this context, this work
aimed to obtain chitosan biofilms for the controlled release of Naproxeno™. The films
were prepared by the solvent evaporation method, by dissolving the chitosan in
acetic acid (1% v/v), to a final concentration of the polymer solution (1% m/v),
followed by the incorporation of Naproxeno™ (1 mg/ml). Chitosan was analyzed for
its degree of deacetylation, while Naproxen™ was quantitatively evaluated for the
active principle present in each tablet. Biofilms were characterized by crystallinity, X-
ray diffractometer (XRD), ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopy, water vapor
permeability, release profile, dissolution, in addition to the tensile test and film
thickness. In the XRD assay it was observed that the incorporation of the drug in the
chitosan solution allowed the reduction of the crystallinity of the membrane. In the
release assay, it was evidenced that chitosan played a fundamental role in the
modulation of the drug release profile, allowing the detection of Naproxen™ and
indicating promising in the development of biofiims to be used as controlled drug
release devices. It is also noted that biofilms exhibited tension properties, not
compatible and suitable for use as devices for controlled release of drugs. Dissolution
results demonstrated that the material is hydrophilic in character. It was concluded
that the system presented homogeneity and adequate chemical interaction between
the constituents and it was possible to obtain chitosan-based biofilms for the
controlled release of Naproxen™.

Keywords: Controlled release. Chitosan. Biofilm. Biopolymers.
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1 INTRODUGAO

Os farmacos sdo comumente utilizados para manter ou restituir a saude. Em
geral, um farmaco é constituido por um principio ativo e deve ser ingerido pelo
paciente através de uma via de administragcado apropriada. Podem ser encontrados
nas formas farmacéuticas sélidas, semissodlidas e liquidas. As formas sdlidas via
orais sdo as mais utilizadas (ALENCAR et al., 2018).

Registra-se também a existéncia de uma pluralidade de sistemas de liberagao
de farmacos, aparecendo expressdes para defini-los como liberacdo retardada
(RETARD), repetida, controlada (CR), sustentada (SR), entre outras (SHEN; JASTI,
LI, 2004).

Em terapias convencionais de administracao de farmacos, a concentracado da
droga na corrente sanguinea aumenta até atingir o nivel maximo de dissolugéo
(pico) e entédo declina, sendo requerida a administragcdo de nova dose para manter
os niveis de concentracdo adequados. Elevadas concentragdes acima do
considerado como faixa terapéutica podem conduzir a toxidade, enquanto
concentragdes subterapéuticas sao ineficazes e em alguns casos levar a ineficacia
do farmaco (LYRA et al., 2007). Com o propésito de minimizar esse efeito, pesquisas
recentes e o avango cientifico no campo da nanotecnologia tornaram possivel o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada com o objetivo de modular a
liberacdo do farmaco na faixa terapéutica por tempo prolongado utilizando-se
dosagem unica (BIZERRA,; SILVA, 2016).

Diversos sistemas de liberagdo controlada tém sido alvo de pesquisas
utilizando biopolimeros — matrizes poliméricas biodegradaveis — como carreadores
para liberacdo de varios tipos de farmacos, incluindo antibidticos, agentes
antineoplasicos, anti-inflamatériosesteroides, peptideos, proteinas e outros
(MONCAO, 2018).

Um biopolimero é um material de origem renovavel, que pode sofrer
metabolismo dando origem a substancias fisiologicamente inertes, que sao
eliminadas pelo organismo. Além disso, estes materiais podem ser biocompativeis,
ou seja, ndo iniciam processos imunes ou inflamatérios e sao estaveis durante seu
tempo de agédo (THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007).
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Por outro lado, o constante avango tecnoldgico industrial, combinado com o
crescimento na producdo e comercializagdo de produtos, tem sido repensada por
consumidores, empresarios e pesquisadores que descobriram nos polimeros
naturais uma fonte de produtos com caracteristicas biodegradaveis, nado toxicos,
reciclaveis e de fonte renovavel (SANTOS, 2018b). Nesse contexto, matrizes
poliméricas a base de quitosana tém recebido uma atencdo especial, devido
principalmente, a suas propriedades que sdo essenciais para a aplicacdo em formas
de filme, de revestimentos farmacéuticos e de recuperacdo de tecidos lesionados.
Além disso, as propriedades de interesse apresentam proximidade as de tecidos
naturais, tais como hidrofilidade, expansibilidade, permeabilidade seletiva,
consisténcia macia e baixa tensdo interfacial (AZEVEDO, 2007; GUIMARAES,
2017).

Sendo assim, a inclusdo de farmacos como anti-inflamatérios a filmes de
quitosana permitiria ndo sé a recuperagdo dos tecidos lesados mas também o
controle de processos inflamatérios e da dor local (VEIGA, 2012). Em vista disso, o
presente trabalho tem por objetivo a produgao de filmes a base de quitosana para a

liberagdo controlada de Naproxeno®.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Produzir filmes a base de quitosana para a liberacdo controlada de

Naproxeno®.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar o comprimento de onda caracteristico e obter a curva de calibragao
do Naproxeno®.

e Determinar o grau de desacetilagdo da quitosana.

e Produzir filmes a base de quitosana.

e Adicionar Naproxeno® ao filme.

e Avaliar os filmes obtidos no estudo, qualitativamente e com base nas
propriedades de tracdo, visando comparar com materiais disponiveis no
mercado.

e Avaliar as caracteristicas estruturais do filme através da obtencdo da sua
espessura, grau de cristalinidade e permeabilidade ao vapor de agua.

e Avaliar o comportamento do filme no ensaio de liberagdo do farmaco em
agua.

¢ Avaliar a solubilidade do filmes com farmaco em agua.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Quitina e quitosana

3.1.1 Procedéncia da quitina

Historicamente, ha registros literarios de que o biopolimero quitina tenha sido
isolado pela primeira vez, em 1811, por Henri Braconnot, a partir das paredes
celulares de fungos (PARK et al., 2009). O termo quitina tem origem grega e deriva
da palavra Quiton que significa tunica ou cobertura. Neste sentido, a quitina funciona
como revestimento protetor em animais invertebrados (ROBERTS, 1992).

Este biopolimero — quitina — possui importante fungdo no exoesqueleto e
paredes celulares nos organismos, nos quais € um constituinte (RIBEIRO, 2017),
sendo abundantemente encontrado em crustaceos, insetos e aracnideos (KAYA et
al., 2016). A quantidade de quitina presente em cada organismo € variavel e isso
pode estar relacionado com a prépria constituicao biolégica dos organismos, assim
como o habitat e sazonalidade dos ecossistemas nos quais ocorrem (ASSIS; BRITO,

2008) como observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais fontes de quitina

Quitina no
Organismos
Exoesqueleto %
Caranguejo 14,00
Crustaceos Lagosta 69,80
Camarao 25,30
Borboleta 64,00
Insetos

Mosca 54,80
Mucos rouxil 44,50

Fungos _ .
Aspergillus niger 42,00

Fonte: Ribeiro (2017)
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3.1.2 Obtencao da quitina e quitosana

Na literatura ha relatos de métodos de extracido de quitina do exoesqueleto de
crustaceos em varias condi¢cdes de aplicagdo. Porém, ainda ndo ha um processo
unico padronizado. Isso pode ser atribuido a constituigdo bioldgica dos diferentes
organismos utilizados, assim como as diferentes etapas utilizadas no processo de
extracdo da quitina (HAJJI et al., 2014).

Os procedimentos mais utilizados comercialmente relacionados a este
compostos sao o isolamento de quitina a partir do exoesqueleto de crustaceos os
quais envolvem tratamentos com acido e a base para o processo de
desmineralizagdo e desproteinizacdao (ABDOU; NAGY; ELSABEE, 2008), assim
como o0s processos para sua desacetilacdo (YEN; YANG; MAU, 2009). A
desacetilagdo da quitina € realizada para produzir seu principal derivado, a
quitosana (CHIAPPISI; GRADZIELSKI, 2015).

Através do tratamento quimico, a quitina, majoritariamente, € desacetilada
com solugao aquecida de hidréxido de sdédio aquoso com concentragdes variando
entre 10,0 mol.L™" a 12,5 mol.L (PUVVADA; VANKAYALAPATI; SUKHAVASI, 2012).
Os grupos acetila e a extensa cristalizagdo tornam a quitina insoluvel em agua e
outros solventes organicos. No entanto, durante o processo de desacetilagdo da
quitina, em partes do polimero, as ligagées N-acetila sdo quebradas durante o
contato com solugéao alcalina, ocorrendo a formagao de unidades de D-glucosamina
que contém aminas livres na cadeia da quitosana (RIBEIRO, 2017).

Mesmo que a reagdo de hidrolise alcalina dos grupos acetamida constituidos
na cadeia molecular da quitina, que resulta na obtengao de quitosana, seja uma
reacao consideravelmente simples, esta ndo ocorre de maneira homogénea e
completa ao longo de toda a cadeia (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

A finalidade da desacetilagao alcalina, conforme ja mencionado, é romper as
ligacbes de N-acetil do biopolimero, permitindo a formagdo das unidades de D-
glicosamina que contém os grupos aminicos livres, principal fator das multiplas
aplicagoes tecnolégicas (LERTSUTTHIWONG et al., 2002). Portanto, esse processo
se trata de uma hidrolise de amida, no qual o anion hidréxido (OH") da base ataca o
carbono da acilada ligagao amida (a). Como a reagao ocorre em meio aquoso, 0

intermediario de reagéo é destruido através do reestabelecimento da dupla ligagao
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C=0, promovendo a cisdo da ligagdo entre carbono e nitrogénio e a formagéao de
uma ligagao covalente coordenada entre o atomo de nitrogénio terminal da cadeia e
um atomo de hidrogénio da agua (b). Com isso, forma-se ao final da reacédo a
estrutura da quitosana, hidréxido de soédio e acido acético (c) (SOLOMONS;
FRYAHLE, 2006).

Na Figura 1, a seguir, € mostrado o mecanismo reacional de conversdo da
quitina em quitosana, através da reacao da molécula de quitina com o hidréxido de
sodio.

Figura 1 — Reacéo para a produgao de quitosana a partir de quitina

Q
,..r'nuo n"". +NaOH i} /&, "

=
b .t

(b)
__ (c) :

nc:—rl'—c / HH

CHy
IP-HJ
Fonte: Adaptada de Hennig (2009)

Em consequéncia, a quitosana, a qual é obtida a partir da quitina, possui um
maior numero e aplicagcoes. Nesse sentido, a quitina e seu derivado, a quitosana,
sdo polimeros naturais que vém despertando grande interesse cientifico e
econdmico, principalmente pelo potencial de aplicacdo em diferentes areas da
ciéncia (ANITHA et al., 2014).
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3.1.3 Propriedades fisico-quimicas da quitina e quitosana

A quitina (CgH1305N), € um biopolimero de cadeia linear, conforme mostrado
na Figura 2, formada por grupos acetamidaN-acetil-2-dioxi-D-glicopiranose, os quais

s&o interligados por ligagdes glicosidicas  (1—4) (ARANAZ, 2009).

Figura 2 — Estrutura molecular dos biopolimeros quitina e quitosana

0 HO,
E!{l IIU
"NH \E!

a) Quitina

Desacetilagio
(MaOH)

OH

b) Quitesana »:'!I_.

Fonte: Figueiredo (2014)

A quitina encontra-se associada aos demais constituintes do exoesqueleto
dos crustaceos como materiais inorganicos, principalmente o carbonato de calcio
(CaCOs3), e com materiais organicos nao polimerizados, como proteinas e os lipidios
e, por esse motivo, convencionalmente, o seu isolamento tem ocorrido mediante
tratamentos quimicos (CANELLA; GARCIA, 2001; CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Em questdes estruturais, os biopolimeros quitina e quitosana sé&o
semelhantes a celulose, diferenciando-se apenas pela substituigdo dos grupos na
posicdo do carbono 2 do anel glicopiranosidico. Em suma, na celulose ocorre a

presenca de um grupo hidroxila (OH), na quitina ha a substituicgdo pelo grupo
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acetamida (NHCOCHS3) e na quitosana ha presenga do grupo amina (NH;), como
mostra a Figura 3 (RAMIREZ et al., 2010).

Figura 3 — Estrutura macromoleculares de celulose, quitina e quitosana
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CH20H

CH20H

Quitina Quitosana
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Fonte: Adaptada de Ramirez et al. (2010)

CHOH

A quitosana possui em sua estrutura trés tipos de grupos funcionais reativos,
dois grupos hidroxil - um primario e um secundario - € um grupo amino. O grupo
amino livre tem grande influéncia na solubilidade da quitosana, uma vez que sua
presencga permite inumeras interagdes quimicas entre as moléculas (DIAS, 2012). Ja
o grau de desacetilagdo define o polimero como quitinico, devido a sua estrutura
cristalina altamente organizada e pouco soluvel, ou quitosanico, maior reatividade
quimica e solubilidade (LOPES et al.,, 2017). Assim, a medida que o grau de
desacetilagdo aumenta, a solubilidadeda quitosana em meio aquoso também
aumenta (DIAS et al., 2013). Contudo, quando o grau de desacetilagédo diminui e
adquire um carater quitinico, torna-se soluvel apenas em solugcbes de acidos
organicos como acido acético (CH;COOH) e acido formico (HCOOH) (BOLAT et al.,
2010).

O grau de desacetilagéo (GD) da quitosana apresenta uma variagao de 50% a
98% de pureza, dependendo do método aplicado, para sua determinagao e origem
da mesma. Este parametro estrutural influéncia propriedades como o alongamento e
a tensdo na ruptura, além de propriedades biolégicas como a adesao e proliferagéo
celular (SOUSA; BRAGA; SOSNIK, 2015).
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3.1.4 Aplicagoes da quitosana

Devido ao seu grau de pureza e atividade antimicrobiana, a quitosana
apresenta ampla utilizagdo na industria farmacéutica (HU; SUN; WU, 2013). Em
trabalhos prévios na literatura, enumeram-se as aplicagbes na area farmacéutica
como aglutinante na granulacdo umida, diluente na compressdo direta de
comprimidos, liberagao modificada de farmacos a partir de comprimidos e granulos,
carreador de farmacos em sistemas microparticulados, filmes para liberagao
controlada de farmacos, preparagdo de hidrogel, agentes para o aumento da
viscosidade de solugbes, agente umectante e melhoramento de dissolugdo de
medicamentos, polimero bioaderente, intensificador de absor¢ao (por via nasal ou
oral) e terapia génica (GAVHANE; GURAV; YADAYV, 2013).

Focando a aplicabilidade da quitosana como matriz polimérica em forma de
filmes para liberagcdo controlada de farmacos, as suas propriedades tornam-se um
fator diferencial. Uma vez que esta, pode atuar na prevencdo de formacido de
camadas de fungos e bactérias em procedimentos cirurgicos ou dispositivos de
implantes médicos (ANAYA et al., 2012). Por exemplo, quando ha formacéo de
tecido inflamatério sobre um implante médico, € necessario um procedimento
cirurgico para remover a regidao, sendo que a aplicagdo de biofiimes a base de
quitosana pode fornecer contato com medicamentos no local e evitaria que os
microrganismos se acumulassem a superficie do implante (AZEVEDO et al., 2007).
Atribui-se a atividade antimicrobiana da quitosana a seus grupos aminicos que, em
contato com os fluidos fisioloégicos, tornam-se protonados e se ligam a grupos
aniénicos destes microrganismos. Como consequéncia, as células microbianas se
aglutinam e o seu crescimento é entédo inibido (SILVA et al., 2016).

Com isso, ressalta-se que um biofiime de quitosana tem sua atividade
antimicrobiana intensificada quando disposta em forma de filme, decorrente do
aumento da sua area superficial. Por isso, o aumento da superficie de contato com a
quitosana causa um aumento da quantidade dos grupos amino protonados na sua
superficie, que intensificam sua agéo bactericida (SOUZA, 2017).

Além do exposto, a quitosana detém uma estrutura que favorece o
crescimento celular, a adeséao e a proliferagao das células, facilitando a organizagéo

tecidual e fornecimento de proteinas para tratamento de lesdes devido a sua
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estrutura (SURESH; SURYAWANI; DEWANGAN, 2011). Pode-se destacar também
que, além de possuir agdo antimicrobiana devido a seus grupos amino protonados, a
quitosana tem acédo analgésica, absorvendo os fluidos provenientes da leséo.
Portanto, é capaz de bloquear terminacdes nervosas, reduzindo a dor, sendo essa
acao topica decorrente da captura de hidrogénios acidos liberados no local da
inflamacéo, pela ionizagdo do grupo aminico (AHMED; IKRAM, 2016).

3.2 Biofilmes

Um biomaterial é qualquer substancia ou combinacdes de substancias,
sintética ou natural, que possa ser usada por um determinado periodo, completa ou
parcialmente como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer
tecido, 6rgéo ou fungéo do corpo (OLIVEIRA et al., 2010).

Por outro lado, um biofilme, concordando com a definicgdo acima, é um
biomaterial que pode ser intumescido em agua ou fluidos biolégicos (PEPPAS et al.,
2000) e pode possuir a estrutura de uma matriz ou camada fina formada a partir de
polimeros, de origem animal ou vegetal (CHANDRA; RUSTGI, 1998; HU; CHEN;
GAO, 2009). Em consequéncia, um material, para ser usado como biofilme pela
industria biomédica, deve apresentar propriedades que conferem uma interacéo
benéfica com o organismo onde é implantado (CAO; WANG, 2009).

A quitosana apresenta caracteristicas benéficas para ser utilizada como
matriz polimérica biocompativel ou biofilmes, uma vez que ndo desencadeia uma
resposta inflamatdria sustentada ou téxica na sua implantagao in vivo. Além disso,
se degrada em tempo habil para que ocorra o processo de regeneragdo ou cura do
sitio comprometido. Pode apresentar também propriedades mecanicas adequadas a
aplicacdo em biofilmes, sendo facilmente metabolizada e liberada no corpo (CAO;
WANG, 2009).

Por isso, a quitosana esta sendo usada na preparacdo de filmes para
aplicagao nos campos da farmacia, medicina e biotecnologia, especialmente, para o
tratamento de feridas e suportes para liberagdo de farmacos (KHURMA;
ROHINDRA; NAND, 2007). Nesse tipo de aplicagdo, também é considerada uma

matriz polimérica biocompativel, conforme ja comentado.
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No filme, o farmaco encontra-se homogeneamente disperso em sua superficie
e a liberagao do farmaco envolve processos fisicos e quimicos, incluindo penetragao
de agua na matriz, difusdo do farmaco pelos poros do filme, sendo este ultimo por
degradagao da quitosana ou por uma combinagdo desses dois mecanismos
(BIZERRA; SILVA, 2016).

Um filme de quitosana atuara como um sistema de liberagdo controlada de
farmaco, através de um mecanismo funcional de sensibilidade a minimos estimulos
do meio, como alteragdo na temperatura, forga idénica e do pH local (STAYTON et
al., 2005).

Para compreender o funcionamento dos sistemas de liberagdo controlada,
pode-se observar o esquema demonstrado na Figura 4. O filme de quitosana com
adicao de farmaco, (a) quando em contato com o meio de dissolugdo ou com o fluido
aquoso gastrintestinal, absorvem agua, sobretudo através dos poros do seu sistema
matricial. O filme entdo € hidratado e libera o farmaco existente (b), ocasionando o
intumescimento/relaxamento das cadeias poliméricas e formando uma camada
gelatinosa de polimero (LEE; KIM, 1991).

Simplificando, a medida que a superficie do filme absorve agua, sua camada
exterior gelificada sofre eros&o (c). Esses dois fenbmenos ocorrem em sincronia, o
que mantém um volume relativamente constante no sistema. Entdo, quando os
filmes e satura de agua, as cadeias poliméricas comegam a separar-se e ocorre
expansao dos poros, onde a difusdo do farmaco acontece. Na sequéncia, as cadeias
poliméricas dispersam-se na camada mais externa, o que resulta em aumento da
taxa de erosdo. Por fim, as cadeias poliméricas ndo est&do mais interligadas entre si
e o sistema desintegra-se totalmente (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).
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Figura 4 — Biofilme para liberagédo de farmacos

(b) Hidratagao e
Intumescimento do (c) Eroséo

(a) Biofilme Biofilme
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./:7 . :
Camada gel X =
Absorgéo de liquidos e Farmacos insoluveis
liberagdo de farmaco séo liberados por
soluveis por difuséo eroséo

Fonte: Adaptada de Lyra et al. (2007)

3.3 Liberagao controlada de farmacos

A liberagdo controlada de farmacos esta relacionada com a forma de
transporte de um composto farmacéutico para o corpo. Este deve se desenvolver
através de um meio seguro que garanta o efeito terapéutico desejado. Em principio,
este processo inclui a administragdo, liberagdo de um agente terapéutico e seu
posterior transporte através das matrizes poliméricas ou biopolimeros para o local de
acao (COSTA NEVES et al., 2017). Dessa forma, o conceito fundamental de
sistemas de liberacdo esta fortemente ligado a forma de dosagem e via de
administracdo. Além disso, um sistema adequado de administracdo de
medicamentos garante que o medicamento ativo esteja disponivel no local da agao
pelo tempo e duracéo desejados (RUEL-GARIEPY et al., 2004).

Conforme demonstrado na Figura 5, na administracdo convencional multi
dosagem (a), via oral, a concentragdo do farmaco exibe um aumento na corrente
sanguinea, atinge um pico maximo e entdo declina. Ja na administragdo controlada,
o nivel de concentragdo do farmaco na corrente sanguinea permanece constante e
efetivo (LYRA et al., 2007).
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Figura 5 — Variagbes de concentragdo de farmacos na corrente sanguinea
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Fonte: Adaptada de Lyra et al. (2007)

Porém, observando o fato de que cada farmaco possui uma faixa de acao,
acima do qual se torna téxico e abaixo ineficaz, e os niveis plasmaticos s&o
dependentes das dosagens administradas, isso se torna critico se a dose efetiva
estiver proxima a dose téxica (RODRIGUES, 2012).

Outra estratégia terapéutica explorada para dosagem dos medicamentos é
sua administragédo direta no 6rgao afetado pela doencga (local) ou administradas por
vias sistémicas, onde atingem o sistema circulatério e o sangue, de modo que todo o
corpo é afetado. Na administracdo direta sobre o 6rgado afetado, a liberagéo
controlada de farmacos também esta sendo exploradas em outros trabalhos
(PEREIRINHA; FIGUEIRAS, 2016).

A preparagédo do biofiime com o farmaco incorporado, visando a liberagao
controlada, é realizada mediante a técnica de adicao do farmaco durante a sintese
do filme. Este método € o mais utilizado e é representado esquematicamente na
Figura 6. Neste método, uma solugédo de quitosana e agua € mantida sob agitagéao
constante (a), farmaco em forma de po, previamente dissolvido em um acido acético,
€ adicionado a solugéo (b) e agitado constantemente (c) e, devido a reticulacdo do

biofilme, o composto fica retido em sua estrutura apés a secagem (d) (PIRES, 2017).



Figura 6 — Representagao esquematica do processamento de biofilmes
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Com a liberagdo controlada, a concentragcdo terapeuticamente efetiva de
farmacos é mantida no sistema circulatério por um extenso periodo (RODRIGUES,
2012). A matriz polimérica de quitosana pode oferecer uma abordagem eficaz e
segura de tratamento, por prover altos niveis de farmaco no local da doenga, devido
ao prolongamento das atividades farmacolégicas e da maximizagdo da eficacia.
Além disso, o direcionamento da liberacdo de farmacos pode evitar ou reduzir a
degradacgao do farmaco e a perda de eficacia por ndo alcangar o local afetado. A
liberacdo direcionada poderia também reduzir a frequéncia das doses € minimizar os
efeitos colaterais (LACERDA, 2018), contribuindo para a adesao ao tratamento e
para a ampliacdo da qualidade de vida do paciente (EL-SAY; EL-SAWY, 2017).

Nesse sentido, em filmes, a liberacdo do farmaco torna-se controlada,
prolongada e a liberagdo das doses de farmacos nao atinge niveis de toxicidade do
principio ativo (PEREIRINHA; FIGUEIRAS, 2016). A liberagao controlada, através de
filmes, utiliza uma resisténcia, quimica ou fisica, para proporcionar uma liberagao
lenta da dose de manutencéao, fornecendo uma liberagcao continua e proporcionando
um perfil de liberagao terapeuticamente benéfico para liberagao de farmacos (LYRA
et al., 2007).
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3.4 Naproxeno®

O Naproxeno® é um anti-inflamatério ndo Esteroidal (AINE). Este tipo de
farmaco € muito utilizado no tratamento pds-operatorio, por sua eficacia
entorpecente na dor pds-operatoria leve (KUMMER; COELHO, 2002) e por suas
propriedades analgésicas, anti-inflamatorias e antipiréticas (BRASIL, 2019).

O Naproxeno® é um derivado do acido propiénico, quimicamente denominado
comoacido (S)-6-metoxi-a-metil-2- naftalenoacético (Figura 7). Em relacdo as
caracteristicas fisico-quimicas, o Naproxeno® é um pd branco, praticamente sem
odor, cristalino, soluvel em alcool — alcool desidratado e alcool metilico — e em
cloroférmio, sendo também facilmente soluvel em éter. Além disso, é soluvel em
solugdes aquosas (RODRIGUES, 2012).

Figura 7 — Estrutura molecular do Naproxeno®
=i
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Fonte: Kummer; Coelho (2002)

E disponibilizado na forma de comprimidos simples, revestidos de materiais
que fornecem a sua liberagcdo imediata, liberagdo retardada ou controlada, e
capsulas gelatinosas. Estes podem conter de 200 a 750 mg de Naproxeno®.
Também podem ser comercializados como suspensao oral (GROSSER; SMYTH;
FITZGERALD, 2019).
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4 MATERIAL E METODOS

Na presente secao, foram descritas as técnicas e materiais necessarios para
a producdo dos filmes a base de quitosana, para liberacdo controlada de
Naproxeno®, bem como para a sua caracterizacdo. Foram avaliadas propriedades
qualitativas da quitosana, grau de desacetilacdo e do Naproxeno®, quantidade de
principio ativo, bem como propriedades mecanicas, ensaio de tragdo, grau de
cristalinidade, espessura e intumescimento. O trabalho experimental foi desenvolvido
nos laboratérios 1101 e 1112 da UNIPAMPA-Campus Bagé.

4.1 Material
4.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho se encontram
detalhados na Tabela 2.

Tabela 2 — Reagentes utilizados na produgéo dos biofilmes de quitosana

Férmula
Reagente Procedéncia
Molecular
Acido acético CH,COOH Fornecido pela URCAMP
Alcool etilico C,HsOH Comercial
Naproxeno® Farmacia de Manipulagao Mistura da
C14H1403
(250 mg/cp) Terra
Solugao Padrao de
- Comercial
pH
Quitosana CgH1oN4O, Golden-Shell Pharmaceutical

Fonte: Autora (2019)
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4.1.2 Equipamentos e material

Os equipamentos e materiais utilizados para a realizagdo do trabalho estado

dispostos na Tabela 3 e Tabela 4, respectivamente.

Tabela 3 — Equipamentos utilizados na producgao e caracterizacdo dos biofilmes

Equipamento Marca Modelo
Agitador Mecanico S P Labor RH B
Balanca analitica Shimadzu AUY 22
Balanga Digital Quimis UX420H
Chapa de Aquecimento Quimis

Difratdmetro Rigaku Miniflex 300
Espectrofotdbmetro Equilam uv755B
Estufa Etica ETC 45
Microscopio o6tico Motic K series
pHmetro Bante Instrument PHS-3BW
Texturébmetro Stable Micro Systems TATX

Fonte: Autora (2019)

Tabela 4 — Material utilizado na producgao e caracterizagcdo dos biofilmes

Material Especificagoes

Bastao de vidro -

Béquer 10 ml, 50 ml, 100 mi
Bisturi -
Dessecador -
Erlenmeyer 100 ml
Placas de vidro tipo Petri
Termbmetro -

Fonte: Autora (2019)
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4.2 Métodos

Na presente seg¢do, s&do apresentados os conceitos que abrangem o
funcionamento das técnicas de caracterizacdo das propriedades do farmaco e da
quitosana pura, bem como propriedades mecénicas, de barreira e de estruturais dos
biofilmes a base de quitosana para liberagdo controlada de Naproxeno®.

4.2.1 Quantidade de principio ativo presente no farmaco

A analise quantitativa do teor de principio ativo, presente nos comprimidos de
Naproxeno® Sadico 550mg/cp, o que equivale a 500 mg/cp de principio ativo, foi
realizada segundo o método descrito por Feltre (1994) de titulometria volumétrica.
Os comprimidos foram pesados, triturados e adicionados a um Erlenmeyer de 100
ml, onde foi adicionado 20 ml de agua deionizada e 20 ml de alcool etilico, sob
constante agitagdo. Foram adicionadas 5 gotas de fenolftaleina e em seguida as
amostras foram tituladas com solugdo padronizada de hidroxido de sédio 0,1 mol/L
até a ocorréncia do ponto de viragem da reagao, caracterizado pelo aparecimento da
cor résea.

A reacao de neutralizagdo do Naproxeno® ocorreu segundo a Equagao 1:

O numero de mols do hidroxido de sodio titulado é igual ao numero de mols
do Naproxeno®(nnapmxeno) para cada amostra analisada. Logo com Nnaproxeno = NNaOH €
conhecendo a massa molecular do composto Naproxeno® (230,25g/mol), foi possivel
calcular a massa de Naproxeno®(Mnaproxeno) NOS comprimidos avaliados segundo a
Equacéo 2:

g

= .230,25— 2
mnaproxeno nnaproxeno m0l ( )



34

4.2.2 Grau de desacetilagcao da quitosana

Conforme a metodologia descrita por Carvalho (2007), dissolveu-se 0,2 g de
quitosana em 20 ml de acido acético 0,1 mol/L, diluiu-se em mais 10 ml de agua
destilada e, com adi¢cdo gradual de hidréxido de sodio 0,1 mol/L, elevou-se o pH até
2. A partir de pH 2, iniciou-se a titulagdo da solugdo com hidroxido de sodio 0,1
mol/L.

As titulagdes foram realizadas até um pH maior que 9, consideravelmente
acima do pKa (~6,5) das aminas primarias presentes na quitosana. Segundo Abreu
(2013), a diferenga de volume entre os pontos de inflexdo apresentados pela
titulagcdo corresponde ao acido consumido para a protonagéo dos grupos presentes
na cadeia polimérica da quitosana.

O grau de desacetilagao foi determinado pela equacgao a seguir:

d (3)
GD% = ———— .100
(W 161d+d)
204
= CaVa= Cy Vi) 4)
1000

Onde:

C, = concentracao do acido em mol/L;

Cp = Concentracido da base em mol/L;

Va = Volume total de acido adicionado em ml;
V= Volume da base no fim da titulagdo em ml;

W = Massa da Amostra em g.

4.2.3 Produgao do biofilme

O preparo da solugdo base para produgdo do filme segue a metodologia
descrita por Alencar et al. (2018) — solugdo filmogénica — onde foi realizada a
dissolugdo de 0,5 g quitosana em 50 ml de acido acético 1% (v/v), seguida da
dispersao do farmaco, em uma chapa de aquecimento por 40 min a 20 °C. A solugao
foi mantida em agitagao constante e em seguida colocada uniformemente em placas

de Petri para que ocorresse a formagéo do filme. Seguidamente, as amostras foram
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colocadas em uma estufa em temperatura de 20 °C por 24 horas. Apds 0 processo
de secagem, os filmes ja formados foram retirados e lavados com hidréxido de sodio
0,1 mol/L e agua para remover os tragos de acido acético remanescentes e,
posteriormente, secos em temperatura ambiente. Por fim, os filmes foram realocados

para um dessecador por 24 horas para retirada de umidade.

4.2.4 Espessura do biofilme

As medidas de espessura de todos os filmes foram feitas com o auxilio de um
micrometro externo digital, com faixa nominal de 0-25 mm com resolugéo de
0,01 mm. Para cada filme, foi realizada a medida em dez regides e o valor médio

das medidas utilizado.

4.2.5 Ensaio mecanico de tragao do biofilme

O teste de ensaio de tracao foi realizado com base na norma ASTM D882
(2012), em um texturbmetro. Os corpos de prova foram dimensionados em padrdes
de 10 mm por 80 mm, sendo condicionados a temperatura ambiente por 24 horas
antes da realizagdo do ensaio (CRUZ, 2017).

As propriedades mecanicas dos filmes foram analisadas relacionando a
tensdo maxima de ruptura (T) e deformagdo maxima na ruptura (x maximo). A
velocidade de tracionamento utilizada foi constante igual a 10 mm/min (SANTOS,
2018Db). Os testes foram realizados a temperatura ambiente de 19 °C com umidade

relativa de 89%. A deformacao (¢) dos filmes foi determinada pela Equacéo 6:

Onde:
L= elongacé&o do filme durante o experimento em mm;

Lo = Comprimento inicial do filme em mm.

Através da medicdo da forca necessaria para se romper o filme, foi

determinada a tensao (o), a qual foi calculada pela Equacgao 7:
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(7)

wn|

F = forca de ruptura em N;

S = area seccional do filme mm?Z.

4.2.6 Ensaio de permeabilidade de vapor d’agua do biofilme

Para a definigdo da permeabilidade do vapor de agua, o sistema baseado na
norma E96-95 da American Society for Testing and Materials (1995), demonstrado
na Figura 8, no qual 1) borda interna de selagem da matriz polimérica; 2) anéis de
borracha; 3) anel de aluminio; 4) tampa do copo, foi utilizado, onde se pode analisar
a capacidade de permeacdo de cada amostra por meio do seu ganho de peso,
através da quantidade de agua absorvida pelo cloreto de calcio (sal altamente
higroscopico), que é neste caso diretamente proporcional a quantidade de agua que
flui através da matriz polimérica (MORELLI; RUVOLO FILHO, 2010).

Figura 8 - Célula de pesagem (copo de Payne)

Fonte: Heliodoro (2013)
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Os filmes foram dispostos na célula de pesagem com area de 20,56 cm? de
superficie exposta. No fundo do frasco adicionou-se 20 g de cloreto de calcio anidro
granulado, CaCl, (seco previamente a 105 °C em estufa com circulagdo de ar
forgada por 30 minutos), para obtencdo de umidade relativa (UR) de 0%.

As células foram alocadas em um dessecador, contendo 300 ml de solucéo
de acido sulfurico (H2SO4) a 30% m/m para garantir a umidade relativa de 75%.

O fluxo ( ) foi determinado pela variagdo temporal da massa corrigida pela

area do filme exposto:

om1l
- 8
ot A (8)

Onde:

ém = variagao de massa em g;
St = variagao de tempo em dias;
A = area do filme exposto em m?;

= fluxo em g/dia cm?.

Com uso da 12 Lei de Fick, pode-se determinar assim o coeficiente de
permeabilidade ao vapor de agua (Py), através da Equagédo 8. Todos os ensaios

foram realizados em temperatura ambiente.
Pu=J.5 (9)

Onde:
Pw = coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua em g/m2dia;
e = espessura do filme em m;

AP = Variacao de pressao através do filme em Pa.

Pesaram-se as células durante 7 dias, em balanca analitica (SHIMADZU,
AUY220 Unibloc) e assim foi estimado o ganho de massa do CaCl, em um intervalo

de tempo de 24 horas.
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Com os dados do ganho de massa da célula e com o tempo de ensaio, foram
construidas curvas, nas quais a regido linear correspondente ao equilibrio foi
ajustada a uma reta. O coeficiente angular desta reta foi dividido pela area de
permeacgao e, assim, associado a taxa de permeabilidade das membranas ao vapor

d’agua, na temperatura e umidade relativa do ensaio.
4.2.7 Grau de cristalinidade do biofilme

O grau de cristalinidade do biofilme utilizado foi determinado a partir do
meétodo descrito por Dallan (2005) de difragdo de raios-X (DRX) em trés filmes,
obtidos em temperatura ambiente. O equipamento utilizado foi um difratdbmetro. Os
filmes foram fixados em suporte de vidro e arranjados para que nao houvesse
interferéncia do suporte.

O difratbmetro opera com radiacdo de cobre Ka, com voltagem de 40 kV e
corrente de 20 mA. As amostras foram analisadas com uma varredura angular de 20
de 0 a 80°, 0,02° por ponto, com taxa de 2 segundos por ponto.

O indice de cristalinidade relativo (l.;) dos materiais foi determinado a partir da
Equacéo 5:

G 1)
Lo =2 (5)

I+ = intensidade do minimo de difragdo (26 em torno de 18°);

I, = intensidade do maximo de difragao (206 em torno de 22°).

Onde, |1 representa a area correspondente a fase amorfa e |, corresponde a
area dos picos cristalinos. Sendo, portanto, o lcrobtido a partir dessa relagao.

4.2.8 Determinagdo do espectro de absor¢gdo no UV-Vis do Naproxeno® e sua

curva de calibragao

As medidas de absorbancia do Naproxeno® na faixa do espectro UV-Visivel

foram feitas através de um espectrofotdmetro. Primeiramente, foi preparada uma
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solucdo com 50 mg de Naproxeno®e 100ml solucéo filmogénica — a mesma utilizada
na preparacgao dos filmes. Uma amostra de 10 ml da solugéo foi retirada e dissolvida
novamente em 100 ml de &gua. Através do espectro obtido, em diferentes
comprimentos de onda, foi determinado o comprimento de onda de maior pico e a

curva de calibracédo da espectrofotometria de absor¢édo molecular do Naproxeno®.
4.2.9 Perfil de liberagao do farmaco em agua

A amostra do filme foi pesada para determinar seu peso inicial (W), imersa
em um béquer com 100 ml de agua e alocada em estufa a 37 °C, para a simulagéo
da temperatura do corpo humano, por um periodo de 24 horas. No intervalo de
tempo de 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 12 e 24 horas, foram retiradas aliquotas da amostra e
analisadas em um espectrofotdbmetro, utilizando-se uma solugdo sem o farmaco
como zero, para obter sua absorbancia e determinacdo da concentragdo de
Naproxeno® liberado, ao longo do tempo no comprimento de onda fixo em 331 nm. A
concentracao do Naproxeno® foi determinada a partir da curva de calibragao
construida anteriormente através de diluigdes com a concentracdo variando de 0 a
0,049mg/ml.

4.2.10 Grau de intumescimento das matrizes poliméricas de quitosana com

adesio de Naproxeno®

O grau de intumescimento (R) das matrizes poliméricas foi determinado
seguindo o método de Lamim (2006), em que o biofilme foi pesado, imerso em um
béquer contendo 100 ml de agua destinada e, apds 24 horas, verificou-se a sua

solubilidade usando a Equagéao 10:

R—Wl 100 10
_W' ( )

0

Onde:
W, = massa inicial da matriz polimérica em g;

W, =massa final da matriz polimérica em g.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Quantidade de principio ativo presente no medicamento comercial

A Tabela 5 apresenta os valores obtidos na determinagcdo do teor de
Naproxeno® dos comprimidos integros, concentracdo fornecida pelo fabricante

tedrica de 500 mg/cp do principio ativo de Naproxeno®.

Tabela 5 — Quantidade de principio ativo tedrico e real presente no farmaco

Principio ativo

Amostra Concentragao %Principio ativo
. (mg)
tedrica (mg/cp)
1 500 498,65+1,57 99,73
2 500 496,73+0,32 99,34
3 500 495,86+1,22 99,17

Fonte: Autora (2019)

Foi obtido um valor médio de 497,08 do principio ativo de Naproxeno® na
forma integra, o que corresponde a %Principio ativo médio de 99,41, estando em
conformidade com as especificagcbes estabelecidas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2010) que estabelece um teor de Naproxeno® entre
99% e 101%.

5.2 Grau de desacetilagao da quitosana

O efeito do grau de desacetilacdo é um importante parametro nas
propriedades fisico-quimicas da quitosana em solugédo filmogénica, uma vez que
determina a quantidade de grupos aminos presentes no polimero (KUMAR, 2000).

O grau de desacetilagdo obtido pelo método de titulagdo potenciométrica é
bastante confiavel quando as solucbes de acido cloridrico e hidréxido de sodio
0,1 mol.L™" sdo padronizadas e quando as amostras de quitosana s&o totalmente
soluveis na solugdo de HCI. A diferenca de volume entre os pontos de inflexao
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apresentados pela titulacdo corresponde ao acido consumido para a protonagao dos
grupos presentes na cadeia polimérica da quitosana (ABREU, 2013).

Por intermédio do ensaio de titulacdo potenciométrica da solucdo de
quitosana, obteve-se a curva de pH versus o volume de solucédo titulante, ilustrada
na Figura 9, e identificou-se os dois pontos de equivaléncia necessarios para o
calculo do grau de desacetilagao.

Figura 9 — Curva de titulagdo potenciométrica da solugéo de quitosana

14
12
10
8 Ponto de inflexdo 2
&
§]
4
2 Ponto de inflexdo 1
0
3 8 13 18 23

NaOH (mL)

Fonte: Autora (2019)

O ponto de inflexdo detectado na curva de titulacdo reflete no momento em
gue a quitosana titulada reage completamente com a solugéo titulante. Esses pontos
de inflexdo referem-se aos volumes necessarios de hidroxido de sodio para
neutralizar o excesso de acido cloridrico e grupos aminos presentes na cadeia de
quitosana (COELHO, 2006). O volume, requerido de solugdo titulante para
neutralizar apenas os grupos amino protonados da quitosana, refere-se a diferenca
entre o volume a e o volume b.

A curva obtida na titulagdo potenciométrica nao apresenta a simetria
correspondente das titulacbes convencionais de acido e base. Essa caracteristica
esta dentro do padrao, considerando que a titulacdo de acidos e bases fracas, ou de

solucdes diluidas, apresentam um ponto de equivaléncia mais complexo de se
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alcangar. Com isso, os pontos de inflexdo nos volumes a e b sdo considerados os
pontos de equivaléncia da titulagdo (TORRES, 2010).

O grau de desacetilagdo obtido pela técnica de titulagado potenciométrica para
as trés amostras de quitosana codificadas como 1, 2 e 3 estdo dispostas na Tabela
6.

Tabela 6 — Grau de desacetilacdo da quitosana comercial

Amostra pH inicial pH final GD %
1 2,11 9,56 88,08
2 2,02 9,6 88,03
3 2,16 9,54 88,26

Fonte: Autora (2019)

Cruz (2018), ao realizar o mesmo teste de titulagdo potenciométrica em seu
trabalho, com a mesma quitosana, encontrou 89% de grupos acetilados. Esse valor
de grau de desacetilagdo é similar a média encontrada neste trabalho, 88,1%, o que
leva a conclusdo de que as propriedades fisico-quimicas observadas nessa
quitosana podem ser semelhantes as fornecidas pelo fabricante e usadas neste
trabalho.

De acordo com Howling et al. (2001), a quitosana com elevado grau de
desacetilagdo € hidrofilica, o que facilita sua solubilidade em solugcdes aquosas
acidas fracas e sdo mais eficientes na regeneragdo tecidual da pele. Segundo
Chatelet, Damour e Domard (2001), os grupos aminos presentes na cadeia da
quitosana elevam continuamente a quantidade da adesao e proliferacdo celular,

acelerando o processo de cicatrizacao de tecidos lesionados.

5.3 Producao do biofilme

O biofilme de quitosana com adi¢cao de Naproxeno®, preparado conforme

metodologia descrita anteriormente deste trabalho, encontra-se exibido na Figura 10.



43

Figura 10 — Fotografia do biofilme de quitosana com adigéo

de Naproxeno®
|

Fonte: Autora (2019)

A coloragao do filme ndo variou significativamente, pois as concentragdes de
farmaco e quitosana foram padronizadas para todas as solugbes filmogénicas. De
um modo geral, todos os filmes apresentaram boa transparéncia a luz visivel,
aderéncia, flexibilidade e resisténcia mecanica quando tocados.

Assim como Guimaréaes (2018) que, ao trabalhar com a quitosana fornecida
pela empresa Polymar-CE, GD 85%, as emulsbes produzidas neste trabalho de
quitosana a 1% em &acido acético apresentaram coloragdo amarelada devido a
presenga de grande quantidade de residuos insoluveis. Os filmes mostraram-se
transparentes, independentemente da cor, uma vez que houve a diminuigdo de
bioativos naturais, mas sem a extingcao total da transparéncia ética caracteristica da
membrana pura de quitosana.

Caracteristicas como aderéncia, elasticidade e flexibilidade sdo de extrema
importancia para biomateriais (SANTOS, 2018a). Os filmes de quitosana com adi¢ao
de Naproxeno® apresentaram essas propriedades e podem ser potenciais

alternativas para o tratamento de tecidos lesionados.

5.4 Espessura do biofilme

A pele é definida histologicamente em trés camadas de composig¢ao, sendo

elas: epiderme, derme e hipoderme (SOARES, 2008). A epiderme, a qual
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corresponde a camada mais externa da pele, apresenta variacdo de espessuras
entre 0,07 e 0,12 mmna maior parte do corpo, tendo picos de espessura de 0,07 mm
na palma das méaos e 1,4 mm na regidao da planta dos pés (DALLAN, 2005). Ja a
derme, tecido conjuntivo que serve de apoio a epiderme, é considerada a pele base,
apresentando espessura entre 1 e 4 mm (SILVER et al., 2002). A hipoderme é
formada basicamente por tecido frouxo adiposo, por isso possui espessura variavel
(ARAGAO NETO, 2013).

Assim como todos os outros 6rgaos do corpo, a pele apresenta caracteristicas
peculiares que devem ser seguidas para que o seu desempenho seja o melhor
possivel. A espessura € uma dessas peculiaridades e quando a pele € lesionada,
sua espessura diminui e deve ser rapidamente regenerada para evitar maiores
complicacdes.

Os biomateriais candidatos a serem usados como curativos devem fornecer
espessuras que sejam compativeis a da pele. Com isso definido, as medidas de
espessura média dos filmes de quitosana com adicdo de Naproxeno® estao
disponiveis na Tabela 7. Esses valores foram utilizados nas analises de

Permeabilidade ao vapor d’agua e Analise mecanica.

Tabela 7 — Espessura média das amostras dos biofilmes

Amostra Espessura Média (mm)
Filme 1 0,042+0,012
Filme 2 0,039+0,019
Filme 3 0,040,015

Fonte: Autora (2019)

Controlar a espessura dos filmes € uma caracteristica importante para se
avaliar a uniformidade do material, reprodutibilidade da medida de suas
propriedades e a validade das comparagbes entre biofiimes. Os filmes
apresentaram-se com espessuras variaveis o que, de acordo com Sobral (1999), é
atribuido a dificuldade na produgao de filmes pelo processo onde a secagem ocorre

pela evaporacao do solvente.
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Dallan (2005), ao avaliar as propriedades de uma membrana de quitosana 1%
(m/V) dissolvida em solugdo de 1% (v/v) de acido acético, obteve espessura de
0,1+0,03mm, valor acima do encontrado no presente trabalho.

A escolha de um curativo é baseada na classificagdo dos tecidos lesionados
quanto a sua estrutura comprometida e profundidade, para que o substitutivo
cutaneo se ajuste a profundidade da ferida (LOFEGO FILHO et al.,, 2006). A
classificagao de Araujo (2010) para as lesdes acontece da seguinte maneira: regides
lesionadas limitadas a epiderme séo lesbées de perda superficial; regides lesionadas
que se limitam a epiderme e porg¢ao superior da derme séo lesdes de perda parcial;
ja reqgides lesionadas com destruicdo da epiderme, derme e tecido subcutaneo, com
possivel invasdo de musculos, tenddes e 0ssos sao lesdes de perda total.

O MATRIDERM® fabricado pela MedSkin Solutions ¢ um substituto cutaneo
dérmico monolaminar, composto por fibras de colageno revestido com elastina,
utilizado em queimadura associada a enxertos de pele, sdo comercializados nas
espessuras de 1 e 2 mm (MEDSKIN, 2019). O FIBRACOL® Plus, fabricado pela
Systagenix Wound Management Limited, por sua vez, & comercializado na
espessura de 1 mm e indicado para feridas de perda parcial e total (SYSTAGENIX,
2019). Observa-se que as espessuras encontradas para os filmes estudados séo
menores que os curativos citados.

Os substitutos artificiais da pele sdo geralmente mais finos do que a derme
humana. Constatou-se que os filmes produzidos neste estudo possuem espessuras
menores que a derme, podendo ser indicados para tratamento de tecidos cutaneos

lesionados.
5.5 Ensaio mecanico de tragao do biofilme

O tecido cutaneo é complexo e possui propriedades elasticas, viscosas e
plasticas. E formado basicamente por colageno, que infere resisténcia a pele, e pela
elastina, que garante a extensibilidade, e tem suas propriedades mecanicas
determinadas principalmente pela camada da derme (BISPO, 2009).

Um curativo para lesbes tem como principal fator de desempenho suas
propriedades mecanicas, seja para uso superficial na prote¢ao da pele ou como

suporte em feridas internas. Com base na sua aplicagdo, os biofiimes devem ser
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suficientemente resistentes para suportar as cargas mecanicas durante seu
funcionamento, transporte e manuseio, para que sua integridade e propriedades,
como a de barreira, resisténcia a tragdo e deformacdo antes da ruptura, sejam
mantidas (LI; CHEN; KIRSNER, 2007; BONILLA et al., 2013).

O filme deve apresentar flexibilidade, porém, deve ser forte o bastante para
ser manuseado durante a aplicagdo no ferimento (ELSNER; SHEFY-PELEG;
ZILBERMAN, 2010). Com isso, com a finalidade de avaliar as propriedades
mecanicas dos filmes de quitosana com adi¢ao de Naproxeno®, 0 ensaio de tracao
foi realizado e os resultados de forga (N), tensdo maxima (MPa) e alongamento na
ruptura (%), encontram-se apresentados na Figura 11 e Tabela 8.

Figura 11 — Comportamento mecanico dos filmes
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Fonte: Autora (2019)

Tabela 8 — Valores de forga, tensao e elongamento dos biofilmes

Amostra F (N) o (MPa) €%

Filme 1 13 0,016+0,0014 12,88+0,01
Filme 2 11,5 0,014+0,0004 14,51+1,53
Filme 3 11 0,013+0,001 11,55+1,42

Fonte: Autora (2019)



47

Um dos principais fatores prejudiciais as propriedades mecénicas sao
surgimentos de trincas e porosidade indesejada (SANTOS, 2018b). O material obtido
nao apresenta trincas, uma vez que a quitosana e o Naproxeno® sao completamente
dissolvidos na solugédo. Contudo Guimaréaes (2018), ao trabalhar com acido acético,
encontrou valores mais altos de tensédo (50,07+4,17) Mpa e mais baixos para
elongamento (4,5£1,00)%, mostrando que o Naproxeno® empregado na formagao do
filme pode ter afetado as propriedades mecanicas finais. Tal comportamento pode
ser atribuido ao arranjo do Naproxeno® com o acido acético, empregado neste
estudo, uma vez que o acido acético tende a formar filmes com menor flexibilidade e
resisténcia a tragdo, e a adicdo de Naproxeno® aumenta ainda mais a rigidez do
filme.

Outros fatores também contribuem para o resultado das propriedades
mecanicas dos filmes, como o grau de desacetilagdo da quitosana, pH da solugéo e
processo de mistura (COSTA JUNIOR et al., 2009).

Segundo Wang et al. (2002), curativos para pele normal possuem tensao
maxima entre 2,5 e 16 Mpa. O filme investigado apresentou valores de tensao entre
0,014 MPa e, portanto, ndo pode ser empregado para tal aplicagdo.Por isso, sugere-
se que seja adicionado algum agente plastificante na composi¢gdo para o aumento

da resisténcia.
5.6 Ensaio de permeabilidade ao vapor d’agua do biofilme

Conforme ja mencionado ao longo deste trabalho, tecidos lesionados
prejudicam a fungdo normal corpdrea de controle do balango de fluidos corpéreos,
resultando em alta perda por evaporacdo. Neste contexto, os curativos sao utilizados
no controle da perda destes fluidos corporeos. Acrescido a este fato, o uso de
curativos auxilia na obtencdo de um ambiente local umido adequado para a
aceleragdo do processo de cicatrizagdo. Para que isso seja possivel, os curativos
devem apresentar taxas de transmissao de vapor d’agua adequadas

Segundo Yannas e Burke (1980), a pele humana em condicbes de
normalidade apresenta permeabilidade de 204+12 g/m?dia e quando lesionadas por
queimaduras de1°, 2° e 3° grau, a perda de agua é de até 278, 4274 e 3436 g/m?*dia

ou quando, na formagéao de tecido granulacéo possuem permeabilidades 5.138 g/m?
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dia, entdo um curativo ideal deve possuir uma permeabilidade ao vapor d’agua de
1.200 g/m3dia. Alguns curativos disponiveis comercialmente apresentam valores de
permeabilidade ao vapor de agua que variam de 90 a 6.500 g/m?dia (WU et al.,
1995).

A permeabilidade ao vapor d’agua visa determinar a composicdo mais
adequada para os filmes biodegradaveis. Isto posto, o teste tem como objetivo
avaliar a transferéncia de vapor d’agua através de filmes permeaveis e os resultados
obtidos sao fundamentais para filmes para liberacdo controlada de farmacos.

A permeacdo de vapor d'agua através de materiais poliméricos ocorre
principalmente como absorgdo, na qual o vapor € incorporado nas estruturas da
quitosana, condensa e entao ocorre o processo de difusdo através das demais
moléculas. Por essa razao, a permeabilidade em relagdo ao tempo nao é linear nos
periodos iniciais para a maioria dos filmes. Apés um periodo entre 2 a 3 horas, 0

comportamento tende a ser linear (DIAS et al., 2013).

Figura 12 — Ganho de massa da célula no periodo de 7 dias
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Fonte: Autora (2019)
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Tabela 9 — Permeabilidade a vapor d’agua dos biofilmes

Amostra P. (g/m3dia)

171,09 £ 6,94
Filme 1

175,13 £ 10,98
Filme 2

146,22 + 17,92
Filme 3

Fonte: Autora (2019)

A andlise da Figura 12 apresenta uma liberacdo do farmaco inicial quase
instantanea e entdo adquire um perfil quase linear de liberacdo. Ja os coeficientes
de permeabilidade mostrados na Tabela 9, observa-se que o filme 2 apresentou o
maior valor e isso pode ser atribuido a massa de CaCl; que se encontrava em maior
numero nessa célula.

A interagdo de moléculas de agua com a estrutura da quitosana
frequentemente resulta em modificagdes conformacionais. Com isso, o filme tende a
apresentar uma estrutura menos densa e com cadeias mais flexiveis, aumentando
assim a sua permeacao da agua (RAO; KANATT; CHAWLA, 2010).

Assim como no ensaio de intumescimento, onde o grau de cristalinidade e o
grau de desacetilagdo mostraram resultados que corroboram com a afirmacgéo da
hidrofilidade da quitosana, o ensaio de permeabilidade de vapor apresentou um
coeficiente médio de 164,14 g/m?dia de permeabilidade. Com isso, a aplicabilidade
do biofilme de quitosana para liberagao controlada de Naproxeno® em curativos é
viavel para lesbes mais superficiais, uma vez que ja existem no mercado curativos

com taxas inferiores a 164,14 g/m?dia.
5.7 Grau de cristalinidade do biofilme
O grau de cristalinidade da quitosana € uma dascaracteristicas que mais afeta

sua solubilidade em meio aquoso (NARAYANAN et al., 2018). Segundo Silveira

(2013), quanto maior o grau de cristalinidade de um filme, menor sera a mobilidade
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das cadeias poliméricas, e esse fator pode influenciar na difusdo e adsor¢cao das
moléculas do biofilme.

A quitosana em estado solido é classificada como semicristalina. Sua
estrutura molecular apresenta uma mistura de cadeias cristalinas e amorfas
interligadas (OLIVEIRA JUNIOR, 2017; HOLANDA, 2011). De acordo com os
estudos de Rangel (2012), o grau de desacetilagdo da quitosana € inversamente
proporcional ao grau da cristalinidade. Neste estudo, foi possivel correlacionar estas
caracteristicas, pois o grau de desacetilagdo das amostras era de 88,1% e o grau de
cristalinidade encontrado, disponivel na Tabela 8, foi de 49,67 % o que comprova a
hidrofilidade da quitosana utilizada neste estudo.

O difratograma da quitosana pura e do biofilme estdo dispostos na Figura 13.

Figura 13 — Difratograma da quitosana pura e do biofilme
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Fonte: Adaptada de Oliveira et al. (2017)

O difratograma da quitosana pura apresenta um pico cristalino caracteristico
em 26 = 10° o que corresponde ao plano referente aos cristais hidratados, e o pico
20 = 20°, que correspondem aos cristais anidro da estrutura. Esses dois planos
constituem a estrutura de um polimero semicristalino (OLIVEIRA, 2016).
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O difratograma do filme de quitosana com adig¢ao de Naproxeno® apresenta a
caracteristica de acentuada reflexdo em dois pontos, com valores proximos
aosobtidos para quitosana pura. A partir dos dois halos de maior intensidade de
Raios-X da amostra, foi determinado o indice de cristalinidade. A Tabela 10

apresenta os resultados do Icr da Quitosana pura e do Filme:

Tabela 10 — indice de Cristalinidade da quitosana e do biofilme

Amostra ler %
Quitosana Pura 69,19
Filme 49 67

Fonte: Autora (2019)

E possivel observar que a adicdo do Naproxeno® na composicdo do filme
diminui significativamente o grau de cristalinidade. Essa caracteristica mais amorfa
adquirida pelo filme é favoravel para o seu uso em curativos cutidneos, uma vez que
um indice de cristalinidade inferior a 50% atribui uma maior interagao do filme com
as moléculas de agua, o que facilita a sua adsor¢do (GAMIZ GONZALES et al.,
2015).

5.9 Determinacao do espectro de absorg¢dao no UV-Vis do Naproxeno® e sua

curva de calibracao

De acordo com Amaral (1997), uma solucdo de Naproxeno® analisada entre
os 230 e os 350 nm, deve apresentar quatro maximos de absorgao,
respectivamente, em 262, 271, 316 e 331 nm. A Figura 14 apresenta o espectro no
UV Visivel dobiofime de quitosana para liberacdo controlada de Naproxeno®
preparado a partir de uma solugdo tampao com uma formulagdo idéntica a da
solucdo filmogénica a ser utilizada nos comprimentos de ondas mencionados, em

que as concentragdes 2, 3, 5, 6 e 7 sdo as diluigdes da solugao filmogénica inicial.
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Figura 14 — Espectro do UV Visivel do Naproxeno®
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Fonte: Autora (2019)

A Figura 15 corresponde a curva padrao obtida a partir da leitura da
absorbancia em ultravioleta, no comprimento de onda de 331 nm o qual apresentou
o maior pico de absorbancia para o Naproxeno®. Analisando-se os valores de R?
percebe-se que o biopolimero possui uma tendéncia de aumento linear na

absorbancia conforme aumento na concentracgéao.

Figura 15 — Espectro do UV Visivel da curva padréo de Naproxeno®
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5.8 Perfil de liberagao do farmaco em agua

A presenga da quitosana aumenta significativamente a area superficial do
material (MACAK et al., 2007). Com isso, o estudo da incorporagédo do farmaco na
solucdo filmogénica vem sendo bastante estudada (UNAGOLLA; JAYASURIYA,
2018).

Aw, Kurian e Losic (2014) demonstraram em seu estudo que a transferéncia
de massa em sistemas poliméricos com adicdo de farmaco €& descrita pelo
mecanismo de difusdo. Ja a liberagdo controlada do farmaco € um importante
parametro para o seu uso em curativos.

O calculo da concentracdo do farmaco liberado, dosado a cada 30 minutos,
foi feito a partir da equacgado linear resultante da curva padrao, em que foram
substituidos os valores de absorbéancia (Y) para encontrar o valor da concentragéo
(X). Na Figura 16, encontra-se a curva de liberagdo obtida.

Figura 16 — Perfil de liberagao do farmaco
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Com base na analise da curva de liberacao, feita no comprimento de onda
331 nm, observa-se que a membrana polimérica libera o farmaco nos primeiros 30
minutos e mantém a concentragao constante ao longo do tempo restante e atingindo

seu pico maximo em 24 horas.
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O método cinético foi utilizado para verificar o tipo de liberagdo que ocorre no
filme. Ao analisar o valor do coeficiente da amostra obtido no ensaio do UV- VISIVEL
a 331 nm, encontrou-se um coeficiente linear de 0,0011, o que corresponde a uma
concentracgdo de 4,97.107 mg/ml de Naproxeno®. Valores de concentracdo menores
indicam uma liberacdo mais rapida e valores maiores, uma liberacdo mais lenta
(HOLZAPFEL et al., 2013).

A curva evidencia essa acao mista de liberacdo controlada do Naproxeno®.
Inicialmente a cinética obedece a lei de Fick. Apds essa fase, o farmaco continua a
ser liberado a uma taxa muito menor.

Este resultado sugere que, embora uma grande quantidade de Naproxeno®
seja facilmente liberada do filme no momento inicial do ensaio, uma certa quantidade

€ retida devido a interagao sinérgica do farmaco com a superficie da quitosana.
5.10 Grau de intumescimento do biofilme

Define-se intumescimento comoa quantidade de fluido absorvido pelo filme de
quitosana com adicdo de Naproxeno® em relagdo a sua massa inicial. Corresponde
ao aumento de volume do biopolimero quando esta imerso em um determinado
fluido (ZHANG et al., 2007).

Em sua forma estrutural quimica, a quitosana apresenta predominancia de
grupos amino caracterizados por ligagdes covalentes (N-H), os quais geram sitios de
alta polaridade e favorece o arranjo molecular de agua ao redor do biopolimero.
Associando essa caracteristica também aos grupos acetamido que também estdo
presentes na quitosana, o material adquire um alto grau de afinidade e retencao de
agua (ASSIS; SILVA, 2003). A habilidade de absorg¢ao e retengéo de fluidos € um
fator importante nos curativos, pois permite que o filme absorva os fluidos corpéreos
e transfira o farmaco (THEIN-HAN; KITIYANANT, 2007). Contudo, taxas muito altas
de absorgao inferem caracteristicas indesejadas aos filmes, como redugédo da
estabilidade estrutural do biopolimero e acelera a degradagao.

O paréametro de intumescimento do filme de quitosana com adicdo de
Naproxeno® é importante para o entendimento do mecanismo do processo de
difusdo do solvente para o interior da quitosana e, assim, sua aplicacdo como
curativo (SRIAMORNSAK et al., 2007).
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O resultado referente ao ensaio de dissolugdo da matriz polimérica, realizado
em agua destilada, por um periodo de 24 horas, pode ser observado na Figura 17.

Figura 17— Intumescimento do biofilme em agua

Fonte: Autora (2019)

Pode-se observar que, no ensaio conduzido, o filme apresentou um padrao
inicialmente rapido de absor¢cdo de agua, em aproximadamente 30 minutos, o qual
impossibilitou a retirada e pesagem proposta inicialmente. Segundo Assis e Silva
(2003), isso se deve a grande afinidade por agua apresentada pela quitosana, o que
traz consequéncias indesejadas como a reducdo da sua estabilidade natural na
presenca da umidade.

Kim et al. (2005) e Oliveira (2013) reafirmam em seus estudos que a
aplicacéao dos filmes de quitosana € limitada na regeneragao tecidual, pois
apresentam alta afinidade com a agua. Nas duas primeiras horas a difusdo
molecular se tornou predominante e toda a superficie do filme foi gelificada,
mantendo-se estavel e completamente soluvel apds a terceira hora. Portanto, os
resultados de intumescimento para o filme de quitosana com adi¢ao de Naproxeno®
sugerem a necessidade da incorporagado de materiais que melhorem as suas taxas

de absorcao e estabilidade.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo permitiu concluir que a incorporacao de Naproxeno® a quitosana
proporcionou a obtencdo de filmes. Todos os filmes apresentaram propriedade
optica de transparéncia a luz visivel, apesar de apresentarem coloracdo amarelada,
flexibilidade, aderéncia, boa dispersao do farmaco e espessura meédia de 0,04 mm.

Os ensaios mecanicos apontam um significativo aumento na elongacéo,
confirmando que as particulas de quitosana estdo favorecendo a elasticidade do
filme e que a dispersédo de farmaco no material interfere na elasticidade. Contudo, os
filmes n&o apresentaram propriedades ténseis suficientes e compativeis para serem
aplicados como curativos.

Tanto a quitosana quanto o Naproxeno® agregam ao filme caracteristicas
relevantes para o emprego em dispositivos médicos. A quitosana propiciou a
manuseabilidade e elasticidade do filme, uma vez que apresentou um grau de
desacetilagdo de 88,1%. Ja o Naproxeno®, inferiu ao material, caracteristicas mais
amorfas favorecendo a passagem dos vapores de agua e a hidrofilidade do filme.

Além disso, o biofilme apresentou um perfil de liberagdo controlada desejado,
uma vez que o parametro de grau de intumescimento corroborou a afirmagéo de que
materiais mais amorfos e com maior grau de desacetilagdo apresentam
caracteristicas mais hidrofilicas e duas etapas deliberagao do farmaco, absorcéo e
difusdo. Inicialmente, o farmaco foi liberado em maior quantidade, em que o filme
estava em processo de absorgdo e entdo ocorreu o relaxamento das cadeias—
processo de difusdo. O filme erodiu e todo o farmaco foi liberado.

De maneira geral, os biofimes elaborados neste estudo exibiram
caracteristicas que os tornam potenciais materiais para serem usados como
dispositivos biomédicos para lesdes. A sua capacidade de hidratacdo verificada
pode favorecer a manutengao e equilibrio da umidade no local do ferimento e a
difusdo de farmacos para as células, o que pode ser benéfico para o processo de
cicatrizagdo. Observa-se, portanto, que é possivel modificar um polimero ja existente

e gerar derivados com potencial uso na industria, com fins farmacéuticos.
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