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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo produzir géis poliméricos aquosos de
Poloxamer P-407 carregados de diferentes concentracdes e morfologias de celulose,
objetivando a liberacéo controlada de farmacos hidrofébicos, permitindo a aplicacao
desses materiais em curativos ou tratamentos dermatolégicos mais eficientes do que
0s observados no mercado. O trabalho trata da producéo de géis aquosos, avaliacao
de propriedades reolégicas e de liberacdo de farmacos para aplicacbes em
dermatologia. A adicdo de celulose na composicdo proporciona alteracdo nas
propriedades viscoelasticas e de liberacdo de farmacos dos géis, garantindo que o
material apresente liberacdo menos acelerada a medida que as cargas de celulose
sdo aplicadas. Foi avaliada a capacidade de armazenamento e liberacdo de
farmacos hidrofébicos, Ibuprofeno e Naproxeno, em sistemas transdérmicos,
utilizando células de difusdo de Franz. A difusdo do farmaco foi estudada com o uso
de membranas de celulose regeneradas com cut off de 3.500kDa. Os geéis
poliméricos foram produzidos através da dissolugdo do Poloxamer P-407 a 20% em
agua, a uma temperatura em torno de 4 °C, seguida da adi¢édo da celulose e por fim,
do farmaco. Os estudos de reologia mostram que em temperaturas abaixo de 18,0
°C os sistemas avaliados permanecem em estado liquido, e que, ao aumentar a
temperatura acima de 22,0 °C os sistemas apresentam o estado semissolido. Essas
condi¢cdes garantem que os sistemas sejam estaveis a varios tipos de farmacos e
gue se mantenham igualmente estaveis a temperaturas semelhantes as do corpo
humano. A concentracdo de celulose utilizada tem influéncia direta nos perfis
reolégicos das amostras, a medida que a concentracado é aumentada a viscosidade
do sistema aumenta significativamente. Estudos de liberacdo dos farmacos
hidrofébicos em células de difusdo indicam que a aplicacdo de celulose em géis
poliméricos pode proporcionar uma liberagdo controlada dos farmacos hidrofobicos,
e com potencial para a liberacdo de outros ingredientes ativos farmacéuticos. Os
estudos de citotoxicidade demonstram boa viabilidade celular para as amostras de

géis produzidos, garantindo a auséncia de efeito citotdxico.

Palavras-chave: biomaterial, liberagcdo de farmacos, Poloxamer P-407, celulose,

nanocristais de celulose.



RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo producir geles poliméricos acuosos de
Poloxamer P-407 cargados con diferentes concentraciones y morfologias de
celulosa, buscando la liberacion controlada de farmacos hidrofobicos, permitiendo la
aplicacion de estos materiales en apoésitos o tratamientos dermatoldégicos mas
eficientes que los observados en el mercado. El trabajo aborda la produccion de
geles acuosos, la evaluacion de las propiedades reoldgicas y la liberacion de
farmacos para aplicaciones en dermatologia. La adicion de celulosa en la
composicion proporciona cambios en las propiedades viscoelasticas y de liberacion
de farmacos de los geles, consiguiendo que el material presente una liberacion
menos acelerada a medida que se aplican las cargas de celulosa. La capacidad de
almacenamiento y liberacién de farmacos hidrofébicos, el ibuprofeno y el naproxeno,
en sistemas transdérmicos se evalud utilizando células de difusion Franz. La difusion
del farmaco fue estudiada utilizando membranas de celulosa regenerada con un
corte de 3500kDa. Los geles poliméricos se produjeron disolviendo un 20% de
Poloxamer P-407 en agua a una temperatura en torno a los 4 °C, seguida de la
adicion de celulosa y, por ultimo, del farmaco. Los estudios reolégicos muestran que
a temperaturas inferiores a 18,0 °C los sistemas evaluados permanecen en estado
liquido, y que al aumentar la temperatura por encima de 22,0 °C los sistemas
presentan un estado semisolido, estas condiciones garantizan que los sistemas sean
estables a varios tipos de farmacos y que permanezcan igualmente estables a
temperaturas similares a las del cuerpo humano. La concentracién de celulosa
utilizada influye directamente en los perfiles reoldgicos de las muestras, a medida
gque se aumenta la concentracion la viscosidad del sistema aumenta
significativamente. Los estudios de liberacidon de los farmacos hidrofébicos en celdas
de difusién indican que la aplicacion de celulosa en geles poliméricos puede
proporcionar una liberacion controlada de los farmacos hidrofobicos, y con potencial
para la liberacion de otros principios activos farmacéuticos. Los estudios de
citotoxicidad demuestran buenos resultados de viabilidad celular, garantizando la

ausencia de efectos citotoxicos.



Palabras clave: biomaterial, liberacion de farmacos, Poloxamer P-407, celulosa,
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1 INTRODUCAO

A constante evolu¢do do mundo contemporaneo torna o ser humano refém da
tecnologia desenvolvida por ele mesmo, ao mesmo tempo em que a tecnologia se
alia na resolucdo de suas necessidades primordiais. Nos dias atuais existe um
constante avanco no desenvolvimento de biomateriais para diferentes areas como a
dos tratamentos estéticos, transplantes, engenharia de tecidos. Muitos esfor¢os
estdo sendo feitos e se estdo desenvolvendo biomateriais visando tratamento de
diferentes doencas, disfuncdes do organismo e diferentes traumas causados por
acidentes de natureza variada.

As diferentes necessidades da populagdo, no que diz respeito aos
tratamentos para queimaduras, feridas, hemorragias, entre outros problemas de
salde publica, sdo cada vez mais crescentes, uma vez que, segundo a Organizacao
das Nacdes Unidas (ONU), a populacdo mundial atinge a marca de 8,5 bilhdes de
habitantes em novembro de 2022. Dessa forma, o desenvolvimento de novos
biomateriais ligados a resolucdo de problemas de salde publica permite que a
ciéncia, a nivel multidisciplinar, esteja presente na resolucdo de inimeros problemas
clinicos.

Nos ultimos anos, novos biomateriais tém sido desenvolvidos com o objetivo
de proporcionar novas e mais modernas opc¢des para o tratamento de doencas e/ou
utilizar as caracteristicas de biomateriais jA conhecidos para serem utilizados no
tratamento de alguma disfungcdo metabdlica ou doenca. Uma das aplicacbes dos
biomateriais esta relacionada a administracdo de diferentes farmacos ou outras
substancias ativas, onde os biomateriais sao utilizados como depdésito da substancia
de interesse para sua posterior liberacdo para controle de processos infecciosos,
inflamatorios, neoplasias entre outros (ARRUEBO; VILABOA; SANTAMARIA, 2010;
GONZALEZ-CHOMON et al., 2012; HICKOK; SHAPIRO, 2012).

Atualmente existem pesquisas em diferentes areas objetivando a obtencéo de
biomateriais com propriedades moduladas de acordo com a necessidade de cada
aplicacdo, uma das formas de obter essas caracteristicas para os biomateriais é a
obtencdo de compdsitos, onde os biomateriais sdo produzidos com a mistura de
diferentes tipos de materiais, como: polimeros, metais ou ceramicas. Dessa forma,
as propriedades fisicas, quimicas e biologicas destes materiais podem ser

planejadas e moduladas garantindo que o material desempenhe a funcéo especifica



no tratamento ao qual o biomaterial é indicado, garantindo também a
biocompatibilidade para que esses materiais mantenham contato com organismos
VIVOS.

Entre os diferentes materiais utilizados no desenvolvimento de biomateriais, a
celulose € um dos mais proeminentes na pesquisa de novos biomateriais, uma vez
que a celulose é o polimero natural mais abundante na terra. E um polimero
biodegradavel, ndo téxico, de baixo custo de obtencdo e processamento, com a
grande vantagem de que sua obten¢&o ndo esta relacionada a rotas petroquimicas.
As caracteristicas da celulose proporcionam que ela seja amplamente competitiva
frente aos materiais sintéticos, uma vez que ela possui metodologias de extracéo e
aplicacdo bastante econbmicas, quando comparada a producdo de polimeros
sintéticos convencionais (AITOMAKI et al., 2016; JONOOBI et al., 2015;
NECHYPORCHUK; BELGACEM, 2016; SUHAS et al., 2016).

Atualmente em diferentes areas de pesquisa da engenharia regenerativa de
tecidos ocorre a aplicagdo de celulose nanocristalina, com resultados bastante
promissores; na producdo de hidrogéis com propriedades diferenciadas, na
producdo de compdsitos poliméricos para membranas para diferentes aplicacdes
(COURTENAY et al., 2017; KONG; KIM; PARK, 2016; KONO, 2014; LIN et al., 2015;
OSTADHOSSEIN et al., 2015; SHANKAR; RHIM, 2016).

Com base no exposto, o desenvolvimento deste projeto justifica-se no
desenvolvimento de novos biomateriais compoésitos para uso em areas biomédicas,
gue nao demonstrem efeitos indesejaveis ao paciente. Os biomateriais poliméricos
serdo desenvolvidos através da combinacdo de polimeros comercialmente
conhecidos com material celulésico de diferentes morfologias. Os biomateriais
compositos sdo capazes de armazenar diferentes substancias ativas, incluindo
farmacos, imobilizadas em suas estruturas e liberadas de acordo com os estimulos
oferecidos ao organismo, tal como: alteracdes em temperatura, pH, presséo, entre
outros. Esses biomateriais oferecem diferentes rotas para liberacdo e absorcdo das
substancias ativas.

O desafio deste projeto esteve associado a obtengdo de novos compositos
poliméricos que possam ser utilizados como dispositivos biomédicos, que, durante a
sua utilizacdo demonstrem propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas suficientes
para garantir a biocompatibilidade do material frente as caracteristicas necessarias

para a aplicacdo desejada. Além disso, um ponto importante é que os materiais



obtidos ndo causem nenhuma reacéo adversa ao organismo implantado, garantindo
a inocuidade e biocompatibilidade.

Apesar do Poloxamer P-407 e outros Poloxameros serem aplicados em
diferentes formulagcdes farmacéuticas de varias patentes (CN101829186,
CN103705933, [IN202211072825, US2009130210) que, embora tratem de
composicdes farmacéuticas, algumas delas utilizando celulose microcristalina ou
nanocristalina, os produtos sdo drdgeas. A patente W02020251345 trata de
curativos dermatol6gicos capaz de liberar de forma controlada farmacos polares em
pH menor do que 6, que podem ser usados na forma de filme para uso em cima de
gazes para ajudar a cicatrizacao de feridas, ulceras ou queimadura. Apesar de poder
também ser usado em forma de pé, creme ou em gel, ndo é capaz de ser carregado
com farmacos hidrofilicos e  hidrofébicos (GONZALEZ-MONTERUBIO;
MINJARES-ESPINIOZA, 2019; LANJU; ZHIXIN; XIAOLONG, 2010; PRAVEEN et al.,
2008; SHARMA, 2022; XIAOHONG, 2013).

A inovacdo do presente trabalho esta relacionada com a modulagdo das
propriedades viscoelasticas do Poloxamer P-407 através da insercéo das cargas de
celulose, objetivando a alteracdo nas taxas de liberacdo de farmacos. Entretanto
uma das principais contribuicdes cientifica deste trabalho estd na reducdo dos
custos de producdo dos géis a base de Poloxamer P-407, uma vez que 0 mesmo
apresenta elevado custo de produgédo quando comparado com o custo de obtencéo
e processamento da celulose (microcristralina ou nanocristalina), que por sua vez
guando adicionada as formulacfes, mesmo em baixas concentracdes, possibilita a
diminuicdo da concentracdo do Poloxamer P-407 para a obtencdo de géis com as
mesmas propriedades viscoelésticas. Outros Poloxameros ou copolimeros anfifilicos
com as mesmas caracteristicas viscoelasticas podem ser aplicados para a obtencéo
dos mesmos resultados.

Outra novidade importante deste trabalho é o uso do Poloxamer P-407 com a
exploracéo de suas propriedades anfifilicas, que permite o carregamento do material
com principios ativos hidrofilicos e hidrofébicos, simultaneamente, para a producéo
de géis dermatoldgicos para uso topico. Finalmente, as formulacbes de simples
preparacdo sdo compostas por agua, Poloxamer P-407, celulose microcristalina
(CMC) ou preferencialmente celulode nanocristalina (CNC) e famaco(s) hidrofobico
e/ou hidrofilico.



1.1 OBJETIVOS

O objetivo deste projeto de pesquisa envolve o desenvolvimento de novos
biomateriais compdsitos poliméricos, carregados de diferentes morfologias de
celulose para aplicacdes biomédicas/farmacéutica, através da producao de materiais
com funcao cicatrizante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, hemostética, entre outras,

com administragédo controlada, sem causar efeitos citotoxicos ao organismo.

1.1.1 Objetivos Especificos

e Sintetizar celulose nanocristalina a partir da reacdo de hidrolise acida de
celulose microcristalina;

e Produzir géis poliméricos aquosos de Poloxamer P-407, carregados de
celulose microcrisralina ou nanocristalina;

e Desenvolver metodologias para incorporacao de farmacos hidrofébicos;

e Caracterizar fisica, quimica e biologicamente as amostras produzidas;

e Realizar testes de liberacdo de farmacos sob as condi¢cdes necessarias para
cada aplicacéao.

e Avaliar a citotoxicidade dos materiais produzidos.



14

2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo, serdo mencionadas as bases bibliograficas necessarias para o
desenvolvimento deste projeto de pesquisa, envolvendo conceitos e aspectos
basicos sobre a utilizacdo de polimeros em sistemas de liberacdo de farmacos,
incluindo o Poloxamer P-407 e a celulose, materiais compositos e aspectos de

biocompatibilidade para aplicac6es biomédicas.

2.1 BIOMATERIAIS

Os biomateriais séo utilizados para restaurar ou substituir 6rgdos ou tecidos
lesionados, em sistemas para assisténcia cirargica, na elaboracdo de dispositivos
para realizacdo de exames, em sistemas para liberacdo de farmacos e outras
substancias bioativas, como implantes permanentes ou tempordrios, entre outras
aplicacdes (CHEN et al., 2020; CUNEO; GAO, 2020).

Os biomateriais sdo definidos como materiais naturais como o colageno,
celulose, quitosana entre outros; ou sintéticos como polimeros, ceramicas, metais ou
compoésitos, conforme ilustrado na Figura 1, que demonstram a capacidade de
serem utilizados em sistemas biolégicos, com o objetivo de tratar, substituir ou
aumentar tecidos afetados por doencas ou disfuncBes, podendo também ser
utilizados como dispositivos para administracdo de diferentes substancias ativas em
diferentes tratamentos farmacéuticos médicos (ANDERSON; MILLER, 1984).

Diferentes tipos de biomateriais podem ser aplicados no desenvolvimento de
um dispositivo biomédico: metais, como molibdénio e titnio em estruturas ésseas e
pinos para fixacdo de implantes dentarios; ceramicas, como hidroxiapatita e
diferentes fosfatos de célcio para regeneracdo 0ssea; vidros e vitroceramicas para
regeneracado Ossea; polimeros, utilizados em uma ampla variedade de implantes
definitivos ou biodegradaveis e para armazenamento e liberacdo controlada de
farmacos e substancias bioativas (BRISBOIS et al., 2016; GUO; MA, 2014; KATTI et
al., 2015; MAHAPATRO, 2015; MIGUEZ-PACHECO; HENCH; BOCCACCINI, 2015;
NEUMANN et al., 2017; RIBEIRO; FLORES-SAHAGUN; PAREDES, 2016; SINGH;
LEE, 2014; TALLAWI et al., 2015; TEO et al., 2016; VILLA et al., 2015).

Os polimeros ndo biodegradaveis aplicados na area biomedica e farmacéutica

hY

diferem no que diz respeito a possibilidade de sua eliminacdo do organismo, 0s



15

polimeros que podem ser excretados do corpo sédo geralmente usados em injecoes,
como no caso de diferentes tipos de poloxameros, que podem ser usados como
transportadores de drogas sendo eliminadas do corpo através da urina (JEONG,
2011). Polimeros ndo biodegradaveis podem ser utilizados em implantes definitivos,
tais como: poli(metacrilato de metila) (PMMA), utilizado em tratamentos estéticos
(WEN et al, 2016); poli(éter-éter-cetona) (PEEK), utilizado em ortopedia
(RIDWAN-PRAMANA et al., 2015), poli(metacrilato e hidroxietila) (PHEMA), utilizado
em lentes intraoculares (RIBEIRO et al., 2011b) entre outros.

Uma caracteristica importante que todos esses polimeros tém que apresentar
€ a biocompatibilidade, para garantir a seguranca biologica da aplicacdo, bem como

as propriedades biomecénicas satisfatérias para desempenhar sua funcdo no

organismo.
Bio ma‘terlals
Naturais Sintéticos
Colageno, celulose
quitosada, entre outros Polimeros Ceramicas Metais Compdsitos

Figura 1 - Classificagdo dos biomateriais.
Fonte: O autor (2023).

Atualmente, existem diferentes aplicacdes para biomateriais em dispositivos
médicos, entre as quais estdo: préteses usadas para reparo 6sseo, lentes de contato
e lentes intraoculares, stents, cateteres, tubos para circulagdo extracorporea,
andaimes, bem como os diferentes materiais utilizados na engenharia regenerativa e
cicatrizante de tecidos (CHAUDHARI et al, 2016; LIETAERT; WAUTHLE;
SCHROOTEN, 2018; CMCOY et al., 2018; MORI et al., 2017; RIBEIRO et al., 2011a,
2011b; YU et al., 2017).
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Diferentes caracteristicas sdo desejadas desses biomateriais para garantir
uma boa aplicacdo médica, tais como: biocompatibilidade, auséncia de efeitos
nocivos ou toxicos para o organismo e propriedades biomecéanicas capazes de
responder aos estimulos dindmicos e estaticos sob os quais ele estarad sujeito
durante sua vida uatil (AIGNER; DESIMONE; SCHEIBEL, 2018; ANDERSON;
MILLER, 1984; MURPHY; ATALA, 2013).

O processo de obtencdo de um biomaterial envolve diferentes etapas de
grande importancia para o sucesso de sua aplicacdo, um dos primeiros pontos esta
relacionado ao conhecimento das caracteristicas da doenca ou disfuncéo que requer
tratamento. O desenvolvimento de biomateriais pode ser alcancado através de
novas metodologias de sintese ou através de uma melhoria das propriedades
fisicas, quimicas ou biolégicas de um material previamente existente, tal como o
desenvolvimento de um material compadsito.

A norma ISO 10993-5/2009 descreve metodologia de testes para avaliar a
citotoxicidade in vitro de dispositivos meédicos. A norma traz a metodologia de
incubacao e cultivo de células e/ou extratos celulares que entrardo contato direto ou
sofrerdo permeacdo em algum dispositivo desenvolvido. Esses métodos sao
projetados para determinar a resposta biolégica das células de mamiferos in
vitro usando os parametros biolégicos apropriados para cada tipo de aplicacéo (ISO
10993 - 5, 2009).

Basicamente é realizado um ensaio colorimétrico em linhagens celulares
previamente selecionadas, o estudo é baseado na reducdo do sal de tetrazdlio, o
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) com coloracao
amarelada, que passara a apresentar coloracdo arroxeada caso haja morte celular,

7z

a diferenca de colocacdo é medida através de espectrofotometria de UV. A via

metabdlica avalia a acdo da desidrogenase latica, onde lactato € convertido em

piruvato, caracterizando assim a injuria tissular (ISO 10993 - 5, 2009).

2.2 POLOXAMER P-407

Atualmente diferentes procedimentos sdo conhecidos para a obtencdo de
polimeros com propriedades diferenciadas, a produgdo de copolimeros de blocos é
uma técnica bastante promissora no desenvolvimento de novos materiais, pois

possibilita a obtencdo de novos polimeros com caracteristicas ndo encontradas em
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polimeros comuns. Na &area biomédica e farmacéutica, diferentes tipos de
copolimeros de blocos sédo utilizados para funcdées como armazenamento e
liberacdo de farmacos em estruturas conformadas como micelas, nucleo-casca,
nanocapsulas, emulsbes, niossomas, entre outras (ALEXANDRIDIS; ALAN
HATTON, 1995; LETCHFORD; BURT, 2007; SARKAR; ALEXANDRIDIS, 2015).

Os copolimeros de bloco podem apresentar caracteristica anfifilica, ou seja,
demonstrar caracteristicas tanto hidrofilicas quanto hidrofébicas em sua estrutura,
por isso sdo amplamente utilizados como agentes funcionalizadores em diferentes
aplicacoes, tais como: surfactacdo, detergéncia, lubrificacdo, estabilizacdo de
disperséo, formacéo de espuma, emulsificacdo, entre outras.

Diferentes tipos de polimeros podem constituir um copolimero de blocos
anfifilico, estes polimeros sao definidos de acordo com as caracteristicas requeridas
para cada aplicacdo. Dentre os diferentes polimeros anfifilicos existentes, os
poloxameros sdo polimeros bastante atrativos para a area farmacéutica, por suas
caracteristicas de biocompatibilidade, sua capacidade de se organizar em arranjos
estaveis em diferentes condigcbes de temperatura e concentracdo, na presenca de
diferentes substancias ativas e/ou solventes (ALEXANDRIDIS; ALAN HATTON,
1995; LETCHFORD; BURT, 2007).

O poloxamer € um copolimero em bloco constituido por um bloco de nucleo
hidrofébico de poli(6xido de propileno) (PPO) e duas caudas hidrofilicas de
poli(6xido de etileno) (PEO). Diferentes quantidades de cada polimero podem estar
presentes nas estruturas do copolimero, com isso, as propriedades exibidas por
esses polimeros podem mudar significativamente (ABOU-SHAMAT et al., 2019).

A estrutura quimica generalizada do poloxamer é ilustrada na XXXX, em sua
estrutura quimica € possivel observar o bloco central constituido do PPO, e as
caudas constituidas de PEO, as quantidades de unidades de repeticdo PEO
presentes nas duas extremidades s&o aproximadamente as mesmas.
Comercialmente os Poloxameros trazem a informacédo de quantas repeticdes de
estruturas monomeéricas estdo presentes em sua cadeia polimérica, as quantidades
de PEO serdo definidas por "a" e a quantidade de PPO sera definida por "b"
(ZARRINTAJ et al., 2020).

Os diferentes tipos de poloxameros sao identificados com a letra "P" seguida
de trés numeros, os dois primeiros digitos, multiplicados por 100, representam o

peso molecular dos blocos PEO da estrutura, e o ultimo digito multiplicado por 10
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representa a porcentagem de PPO presente nas estruturas. Especificamente o
Poloxamer P-407 apresenta sua estrutura constituida de PEO variando entre 95 e
105 unidades de repeticdo PPO variando entre 50 e 60 unidades de repeticdo. Com
isso é possivel estimar os pesos moleculares dos blocos que constituem o
Poloxamer P-407, apresentando o peso molecular de PEO em torno de 4.000 g/mol
com 70% de PPO, resultando uma massa molecular de aproximadamente 13.333
g/mol (ALEXANDRIDIS; ALAN HATTON, 1995; ZARRINTAJ et al., 2020).

Oxido de etileno  Oxido de propileno Oxido de etileno

OO

a b a
hidrofilico hidrofébico hidrofilico

Figura 2 - Estrutura geral dos Poloxameros.
Fonte: Adaptado de (CHEN et al., 2021).

O Poloxamer P-407 apresenta boas condi¢cdes termoreversiveis quando
dissolvido em agua, grande parte de suas aplicacbes estdo relacionadas em
sistemas para otimizar a formulacdo de agentes farmacol6gicos. Quando dissolvido
em agua e mantido em baixas temperaturas (abaixo da temperatura de sol-gel) o
Poloxamer P-407 apresenta-se em estado liquido, caracteristica que favorece a
manipulacdo de diferentes farmacos e outras substancias bioativas; em
temperaturas acima da temperatura sol-gel demonstra o estado semissoélido
(ABOU-SHAMAT et al., 2019).

A temperatura sol-gel € uma caracteristica bastante relevante no aspecto do
desenvolvimento de uma aplicagdo para estes polimeros, no caso do
Poloxamer P-407 a temperatura de transicao tende a ser mais baixa a medida que a
concentracdo do polimero aumenta em solucdo aquosa. Para obter uma
temperatura sol-gel em torno de 37 °C, a concentracdo do polimero em agua devera

ser aproximadamente de 15% (m/m). Na Figura 3 é apresentado grafico com as
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diferentes temperaturas sol-gel em funcdo da concentracdo de Poloxamer P-407
dissolvido em agua (ABOU-SHAMAT et al., 2019; CHEN et al., 2021).
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Figura 3 - Temperatura de sol-gel em funcéo da concentracdo de Poloxamer P-407 em agua.
Fonte: Adaptado de (CHEN et al., 2021).

O mecanismo de gelificacdo do P407 ocorre através da formacédo de micelas
esféricas numa temperatura acima da temperatura critica. Em baixas temperaturas e
acima da concentracdo micelar critica, os unimeros solubilizados de P407
equilibram-se com as micelas. A medida que a temperatura aumenta, 0s unimeros
de P407 tendem a sofrer processo de agregacdo para formar mais micelas no
sistema, isso ocorre devido ao processo de dessolvatacdo entrdpica, proporcionada
pelos blocos de PPO, acompanhada por uma reducdo na concentracdo micelar
critica. Dessa maneira o equilibrio se desloca aumentando a fracdo volumétrica de
micelas, que, por sua vez, proporcionam o empacotamento das micelas gerando a
transicdo da solucdo de aspecto liquido, demonstrando baixa viscosidade; para o
aspecto de gel, que demonstra elevada viscosidade, conforme ilustrado na Figura 4
(ABOU-SHAMAT et al., 2019).

Em muitas aplicacbes, o Poloxamer P-407 demonstra a capacidade de
aumentar significativamente a solubilidade de farmacos pouco solGveis em agua e

estender o perfil de liberagcdo controlada da droga em diferentes aplicacdes
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galénicas. A avaliacdo farmacéutica para a aplicacdo do Poloxamer P-407 envolve
diferentes etapas para garantir 0 sucesso da aplicacdo, dentre as diferentes
avaliacbes necessérias, sao citadas: comportamento reoldgico; temperatura de
sol-gel; estudos de liberagdo in vitro, incluindo barreiras sintéticas ou fisiologicas; e
estudos de bioadesdo (KHAN; AKHTAR; MINHAS, 2020; ROGERS et al., 2003;
SZAFRANIEC et al., 2019).

A s
K% il i > \i‘@é\‘((ﬂ
" il T v ec 'LW/);L\\

PEO

SN

Figura 4 - llustracéo da formacé&o de micelas de Poloxamer P-407.
Fonte: Adaptado de (ABOU-SHAMAT et al., 2019).

O Poloxamer P-407 é um dos poloxameros mais amplamente utilizados para
producdo de géis farmacéuticos, por receber aprovagdo pela Food and Drug
Administration (FDA) e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA). Mostra-se
amplamente funcional para uso como excipiente farmacéutico em sistemas de
administracdo de medicamentos orais, parenterais, (trans)dérmicos, intranasais,
pulmonares, oculares, retais e vaginais, com funcéo solubilizante, emulsificante,
umectante, dispersante, espessante e formador de gel (DJEKIC et al., 2015;
DJEKIC; CALIJA; MEDAREVIC, 2020).
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2.3 CELULOSE

A celulose € um material semicristalino composto pela combinacédo de regides
com estrutura altamente alinhada, ou cristalitos, e regides amorfas. E um
polissacarideo de estrutura linear formado pela unido de moléculas de B-glicose
através de ligacdes B(1-4)-glicosidicas conforme ilustrado a seguir na Figura 5
(ZAINAL et al., 2021).

As cadeias de celulose apresentam assimetria em diregdo ao seu eixo e
grupamentos terminais. Uma das extremidades da celulose apresenta caracteristica
nao redutora, contendo um grupo hidroxila pendente, enquanto a outra extremidade
apresenta natureza redutora, com uma unidade hemiacetal (HABIBI; LUCIA;
ROJAS, 2010).

Figura 5 - Estrutura quimica da celulose.
Fonte: (ZAINAL et al., 2021).

Diferentes estruturas de celulose sdo obtidas de acordo com as
caracteristicas necessarias para cada aplicacdo, muito comumente 0s processos de
desfibrilacdo mecéanica sdo utilizados para a producdo de fibras ou fibrilas; os
processos quimicos para a producdo celulose de mais elevada cristalinidade e os
processos microbiolégicos para a producédo de celulose bacteriana; em todos os
processos de obtencdo de celulose, € possivel fazer variagbes nas condigbes de
sintese para obter materiais em escala nanométrica (MARIANO; EL KISSI;
DUFRESNE, 2014).

A celulose possui pontos favoraveis em relagcdo a sua aplicacédo, podendo
destacar como principais: a alta resisténcia a tragcdo, com esfor¢co maximo na escala
de gigapascais (GPa); apresenta elevada area superficial, 0 que proporciona maior

interacAo com o0s materiais aos quais ela é inserida como reforgco; apresenta
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excelente biocompatibilidade, garantindo que suas estruturas ndo causarao reacoes
citotoxicas ou de rejeicdo ao organismo onde é aplicada. Por fim, pode-se afirmar
que a celulose € um polimero amplamente atrativo para a area biomédica, pois
apresenta baixo custo de obtencdo, € biocompativel demonstrando baixa
citotoxicidade (JONOOBI et al., 2015; JORFI; FOSTER, 2015; MARIANO; EL KISSI;
DUFRESNE, 2014; NECHYPORCHUK; BELGACEM, 2016).

2.3.1 Polimorfismo e Cristalinidade da Celulose

Apesar de ja haver passados mais de um século desde 0s primeiros registros
encontrados relatando estudos das estruturas cristalinas da celulose através dos
estudos da Difracdo de Raios-X (DRX), datado em 1913 por Noshikawa e Ono,
ainda ha muito o que se conhecer e estudar dessas estruturas organicas complexas
(LANGAN; NISHIYAMA; CHANZY, 1999).

A unidade repetitiva da macromolécula de celulose inclui seis grupos
hidroxilicos e trés atomos de oxigénio, a presenca de seis grupamentos quimicos
doadores de ligacbes de hidrogénio e nove grupamentos quimicos aceitadores de
ligacbes de hidrogénio oferece grandes possibilidades para a conformacao. Devido
aos diferentes arranjos observados de acordo orientacdo molecular, disposi¢do das
ligagdes de hidrogénio e forgas de Van der Waals nas cadeias de celulose, podem
variar amplamente, séo observadas diferentes estruturas cristalinas para a celulose,
essa caracteristica de policristalinidade € denominada polimorfismo, dando origem a
diferentes polimorfos classificados como celulose dos tipos | (a ou B), II, lll e IV, cuja
estrutura depende da fonte, método de extragdo ou tratamento das celuloses; dentre
os diferentes polimorfos de celulose os polimorfos tipo | e Il s&o os mais amplamente
discutidos (JIN et al., 2016; ZAINAL et al., 2021).

Na natureza, a celulose | é obtida em formas cristalinas com o alomorfo Ig,
sendo mais comumente obtido através vegetacao terrestre, enquanto l, em algas e
bactérias. A celulose do tipo Il pode ser obtida a partir da celulose de tipo I, através
dos processos de mercerizagdo, que consiste num tratamento alcalino dependente
de acao de temperatura, tempo e presenca de aditivos. A obtencéo da celulose do
tipo Il também pode ser realizada através do tratamento de regeneracdo, que
consiste na solubilizacéo e posterior recristalizacdo do material (ZAFEIROPOULOS,
2008).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/molecular-orientation
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/alpha
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Os estudos envolvendo técnicas de DRX datados em 1913 foram os
precursores para os estudos de Segal, que apesar de ser criticado em algumas
pesquisas ainda é um dos métodos mais utilizados para obter os indices de
cristalinidade para a celulose (HOSEMANN; BAGCHI, 1952). O método proposto
Segal e colaboradores (1959) utiliza os dados obtidos em analises de raios-x como
um meio de determinar rapidamente a cristalinidade relativa de varias amostras,
através do comparativo das intensidades méaximas e minimas observadas para
amostras solidas (SEGAL et al., 1959).

A técnica de DRX basicamente parte da premissa que existem dois
componentes no material celulésico: cristalino e ndo cristalino (ou amorfo), conforme
ilustrado na Figura 6. A quantidade de material cristalino € representada pela altura
do pico de difracdo de maior intensidade, e a quantidade de material amorfo é
representada pela altura da intensidade minima entre os picos maiores, assim sendo
o indice de cristalinidade € a diferenca observada entre essas duas intensidades,
dividida pelo valor observado para pico de maior intensidade de difracdo (FRENCH,;
SANTIAGO CINTRON, 2013).

Intensidade (u. a.)

NCC
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Figura 6 - Identificacdo de picos de cristalinidade e amorfismo da celulose em DRX.
Adaptado de (BANGAR; WHITESIDE, 2021).

2.3.2 Celulose como Biomaterial


https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-012-9833-y#ref-CR19

24

A aplicacdo de polimeros naturais e sintéticos na area biomédica e
farmacéutica € um tema bastante novo, os relatos dos primeiros polimeros aplicados
em sistemas de liberacdo de farmacos sdo da década de 1970 (UHRICH et al.,
1999); entre os diferentes polimeros utilizados na administracdo de formas de
farmacos, a celulose também foi designada para esses sistemas na mesma década
(HOFFMAN, 2008). Embora a aplicacdo de polimeros em sistemas de liberacdo de
farmacos seja um tema recente, o lapso de tempo desde os primeiros estudos
possibilitou grandes avancos no assunto, tais como: a liberagcdo controlada de
substancias ativas em sistemas que demonstram mudancas de temperatura, pH,
potencial redox, presenca de campo magnético ou ultrassom (TORCHILIN, 2009).

O desenvolvimento de materiais para fins biomédicos e farmacéuticos envolve
diferentes técnicas e uma ampla gama de materiais para alcancar o sucesso no
projeto, a este respeito. As caracteristicas versateis da celulose possibilitam sua
formacdo de diferentes formas, integrando-se em uma matriz polimérica para a
producdo de um material compadsito; micro e nanofibrilas podem ser usadas em
sistemas de impressdo  tridimensional de  matrizes de  hidrogel
(CHINGA-CARRASCO, 2018; LAUREN et al., 2018), nanocristais e membranas de
celulose podem ser usados na elaboracdo de andaimes de crescimento celular
(GRISHKEWICH et al., 2017; SUNASEE; HEMRAZ; CKLESS, 2016); além disso,
devido a sua alta area de superficie, pode adsorver grandes quantidades de agua e
compostos hidrofilicos em sua superficie, sendo amplamente utilizado para
armazenamento, transporte e liberacdo controlada de farmacos (SUNASEE;
HEMRAZ; CKLESS, 2016).

Além disso, atualmente, as preocupagbes com questdes ambientais
motivaram os cientistas a migrar para materiais “eco amigaveis”, visto que as fontes
de petroleo sao finitas. A celulose é facilmente aplicada como substituto apropriado
para polimeros petroquimicos, mas também para biomoléculas de origem animal e
humana, sendo amplamente considerada para diversas aplicacbes em campos
biomédicos. A nanocelulose apresenta uma ampla gama de aplicacdes,
particularmente na engenharia regenerativa de tecidos, curativos avangados e como
material para acoplamento com medicamentos, na construgdo de biomarcadores e
biosensores (EGBO, 2021; RAMAKRISHNA et al., 2001).

De maneira geral, a celulose pode ser utilizada em diferentes aplicacbes na

area biomédica e farmacéutica. Em composicfes que visam a liberacdo de alguma



25

substancia ativa, a celulose pode desempenhar a funcdo de um controlador para a
cinética de liberacdo, onde as caracteristicas de liberacdo controlada geralmente
serdo observadas. Nos materiais utilizados na biomedicina, a celulose & amplamente
utiizada como material de reforco, proporcionando melhores condi¢des
biomecanicas para o artefato desenvolvido; também pode ser usado para alterar a

hidrofilicidade e a capacidade de degradacdo do biomaterial produzido.

2.4 MATERIAIS COMPOSITOS NA AREA BIOMEDICA

Os materiais compositos sdo substancias projetadas que compreendem dois
ou mais componentes com uma variedade de diferencas em suas propriedades
fisico-quimicas, mecéanicas e fisicas. As propriedades distintivas dos compésitos sédo
resultado de seus componentes constituintes de suas propriedades individuais, das
proporcdes de cada material nele contidas e, do arranjo dentro do sistema de
materiais. De acordo com cada aplicacdo os compdésitos sdo projetados para
atender demandas geométricas, mecanicas, estruturais, inclusive para finalidades
estéticas (EGBO, 2021; RAMAKRISHNA et al., 2001).

Em certas aplicacbes apenas o0 uso do material ndo garante ao biomaterial as
propriedades necessarias para a funcdo que foi designada, entdo € necessario
aplicar técnicas que permitam a melhoria das propriedades desejadas, uma maneira
de fazer isso é através da obtencdo de materiais compdsitos, onde diferentes
classes de materiais sdo aplicadas para obtencdo de propriedades diferenciadas
(ARIFIN et al., 2014; LIU et al., 2015; VENKATESAN et al., 2015; VENKATESAN;
KIM, 2014).

Embora se saiba que os biomateriais poliméricos, metalicos ou ceramicos ja
venham sendo usados a varias décadas para tratar diferentes situacdes médicas,
como reparacdo e substituicdo de tecidos, os materiais compdsitos emergem no
mercado apenas nas ultimas décadas. Diferentes classes de materiais podem ser
aplicadas e designadas como biomateriais, como os polimeros capazes de formar os
hidrogéis que sdo aplicados para liberagdo controlada de farmacos, ceramica e
vitreo para revestimentos em implantes ésseos, metais para pinos, parafusos e
diferentes suportes para fraturas 6sseas (GARCIA-GARETA; COATHUP; BLUNN,
2015; LI; MOONEY, 2016; SOOD et al., 2016; WANG et al., 2016c; XU et al., 2015).
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A utilizacdo de polimeros em aplicacbes biomédicas é altamente atrativa,
especialmente em aplicacdes em tecidos moles, uma vez que os polimeros tém o
potencial de promover respostas adequadas ao tecido hospedeiro. No entanto, os
homopolimeros muitas vezes ndo atendem a todas as caracteristicas desejadas, tais
como propriedades mecanicas, degradabilidade, compatibilidade ou funcionalidade.
Os conceitos de mistura de polimeros ou compdésitos poliméricos foram introduzidos
para superar as inadequacfes ao usar um Unico polimero em diversas aplicagdes,
através da mistura de polimeros, os andaimes poliméricos compostos por dois ou
mais polimeros podem produzir maior ou menor rigidez, melhorar a para melhor
interacdo celular e melhor biodegradabilidade. Nesse contexto os compdésitos
poliméricos sdo utilizados para reforcar um polimero base para suprir as
necessidades de aplicac6es especificas (KUNDU et al., 2022; TORGBO; SUKYAI,
2020).

Os biomateriais que apresentam a celulose em suas estruturas sdo materiais
promissores para area biomédica e farmacéutica, devida sua notavel adaptabilidade
com estrutura polimérica tridimensional. Sdo capazes de apresentar caracteristicas
muito semelhantes as dos tecidos vivos e podem ser inseridos em diferentes
matrizes com grande facilidade, aplicando diferentes técnicas para obtencédo das

caracteristicas desejadas.

2.5 SISTEMAS PARA LIBERACAO DE FARMACOS E SUBSTANCIAS
BIOATIVAS

O elevado crescimento populacional mundial observado nas ultimas décadas
trouxe para a sociedade moderna a necessidade de inUmeros avancos cientificos
nas mais diferentes areas, incluindo as areas farmacéutica e biomédica, entretanto
como aspecto negativo desse elevado crescimento é observado também o
crescente numero de novas doencas e disfuncdes do corpo humano, bem como um
elevado aumento na quantidade de traumas causados por acidentes domesticos, de
trabalho e transito. Dessa forma, se faz necessario o desenvolvimento de novas
tecnologias que permitam o tratamento dessas diferentes adversidades sofridas pela
populacao.

O desenvolvimento de metodologias que permitam 0 armazenamento e

liberacdo ao organismo de diferentes substéncias ativas ou inerte, incluindo
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farmacos, é um grande desafio a nivel multidisciplinar. O corpo humano apresenta
diferentes vias metabdlicas para a absorcdo dessas substancias utilizadas para
finalidades terapéuticas e estéticas, onde cada tipo de substancia pode apresentar
uma ou mais rotas de entrada no organismo para desempenhar a fungcdo que é
requerida (PEREIRA, 2007).

Os sistemas de liberacdo de farmacos através de polimeros destinam-se
principalmente a contemplar uma liberagao controlada e/ou sustentada de diferentes
formas de farmacos e/ou substancias ativas. A associacdo de diferentes polimeros
em sistemas de liberacdo de farmacos permite maior controle sobre a administracao
de diferentes farmacos utilizados em diferentes areas da medicina, incluindo
cardiologia, oftalmologia, endocrinologia, oncologia, pneumologia, imunologia e
tratamentos de dores comuns (KAMEL et al., 2008; LANGER, 1998).

Na industria farmacéutica protocolos internacionais especificos séo aplicados
para estudos de liberacdo de farmacos, um compilado desses procedimentos é
descrito por Shabir (2005), que apresenta um relatorio contendo as orientacdes
sobre condi¢cdes do método de validacdo analitica de acordo com os protocolos de
controle de qualidade seguidos rigorosamente pela industria farmacéutica. Para
avaliar o perfil de liberacdo de farmacos inicialmente é necessaria construcdo das
retas de calibracéo, realizando o procedimento em triplicata (SHABIR, 2005).

Quando os estudos de liberacdo de farmacos sédo desenvolvidos em sistemas
controlados, é necesséario desenvolver uma reta de calibracdo utilizando diferentes
concentracbes de farmacos dissolvidos em solvente adequado. Essas solucdes
devem ser avaliadas utilizando alguma técnica analitica que possibilite quantificar as
moléculas do farmaco dissolvidas em cada solu¢do (SHABIR, 2005).

De maneira geral, para a elaboragédo de uma reta de calibracdo, os seguintes
pontos podem ser destacados: i) a concentracdo do farmaco na reta deve incluir a
quantidade maxima do medicamento presente no sistema, ou ambiente de liberacéo;
i) € necessario que toda vidraria seja aforada e equipamentos utilizados sejam
certificados e/ou revisados na periodicidade exigida pelo fabricante ou legislacao,
visando a minimizacdo de pequenos desvios que impactem na veracidade e
confiabilidade dos dados obtidos, iii) as analises devem ser realizadas em triplicata e
em dias diferentes para validacao da metodologia, onde a cada dia € produzida uma

solugdo-matriz, composta pelo meio de dissolugcdo e do farmaco, e todas as
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diluicdes nas concentracdes necessarias (GIBALDI; FELDMAN, 1967; SHABIR,
2005).

Quando os estudos sao realizados em sistemas de liberagdo de farmacos, é
necessario determinar a solubilidade méaxima do farmaco no meio em que ele esti
liberado, ou seja, has mesmas condicfes sob as quais ele sera liberado/absorvido
no organismo, a fim de garantir que toda quantidade de farmaco, ou a maior parcela
possivel, seja liberada ao organismo (GIBALDI; FELDMAN, 1967).

Adicionalmente €é necessario atender a condicdo de sumidouro, que
determina a quantidade maxima de farmaco a ser utilizada nos estudos de liberacéo
in vitro. Essa quantidade corresponde ao quociente de 10% da solubilidade maxima
da do farmaco pelo volume do compartimento receptor da amostra, ou seja, no caso
hipotético de um farmaco que apresente a solubilidade maxima de 1000 pg/mL,
deverédo ser usados apenas 100 ug de farmaco para cada mL de solugao receptora,
garantindo que o ponto de saturacdo do farmaco no meio receptor ndo seja atingido

essas caracteristicas sdo denominadas sink conditions (GIBALDI; FELDMAN, 1967).

2.5.1 Sistemas Transdérmicos para Liberacdo de Farmacos

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, desempenha perpetuamente a
funcdo de barreira homeostatica em relacdo a perda externa de agua; apresenta
elevada area superficial e por isso torna-se um o6Orgdo de facil acessibilidade.
Trata-se de um érgéo essencial para a sobrevivéncia do ser humano, uma vez que é
a principal barreira protetora contra 0s agentes nocivos presentes nos ambientes,
tais como: fungos, virus e bactérias, sendo subdividida em camadas, conforme
ilustrado na Figura 7 (BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).
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Figura 7 - llustracdo da anatomia da pele humana.
Fonte: Adaptado de (CHIN et al., 2019).

Conforme é possivel observar a pele apresenta trés camadas: a epiderme, a
derme e a hipoderme. A epiderme é a camada mais externa da pele, formada por
tecido epitelial estratificado pavimentoso e queratinizada; a derme € a camada
intermediaria da pele, formada por fibras de colageno, elastina e gel coloidal, que
conferem tonicidade, elasticidade e equilibrio a pele, devida grande quantidade de
vasos sanguineos e terminac¢des nervosa, ja a hipoderme é a camada mais profunda
da pele, localizada abaixo da derme, é composta principalmente de tecido adiposo e
conjuntivo, desempenha varias funcdes importantes, como isolamento térmico,
protecdo de Orgdos vitais e armazenamento de energia (CHIN et al., 2019; MA;
WANG,; LU, 2022).

A pele desempenha um papel importante na administracdo topica de
medicamentos e substancias bioativas, conforme observado no uso de protetores
solares, repelentes de insetos e antissépticos, uma vez que esses componentes
devem permanecer apenas na superficie da pele (administracéo topica), enquanto
outros penetram nas camadas da pele (administracdo transdérmica) atingindo
camadas mais internas e consequentemente permitindo que os farmacos ou
substancias bioativas difundam nas camadas e acessem a corrente sanguinea
(TROMMER; NEUBERT, 2006).



30

A liberacdo transdérmica de farmacos é um sistema eficiente que permite a
administracdo de diferentes tipos de farmacos ou substancias bioativas,
basicamente faz a liberacdo controlada com intermediério de uma barreira natural, a
pele. Um ponto bastante importante est4 relacionado a possibilidade de
administracdo de medicamentos que ndo sao estaveis em condicdes
gastrointestinais; aliado ao fato de que, ao liberar farmaco topicamente, ha maior
acesso as areas onde hé dificuldade de fluxo sanguineo (KALIA, 2001).

Os sistemas de liberacao transdérmicos apresentam varios pontos favoraveis
em comparacdo aos outros sistemas de administracdo, apresenta vantagens por
nao ser invasiva, evita problemas hepéticos conhecidos como efeitos de primeira
passagem. Permite 0 mantimento da concentracdo dos farmacos em niveis
constantes na corrente sanguinea, aumentando o aproveitamento efetivo do
farmaco. Tem a vantagem de poder ser administrada apenas uma vez ao dia,
aumentando a adesao dos pacientes, uma vez que hao é necessaria a ingestao de
vérias capsulas ou comprimidos ao dia (MA; WANG; LU, 2022).

Algumas das limitagdes da utilizagcdo dos sistemas de liberacdo transdérmicos
estdo associadas a dificuldade de penetracéo na pele, particularmente na realizacéao
da permeacdo através do stratum corneum, que € a camada mais superficial da
pele, entretanto frente a essas dificuldades, o mercado farmacéutico tem,
constantemente, desenvolvido tecnologias, bem como a utilizagcdo de formulacdes
“‘inteligentes” que possibilitam a administracdo de diferentes farmacos por essa via,
aumentando significativamente a biodisponibilidade ao organismo.

Para alcancar melhor administracdo transdérmica e eficacia terapéutica, 0s
farmacos utilizados devem ter baixo peso molecular, afinidade para com as fases
lipofilicas e hidrofilicas, meia-vida curta e auséncia de irritabilidade da pele.
Diferentes fatores podem afetar a penetracdo do farmaco através da pele, como
diferencas de espécies e idade, local do corpo e area de aplicagdo, condigbes fisicas
e de saude da pele, duracdo da exposicéo, teor de umidade da pele, métodos de
pré-tratamento e caracteristicas fisicas dos excipientes de liberacéo.

Estudos recentes que se concentraram em aspectos das tecnologias de
administracdo transdérmica de medicamentos, desde o desenvolvimento de
intensificadores quimicos que aumentam a disseminacdo de medicamentos pela
pele ou aumentam a solubilidade de medicamentos na pele até novas abordagens

inovadoras que estendem esse conceito ao design de formulagcbes superfortes,



31

microemulsdes, micelas e lipossomas. Os intensificadores de penetracdo podem ser
usados sozinhos ou em combinacdo com intensificadores de penetracdo quimica
com penetracdo na pele comprovadamente superior em comparagdo com produtos

quimicos individuais.

2.5.1.1 Estudos de Liberacéo de farmacos em Células de Franz

Uma das formas de simular in vitro as condi¢des de liberacdo de farmacos
sobre a pele € a utilizacdo de sistemas de liberacdo em células de Franz. Os
estudos realizados nesse equipamento consistem basicamente na passagem do
farmaco de um compartimento doador para um compartimento receptor, essa
passagem, ou difusdo é controlada por uma barreira que pode ser natural ou
sintética, e, que seja capaz de simular as mesmas condicbes de passagem dos
farmacos sobre a pele.

Para realizacdo dos estudos a formulagdo desenvolvida € disposta no
compartimento doador, enquanto o compartimento receptor € preenchido por um
excipiente que simule as condicdes as quais deseja-se realizar a liberacdo dos
farmacos. Ambos o0s compartimentos sdo separados por uma membrana
previamente selecionada de acordo com as caracteristicas, com porosidade capaz
de reter todas as substancias ativas e Uteis para o estudo, incluindo os farmacos,
desta forma, o farmaco presente na formulacdo pode permear através da
membrana.

O processo de permeacao dos farmacos nas células de Franz trata-se de
processo de difusdo e segue a Lei de Fick, onde as substancias de interesse
permeardo do compartimento doador, cruzando a barreira sintética proporcionada
pela membrana de porosidade conhecida, passando para 0 meio receptor,
mantendo armazenado no compartimento doador os excipientes utilizados para a
producéo dos géis estudados.

A estrutura fisica do compartimento receptor das células de Franz apresenta
invélucro encamisado, onde ocorre a recirculagéo de algum fluido capaz de manter a
temperatura desejada para a aplicagdo, além disso hd uma barra de agitacdo
magneética no interior com compartimento receptor para garantir a homogeneizagao
entre o farmaco e o meio receptor. Através de um braco de amostragem sao

coletadas aliquotas para realizar a andlise de quantificacdo, na Figura 8 é ilustrada
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uma célula de Franz e seus compartimentos contemplando as informacdes
necessarias.

Dessa maneira, considerando o arranjo observado numa célula de Franz é
possivel selecionar alguma membrana de porosidade adequada para mimetizar in
vitro e ex vivo as mesmas condi¢des (ou condi¢cdes bastante similares) a liberacéo in
vivo. Diferentes substancias podem ser aplicadas no compartimento receptor de
uma célula de Franz, sobretudo liquidos que apresentem composicdo quimica
similar a observada no sangue humano (KUMAR et al., 2023).
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Figura 8 - llustracdo das células de difusdo de Franz.
Fonte: Adaptado de (DEBANDI; FRANCOIS; DARAIO, 2011).

2.6 ANTINFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES

Os antiinflamatérios nao-esterdides (AINEs) sdo medicamentos que

anteriormente foram classificados com base nas suas caracteristicas quimicas, que
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em sua maioria sdo categorizados como principais derivados do acido salicilico,
acido acético, acido endlico, acido antranilico ou acido propiénico. No entanto, com o
avanco do conhecimento cientifico, a classificagcdo foi alterada com base na sua
seletividade para inibir as enzimas ciclooxigenase/prostaglandina-endoperéxido
sintase, que sdo os principais alvos desses medicamentos (BINDU; MAZUMDER,;
BANDYOPADHYAY, 2020; ONG et al., 2007).

As fungdes dessa classe de medicamentos séo relativamente semelhantes,
0s AINEs séao usados principalmente para o tratamento de pacientes que sofrem de
dor e condi¢cdes inflamatérias, dores crbnicas, osteoartrite, artrite reumatdide,
condi¢cBes cirurgicas pos-operatorias, colicas menstruais e inclusive sao utilizados
como analgésicos e antitérmicos (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020;
ONG et al., 2007).

Além disso, a acdo anti-inflamatéria dos AINEs, é mais eficiente do que a
observada no paracetamol ou outros analgésicos e antitérmicos amplamente
utilizados, como o caso dos medicamentos opioides. Varios problemas de
dependéncia sad relatados com o0 uso terapéutico de analgésicos a base de
opiaceos, nesse ponto de vista, 0s opiaceos apresentam natureza viciante ao
organismo, portanto sdo muito mais perigosos do que os AINEs devido a natureza
nao viciante dos mesmos (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020; DA
COSTA et al., 2021).

Em relagéo a outros efeitos colaterais, estudos sobre a doenca de Alzheimer
experimental induzida por beta-amildide em ratos comprova que o &cido
mefenamico, um AINE fenamato utilizado no tratamento dores menstruais, pode
oferecer protecdo ao suprimir a neuroinflamacdo e a perda de memoéria em
pacientes. Incidentes de comprometimento cognitivo em pacientes que consomem
aspirina frequentemente sdo amplamente discutidos, incluindo risco de deméncia
principalmente em idosos. Dessa forma os AINEs demonstram superioridade e maior
segurangca com baixos niveis de neurotoxicidade em relacdo a outras classes
medicamentosas (BUDOFF, 1979; DA COSTA et al., 2021; ONG et al., 2007).

A terapia da dor aguda e crbnica com AINEs por muitas vezes mostra-se
comprometida pelos efeitos colaterais gastrointestinais, cardiovasculares, meia-vida
de eliminacdo curta e curta duracdo de acdo. Diferentemente da administracédo
percutanea de AINES, que é de particular interesse para a obtencéo de tratamento

anti-hiperalgésico e antiinflamatério menos invasivos que as vias de administracao
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mais utilizadas, juntamente com a melhoria da seguranca aos pacientes. A
incorporacdo de diferentes AINEs em solucbes aquosas compostas de
Poloxamer P-407 demonstra boa capacidade de armazenamento e dispensacéo de
diferentes AINEs, ademais, a estabilidade fisica é mantida, garantindo boas
condicbes para armazenamento em longos periodos em prateleira (DJEKIC;
CALIJA; MEDAREVIC, 2020).

2.6.1 Ibuprofeno

O ibuprofeno, acido-a-metil-4-(2-metil-propil)-benzenoacético, composto de
formula molecular Ci3Hi1802, cuja estrutura quimica € apresentada na XXXXX.
Apresenta baixo peso molecular (206,29 g/mol) e baixa solubilidade em &agua (1
mg/ml a 20 °C em pH 6,0) e meia-vida de eliminagao relativamente curta (tu2 = 2~4h)
(DJEKIC; CALIJA; MEDAREVIC, 2020; GHOLIZADEH et al., 2019).

E um agente anti-inflamatério ndo esterdide, derivado do acido fenilpropiénico
que possui atividade anti-inflamatéria de acdo moderada. Sua acdo analgésica esta
relacionada as propriedades anti-inflamatérias devido a reducédo da producdo da
ciclooxigenase-1 (COX-1) e da ciclooxigenase-2 (COX-2). Podendo facilmente ser
administrado para diferentes tratamentos antiinflamatérios e antitérmicos além de
apresentar funcdo analgésica (CONCEICAO et al., 2014; DJEKIC; CALIJA;
MEDAREVIC, 2020).
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Figura 9 - Estrutura quimica do ibuprofeno.
Fonte: adaptado de (CONCEICAO et al., 2014).

A quiralidade observada na estrutura quimica do ibuprofeno proporciona

moléculas com propriedades diferenciadas, o ibuprofeno levogiro apresenta maior
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afinidade por proteinas plasmaticas, sendo quimicamente mais reativo como inibidor
da sintese de prostaglandinas enquanto o ibuprofeno dextrégiro € menos reativo que
0 seu semelhante, entretanto, comercialmente o ibuprofeno é oferecido como uma
mistura racémica de ambas as estruturas (CONCEICAO et al., 2014; ZIAEE et al.,
2019).

Os tratamentos convenientes para administracdo percutanea mostram-se
como uma boa alternativa frente ao tratamento oral para diferentes problemas
crbnicos, como, artrite reumatodide, osteoartrite e espondilite anquilosante. A
concentracao terapéutica mais comum de ibuprofeno para esta via € de 5%. Devido
a baixa solubilidade do farmaco em agua e a concentracao terapéutica relativamente
alta (CONCEICAO et al., 2014; GHOLIZADEH et al., 2019).

2.6.2 Naproxeno

O Naproxeno, &cido-6-metoxi-a-metil-2-naftalenoacético, composto de formula
molecular C14H1403, cuja estrutura quimica é apresentada na XXXX. Fisicamente
apresenta-se como um pé com coloragao variando entre branco a esbranquicado, é
inodoro e apresenta massa molecular de 230,26g/mol. Trata-se de uma substancia
lipossoluvel, é facilmente solubilizado em &lcoois como etanol e metanol, e também
em outras substancias organicas. E praticamente insolivel em &agua e a sua

solubilidade tende a aumentar em pH’s mais elevados.
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Figura 10 - Estrutura quimica do naproxeno
Fonte: adaptado de (WOJCIESZYNSKA; GUZIK, 2020).

E um derivado do &cido propidnico, apresenta atividade analgésica e anti-
inflamatoria, é utilizado no tratamento de diferentes doencgas reumaticas. A acdo do

naproxeno & bastante documentada em tratamentos de artrite reumatoide e € tao
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eficaz quanto a aspirina, além disso € mais bem tolerado, permitindo assim que mais
pacientes continuem com o tratamento. Por esta razdo, alguns médicos optam pela
utilizacédo de derivados do &cido propiénico, como o naproxeno, para tratamentos de
artrites.

Durante a inflamacdo, dor e febre, o naproxeno € liberado pela fracéao
fosfolipidica da membrana celular, em seguida é convertido, através das vias COX-1
e COX-2, em prostaglandinas e tromboxano-A2. A atividade da COX-1 € presente
em quase todos os tipos de células normais, sendo mantido em niveis constantes,
enquanto a atividade da COX-2 geralmente é ausente, com excecdo dos rins e
cérebro, mas € induzida durante a inflamacédo pela acdo das citocinas. A COX-1 é
necessaria para a manutencdo homeostéatica, como a agregacao plaguetaria e a
regulacdo da secrecdo de acido gastrico. O naproxeno é um inibidor ndo seletivo da
COX e atua inibindo tanto a COX-1 como a COX-2, o que acaba por resultar no
bloqueio da sintese de prostalginas e tromboxano. A inibicdo da COX-2 resulta em
atividade analgésica, antipirética e anti-inflamatéria, mas a inibicdo da COX-1
provoca alguns efeitos indesejaveis, como Ulcera géstrica, devido a reducdo da
formacéo de protalginas.

Em estudos comparativos com outros anti-inflamatérios ndo esteroides, tais
como indometacina, ibuprofeno, fenoprofeno entre outros, todos os medicamentos
tiveram eficacia bastante semelhante, embora o naproxeno demonstre maior
aceitabilidade pela classe médica. Porém, assim como acontece com outros agentes
anti-inflamatérios néo esterdides, nem todos os pacientes demonstram as mesmas
respostas a utilizacdo do naproxeno e, nesses casos, outros principios ativos
também deverdo ser utilizados até que o medicamento mais satisfatério seja

encontrado para cada paciente.

2.7 ESTADO DA ARTE

A obtencdo de biomateriais com propriedades satisfatdrias para diferentes
aplicacbes pode ser alcancada utilizando diferentes metodologias, e na literatura ha
constantemente relatos de novos biomateriais para o tratamento de diferentes
doencas, patologias, bem como o desenvolvimento de novos dispositivos
biomédicos que ndo representam qualquer resposta ou acao farmacolégico ou

citotéxico.
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Materiais poliméricos com memoria de forma séo bastante atrativos nas mais
diversificadas aplicacbes, uma vez que podem recuperar sua forma original, mesmo
sendo submetidos as cargas de estresse. Os poliuretanos sdo amplamente
explorados no aspecto memoria e forma, porém, muitas vezes ndo sédo capazes de
desempenhar propriedades mecéanicas satisfatorias. Na literatura sdo encontrados
os estudos de Zhou e colaboradores em 2022, que desenvolveram material
composito de poli(acido polilatico) e policaprolactona incormporando celulose
nanocristalina para promover melhoria da taxa de fixagdo de forma e taxa de
recuperacdo de forma de artefatos obtidos por impressdo 3D. Além da melhora nas
propriedades mecanicas do material, a incorporacdo de diferentes proporcdes de
celulose nanocristalina ao material, foi possivel modular a temperatura de transi¢éo
vitrea, podendo inclusive obter valores muito proximos da temperatura do corpo
humano, viabilizando a aplicabilidade destes materiais como biomateriais
inteligentes (ZHOU et al., 2022).

Géis poliméricos aquosos sao desenvolvidos para diferentes aplicagdes no
campo biomédico e farmacéutico, o Poloxamer P-407 € amplamente utilizado para o
armazenamento e liberacdo de diferentes farmacos. Os estudos de Djekic e
colaboradores publicados em 2020 demonstram a producdo de géis poliméricos
aguosos de Poloxamer P-407 para liberagcdo controlada de ibuprofeno. As
formulacBes desenvolvidas permitiram a modulagdo da cinética de liberacdo de
ibuprofeno e das propriedades reoldgicas dos materiais produzidos, avaliando a
influéncia da presenca de alcool isopropilico como cossolvente para o ibuprofeno,
sobre as caracteristicas do produto. Nas formulacfes desenvolvidas sem a presenca
do cossolvente para o ibuprofeno foram necessarios 25% (p/p) de Poloxamer P-407
em relagdo a agua, enquanto nas formulacdes contendo o cossolvente esse
percentual reduziu-se para 15% para obtencdo de um gel com propriedades
viscoelasticas suficientes para permitir a adesdo sobre a pele no estado semissélido
(DJEKIC; CALIJA; MEDAREVIC, 2020).

Os compositos poliméricos de poloxamer e carboximetilcelulose podem ser
usados na liberacdo controlada de farmacos. Wang e colaboradores em 2016,
relataram o uso de misturas de carboximetilcelulose-sédio e Poloxamer-P407 em um
substrato natural conhecido como Coutex Moutain (CM), amplamente utilizado na
medicina oriental. Diferentes concentracbes de poloxamer e cargas de celulose

foram avaliadas em relagdo aos perfis de liberacdo de CM. Além disso, estudos de
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reologia determinaram que eles tinham temperaturas de gelificacdo acima de 30 °C,
0 que permite que os materiais sejam mantidos liquidos no frio e quando usados no
corpo humano estejam em estado semissélido. Finalmente, estudos de
citotoxicidade garantem que o compadsito polimérico € biocompativel, sendo possivel
utiliza-lo para o tratamento da dermatite atépica (WANG et al., 2016a, 2016b).

A celulose também pode ser aplicada em materiais que mantém contato com
sistemas vivos. Os estudos de Kashani-Rahimi e colaboradores 2017, descrevem a
obtencdo de biomateriais compostos por poli(etilenoadipato-co-tereftalato) (PBAT) e
nanocristais de celulose funcionalizados com anidrido maleico. Os nanocristais de
celulose foram obtidos por hidrélise acida, através da reacéo de celulose com acido
sulfarico a 64% mantida a 45 °C por 50 minutos, a neutralizacdo foi realizada com a
adicdo de hidréxido de sodio (NaOH), e a suspenséo foi tratada por didlise; logo os
nanocristais de celulose foram liofilizados para posterior funcionalizacdo. Os
compositos obtidos por extrusdo foram submetidos a analises fisico-quimicas, além
de testes de proliferacdo celular e adesdo, os resultados garantem a
biocompatibilidade do material e proporcionam boa resposta ao estresse utilizando
concentracfes maximas de 3% em relacdo a matriz polimérica (KASHANI RAHIMI et
al., 2017).

Diferentes metodologias podem ser usadas para obter biomateriais
compositos, o conhecimento das caracteristicas de certas doencas permite a
producdo de diferentes dispositivos biomédicos e contribui para melhorias

significativas para os pacientes.



39

3 METODOLOGIA

Neste capitulo, serdo apresentadas as metodologias para a obtencdo de
celulose nanocristalina, producdo e caracterizagdo fisica, quimica e biologica dos
géis poliméricos aquosos de Poloxamer-P407 carregados de celulose microcristalina
e celulose nanocristalina e diferentes farmacos hidrofobicos. Na Figura 11 esta
ilustrado esquema sequencial com as etapas dos estudos da producdo dos géis
poliméricos aquosos de Poloxamer P-407, carregados de celulose microcristalina ou

nanocristalina e farmacos hidrofébicos.

Produciode | ciferantes tocas
ant%e e 'r UC.GO C |er_en es iIcCas
SRS géis semisolidos de incorporacio
caracterizagao | Ge pojoxamer P- de farmacos
hidrofébicos aos

de nanocristais 07 conlonto

de celulose celulose géis compésitos
\ \ poliméricos

Figura 11 - esquema sequencial com as etapas dos estudos da producédo dos géis poliméricos
aquosos de Poloxamer P-407, carregados de celulose microcristalina ou nanocristalina e
farmacos hidrofobicos.

3.1 OBTENCAO DE CELULOSE NANOCRISTALINA

A celulose nanocristalina foi obtida através de hidrolise acida, em baldo de
fundo redondo de uma junta, com capacidade de 1L. Inicialmente foram adicionados
10,0 g de celulose microcristalina (CMC) comercial em 100mL de &cido sulfurico, em
concentracédo de 64%, previamente preparado e mantido em temperatura de 4 °C. A
reacao hidrolise iniciou-se com o aumento da temperatura para 45 °C, sendo
mantida por 150 minutos sob agitacdo mecénica, em seguida a reacao foi finalizada
transferindo o baldo para banho com temperatura controlada de 4°C.

O processo de purificacdo da amostra de celulose nanocristalina foi realizado
com a centrifugacdo da suspensdo a 8000 RPM durante 20 minutos em temperatura

de 4°C, o liguido sobrenadante foi descartado e agua Mili-Q® foi adicionada ao
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precipitado, em seguida a suspensao foi dispersa com auxilio de equipamento de
ultrassom com ponteira da marca Hielsher (UIP500hdT) com poténcia de 500W a 20
KHz, operado com 70% da poténcia total do equipamento durante 20 minutos. Em
seguida a suspensao é novamente submetida ao processo de centrifugacdo, sendo
realizados o total de 10 ciclos de centrifugacdo e sonicacdo, para remoc¢ao da maior
parcela de acido sulfarico e ions sulfato livres na suspenséo.

Apbs a realizacdo dos ciclos de centrifugacdo e sonicacdo, as amostras em
suspensao foram inseridas em bolsas de celulose regenerada com porosidade
variando entre 12 e 14 KDa, que foram mantidas isoladas em imersdao em agua
purificada Milli-Q®. As bolsas contendo o material dialisado foram mantidas durante 7
dias em imersdo, com troca diaria da dgua aplicada como solucéo receptora.

A suspensdo de CNC em agua foi transferida em sua totalidade para um
béquer de vidro, onde o pH da suspensao foi ajustado adicionando a quantidade
suficiente de bicarbonato de s6dio em p6 para obtencao de pH 7.4. O procedimento
foi realizado sob agitacdo magnética, com controle da variagdo do pH utilizando
pHmetro da marca AKSO modelo AK-90.

A suspensao de celulose nanocristalina foi seca por aspersdo térmica em
equipamento de Spray Dryer. Uma aliquota de 500mL de amostra em suspenséo foi
diluida em agua Mili-Q® obtendo a quantidade de 1,5L de suspenséo. A temperatura
de entrada foi 180 °C, enquanto a temperatura de saida oscilou entre 85 °C e 90 °C,
a vazao de ar comprimido na alimentagcao foi mantido fixo em 600L/h. A suspenséo
de celulose nanocristalina foi injetada no equipamento com vazéo de 2,8mL/min.

A umidade remanescente das amostras foi removida em estufa mantida a
45 °C durante 48 horas com sistema de vacuo. Apds isso as amostras foram
armazenadas em frascos de vidro, no interior de dessecador contendo silica gel,
com sistema mantido a vacuo até o momento da utilizacdo da celulose

nanocristalina.

3.1.1 Caracterizacdes da Celulose

As amostras de celulose foram caracterizadas com a finalidade de averiguar a
obtencdo de material celulésico em escala nanométrica, ou seja, celulose
nanocristalina, a cristalinidade foi averiguada para confirmar a eliminacdo de regides

amorfas.
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3.1.1.1 Grau de Polimerizacdo por Ensaios de Viscosimetria

Para a obtencdo dos graus de polimerizacdo das amostras de celulose (CMC e
CNC), foi utilizado a norma TAPPI T-230 OM-13 e T-230 OM-94. Inicialmente, as
amostras de celulose foram enviadas para uma estufa a 50 °C, mantendo-as em
condicdo de pressao reduzida por 48 horas. Em seguida as amostras foram imersas
em solucdo de bisetileno-diamina de cobre (lI) sendo mantidas em agitacdo mecanica
durante 4 horas para garantir a completa dissolucéo das cadeias celulésicas.

ApGs a dissolucdo completa das amostras, estas foram dispostas nos
viscosimetros do tipo Ostwald, foram utilizados viscosimetros que apresentem diametro
interno com variabilidade maxima de 2,5%. Os viscosimetros foram dispostos em um
banho de temperatura controlada de 25°C, basicamente o teste consiste em avaliar o
tempo necessario para que a solucdo de celulose em Bisetileno Cobre Diamina (Il) faca
o trajeto interno do tubo capilar, entre dois pontos indicados no viscosimetro de
Ostwald.

Com os valores dos tempos obtidos para cada amostra, foi possivel obter o grau
de polimerizacdo para as amostras de CMC e CNC, através da viscosidade intrinseca

das amostras conforme estabelecido na norma TAPPI T-230, utilizando a Equacéo 1 e

Equacéao 2.
_ N2(sp — Ing,..p) Equagéo 1
C
DP%°%5 = 0,75.n Equac&o 2
Onde:

Nrel = viscosidade relativa (obtida com o tempo de passagem do fluido pelo
viscosimetro,

Nsp = viscosidade especifica (Nsp = Nrel -1),

C = concentragao da celulose em g/mL,

DP = grau de polimerizagao.
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3.1.1.2 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A morfologia das amostras de celulose microcristalina e celulose
nanocristalina foram exploradas em microscopio de for¢ca atbmica Shimadzu modelo
SPM 9600.

Para realizacdo da analise o material celulésico foi redisperso em agua
purificada Milli-Q® com auxilio de equipamento ultrassdnico durante 3 minutos com a
finalidade de minimizar ao maximo os efeitos de aglomeracdo de particulas.
Imediatamente apds a preparacdo da amostra, uma gota de suspensao coloidal
diluida foi disposta sobre uma lamina de mica e seca em condi¢cées ambientes.

A obtencédo de imagens ocorreu em modo de contato intermitente, utilizando
ponta de silicio, com raio de curvatura menor que 10 nm. Foi realizado mapeamento
numa area de 10x10um com altura maxima da ponteira em 50nm, sendo realizadas

42 medicbes de particulas para obtencdo das medidas de comprimento e diametro.

3.1.1.3 Difragéo de Raios-X (DRX)

A difracdo de Raios-X foi realizada utilizando difratbmetro Siemens modelo
D-500, operado a 30 kV e 10 mA, com fonte de Cu Ka (I = 0.154 nm) e filtro de
Niquel. Os dados foram obtidos no intervalo de 20 variando de 5 a 50° com
velocidade de 0,01°.s.

A analise de DRX foi realizada nas amostras de CMC e CNC, o indice de
cristalinidade (IC) foi calculado de acordo com a Equacao 3, (BROWNING, 1967).

= _He Equacéo 3
¢ Hg+H,

Onde:

Ha: altura referente a fase amorfa (26 ~ 18°)
Hc: altura referente a fase cristalina (206 ~ 22,6°)

Ambos ajustados em relacao a linha base.
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3.1.2 Preparacao das Formulacdes

Os géis poliméricos Poloxamer-P407, carregados de farmacos e diferentes
cargas de celulose foram preparados através da dissolucdo do polimero em agua
purificada Milli-Q® numa concentracdo final de 20% (peso) de polimero em agua.
Agua a 4 °C foi inserida em um béquer, o polimero foi adicionado lentamente sob
agitacdo magnética, o aparato foi mantido sob refrigeracdo durante 24 horas para
que todo o polimero fosse completamente dissolvido, sendo mantido sob
refrigeracdo até o momento de sua utilizacao.

Apos a dissolugdo do polimero em agua as diferentes cargas de celulose
microcristalina e nanocristalina foram adicionadas a suspenséao coloidal previamente
produzida, as concentracdes de celulose foram fixadas em 1%, 3% e 5% em peso, e

imediatamente apds o farmaco foi adicionado a cada uma das formulacoes.

3.1.2.1 Geéis Compdsitos Poliméricos Carregados Farmacos Hidrofobicos

Dois distintos farmacos foram utilizados nas formulacées dos géis compadsitos
poliméricos, o ibuprofeno e naproxeno sodico. A concentracdo de ibuprofeno nos
géis compositos poliméricos manteve-se constante para todas as formulagdes: 50
mg de farmaco para cada grama de gel (5%).

A concentracdo de naproxeno sédico também se manteve constante para
todas as formulagBes: 55 gramas de farmaco para cada grama de gel (5,5%).
Formulacdes de controle também foram produzidas, nesse caso apenas o gel
polimérico de Polxamer-P407 e o ibuprofeno ou naproxeno sdodico estavam

presentes na formulagao.

3.1.3 Elaboracéo de Retas de Calibracdo de Farmacos

Para a construcdo das retas de calibragéo, foi utilizado um espectrofotdmetro
de ultravioleta acoplado a um leitor de microplacas contendo 96 pocos, da marca
BioTek, modelo Power-Wave-HT, operado em modo de absorbancia e em
temperatura ambiente.

Devida baixa solubilidade em agua os farmacos utilizados foram solubilizados

numa mistura de etanol e uma solug¢do salina tamponada (PBS), cuja solugédo é
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identificada como etanol/PBS, a proporcdo volumétrica utilizada foi de 50:50,
melhorando as condicfes de dissolucéo e liberacdo dos farmacos utilizados.

A solugcdo PBS foi produzida através da dissolucdo de diferentes sais em
adgua: 8,2 gramas de cloreto de sédio (NaCl), 1,05 gramas de fosfato de sédio
(Na2HPO4) e 0,355 gramas de fosfato de sédio monohidratado (NaH2P04.H20) em
baldo volumétrico de 1 litro, completado com agua purificada Milli-Q®.

Apbs a definicdo da substancia do ambiente receptor, foi produzida a “solucao
mae” para os farmacos estudados, que foram dissolvidos na solugéo de etanol: PBS
(50:50) com concentragao final de 5.000 ug/mL. A partir desta solugdo mae foram
pipetadas as quantidades especificas em baldes volumétricos, os quais foram
completados com a mesma solucdo de etanol: PBS, para obtencdo das
concentracdes necessarias para a construcéo da linha de calibracéo.

3.1.4 Determinacdo da solubilidade maxima

Para determinar a solubilidade maxima dos farmacos uma solucao
supersaturada do mesmo foi produzida, inicialmente foi adicionada solucdo de
etanol:PBS (50:50) ao interior de um baldo volumétrico de fundo chato,
seguidamente o farmaco foi adicionado, essa solucdo foi mantida em agitacéo
magnética com controle de temperatura em 25 ° C durante 24 horas. Finalizado esse
periodo foi realizada uma inspecédo visual com a finalidade de observar a presenca
precipitados, considerando a hipétese de ndo haver precipitado, uma nova aliquota
de farmaco era adicionada a solu¢cdo e novamente o conteldo era submetido a
agitacdo magnética com controle de temperatura durante 24 horas.

Apbs ser detectado material precipitado, a solucdo foi filtrada com filtro de
seringa, com membrana hidrofébica de porosidade de 45 ym para remogao de todas
as particulas sélidas, em seguida o filtrado foi quantificado por espectrofotometria de
ultravioleta em modo de absorbancia. Caso a absorbancia medida estivesse acima
de 1, seria necessario dissolver o filtrado em maiores quantidades de etanol: solucéao
PBS (50:50) para garantir que a absorbancia estaria na regido linear de
quantificacdo, previamente obtida através das retas de calibragdo. Todo esse
procedimento foi realizado em triplicata para garantir a confiabilidade dos dados
obtidos, seguindo os procedimentos de producdo e qualidade propostos pela

industria farmacéutica.
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3.1.4.1 Preparacdo de Geéis em Suspensao Sélida

Os géis compositos poliméricos carregados de ibuprofeno e naproxeno sédico
foram produzidos utilizando as formulacbes de Poloxamer-P407 carregadas das
diferentes concentracbes e morfologias de celulose. Os farmacos em po6 foram
macerados individualmente em graal com auxilio de pistilo. As formulacdes dos géis
compoésitos poliméricos previamente elaboradas foram adicionadas ao interior de um
béquer, mantendo o sistema sob agitacdo mecéanica a 200 RPM durante 3 minutos,
em seguida o farmaco foi lentamente adicionado a formulacdo, mantendo agitacao

mecéanica durante 10 minutos.

3.1.4.2 Preparacdo de Géis com Farmacos Solubilizados

Os géis compositos poliméricos contendo os farmacos dissolvidos foram
preparados aplicando a mesma metodologia utilizada para producédo dos géis em
suspensao solida, diferentemente da metodologia descrita anteriormente o0s
farmacos foram dissolvidos em etanol e em seguida foram adicionados aos géis
compositos poliméricos contendo as diferentes morfologias e quantidades de
celulose.

Para producéo dessas formulacdes os farmacos sélidos foram dissolvidos em
etanol em condi¢cGes normais de temperatura e pressao, obtendo a concentracdo de
0,16 mg de farmaco para cada mililitro de solucdo. Em seguida as solucdes
alcodlicas dos diferentes farmacos foram adicionadas gota a gota aos géis
compasitos poliméricos, utilizando seringa e agulha, o sistema manteve-se sob em

agitacdo mecanica de 200 rotacdes por minuto durante 10 minutos.

3.1.5 Estudos de Liberacdo de Farmacos nas Células de Franz

Para as avaliacbes de liberacdo dos farmacos em células de Franz,
aproximadamente 1 grama de formulacdo contendo o farmaco foi adicionado a
célula de Franz, em seguida, a amostragem foi realizada em horarios previamente
determinados, em cada amostragem uma aliquota de 200 pL foi removida do meio

receptor, com o auxilio de uma seringa e agulha. Os 200 pL de solucéo retirados do
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meio receptor foram destinados a uma microplaca com 96 pocos, depois analisados
por espectrofotometria UV no comprimento de onda de 265 nm para o ibuprofeno e
270nm para o naproxeno. As coletas de amostragens foram realizadas a cada 30
minutos durante as primeiras 3 horas de teste, depois a cada 1 hora nas 3 horas
seguintes, ap0s esta amostragem foi realizada na 122 hora, na 242 hora, na 362 hora
e na 482, 492 e 502 horas.

A temperatura estipulada para o teste foi de 37 + 2°C, controlada por um
banho de temperatura da marca ThermoHaake modelo DC10, as células Franz
utilizadas foram da marca PermeGear, em dispositivo contendo 9 células, em
seguida, na Figura 12 é apresentado o aparato contendo as células de Franz,
portadoras de invélucro encamisado com recirculacdo de &gua e o banho com

controle de temperatura utilizado na experimentacao.

L7 T

Figura 12 - Arranjo de células de Franz com temperatura controlada.

Para permitir a difuséo do farmaco utilizado, foi utilizada uma membrana para
dialise de celulose regenerada Spectra/Por da marca Spectrum, com cutt-off de
3500KDa, previamente imersa em solugdo de etanol:PBS (50:50) durante 12 horas,
para dilatacdo dos poros facilitando o processo de difusdo das substancias
utilizadas. As membranas foram cortadas em tamanho suficiente para cobrir todo o
orificio entre os compartimentos doador e receptor das células de Franz.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, os dados foram organizados
no software Excel para cada coleta realizada, e utilizando a equacéo linear obtida
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por regressao linear foi possivel estimar a quantidade de farmaco liberado em cada

momento. Em seguida, com os dados obtidos, foram construidos os graficos do

percentual de farmaco liberado em relagéo ao tempo.

Para obter a quantidade de medicamento liberado em relagdo ao tempo, os

calculos foram feitos seguindo os passos descritos abaixo:

Obtencédo das absorbancias obtidas em cada coleta através de espectrofotometria
de ultravioleta;

Célculo da concentragdo em cada momento com a Equacdo 4, obtida por
regressao linear,

Estimativa da quantidade de farmaco contida nos 5 mL da solugéo receptora do
farmaco;

Estimativa da quantidade de farmaco dissolvida em 200 uL coletados;

Soma da quantidade de farmaco presente nos 5 mL aos 200 mL de todas as
leituras anteriores;

Obtencdo do percentual do total de farmaco liberado, comparando-se a
guantidade inserida na formulagcdo com a quantidade amostrada.

Os dados de concentracdo e a média das absorbancias observadas foram

tratados utilizando software Statgraphics Centurion para realizacdo de regresséo

linear simples para obter a equacdo que descreve o comportamento dos pontos

coletados. A Equacdo 2 descreve o modelo linear utilizado pelo software para

realizacdo da regressao linear.

Y=a+bX Equacéo 4

Onde:

Y

= absorbancia obtida através do ensaio de espectrofotometria de UV (variavel

dependente),

a = ponto de interceptacdo da reta no eixo x,

b = coeficiente angular da reta,

X = concentracdo do farmaco (variavel depentende).
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3.1.6 Estudos Reoldgicos

Os estudos reoldgicos das amostras foram realizados em reémetro rotacional
da marca TA Instruments, modelo ARES, equipado com detector de temperatura do
tipo Peltier e recirculador de agua Chiller para controle de temperatura.

A geometria utilizada para a andlise foi do tipo cone e placa, que é
comumente aplicada para polimeros, emulsdes e fluidos de alta viscosidade, o
diametro do aparelho de cone foi de 40 mm.

3.1.6.1 Varreduras de temperatura

As varreduras foram realizadas para obtencdo dos modulos elastico (G') e
viscoso (G") em funcdo da temperatura, utilizando-se diferentes deformacodes e
concentracfes dos géis estudados. Os estudos foram realizados em temperaturas
entre 10 °C e 37 °C com taxa de aquecimento de 1 °C/min e frequéncia angular (w)
de 10 rad/s.

3.1.6.2 Varreduras de frequéncia

O comportamento das amostras, em funcdo da temperatura e da
concentracdo dos géis, foi avaliado através da andlise de frequéncia. As
temperaturas avaliadas foram de 15, 20, 25 e 37°C, perfeitas na zona viscoelastica
linear nos géis, considerando a faixa de frequéncia de 0,01 a 100 rad/s,

contemplando 10 pontos por década.

3.1.7 Estudos de Citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade das amostras foi avaliada seguindo a norma ISO 10993-5
(Avaliacéo bioldgica de dispositivos médicos - Parte 5: Testes de citotoxicidade in
vitro). Foi utilizado o meio de cultura modificado Dubelco (DMEM) para preparar o
meio de cultura ideal para o estudo de viabilidade celular (citotoxicidade), ao qual foi
adicionado 10,0% de soro fetal bovino e 1,0% de solucdo de antibioticos penicilina e
estreptomicina (50%), garantindo assim que O0S reagentes nao estivessem

contaminados com nenhuma bactéria que pudesse interferir na morte celular. O
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meio de cultura foi encubado durante 24 horas a 37,0 °C em atmosfera contendo
5,0% de CO2. Todos os preparos de amostras foram realizados em capela de fluxo
laminar.

Apos periodo de incubacéo, foram dispersas 1,0x10° células por mL no meio
de cultura preparado, em seguida as amostras de géis foram adicionadas as placas,
em concentracdes de 2,0%. Enquanto as amostras de celulose microcristalina e
nanocristalina foram avaliadas nas concentracbes de 2,0% 1,0%, 0,5%, 0,2% e
0,1%, sendo incubadas por 48 horas a 37,0 °C em atmosfera mida contendo 5,0%
de CO2. Por fim foram adicionados 10 pL de MTT em cada placa contendo o meio de
cultura e as amostras avaliada sendo novamente incubadas nas mesmas condi¢cfes
durante 4 horas.

O controle negativo foi produzido utilizando células dispersas no meio de
cultura. O controle positivo foi produzido utilizando as células dispersas no meio de
cultura, sendo adicionado 200uL de fenol como agente nocivo as células. Uma
amostra designada “branco” foi preparada contendo apenas o Poloxamer P-407 no
meio de cultura.

Por fim, os meios de cultura foram decantados e lavados duas vezes em
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS). Os sais de formazan produzidos foram
dissolvidos com dimetilsulféxido (DMSO) e sua concentracdo foi medida em um

espectrofotometro UV a 570 nm e a viabilidade celular foi obtida utilizando a

Equacéo 5.
Abs. — Abs. Equacédo 5
Viabilidade celular (%) = amostra branco 100 quae
AbS-Contr. Positivo™ Abs-branco
Onde:

Abs = absorbancia obtida por espectrofotometria UV.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e discussfes sobre a
metodologia aplicada para obtencdo e caracterizacdo da celulose microcristalina e

celulose nanocristalina e producao dos géis farmacoldgicos.

4.1 CARACTERIZACOES DA CELULOSE

4.1.1 Grau de Polimerizacdo por Ensaios de Viscosimetria

O primeiro ensaio realizado nas amostras de celulose microcristalina e
celulose nanocristalina foi para avaliar o grau de polimerizagdo. Através dos ensaios
de viscosimetria foi possivel acompanhar o grau de polimerizacdo de ambas as
amostras, para a celulose microcristalina o valor foi de 1298+18,4 enquanto para a
celulose nanocristalina o valor foi de 165+8,7. Esses valores indicam que a reacao
de hidrdlise promovida pelo acido sulfurico consumiu a fase amorfa dos microcristais
de celulose, possibilitando a obtencdo de material de menor massa molecular e
conseguentemente maior cristalinidade.

Os valores de grau de polimerizacdo encontrados para as CNC’s estdo de
acordo com o que discutem Camargos e Rezende (2021), que mencionam a
producdo de CNC apresentando grau de polimerizacdo na faixa de 80 a 280 para
polpas de madeira tratada, considerando que a celulose microcristalina utilizada
para a obtencdo das CNC’s é de madeira de Eucalipto, o valor esta de acordo com o
que prevé a literatura (CAMARGOS; REZENDE, 2021). Melhorar

4.1.2 Microscopia de Forca Atomica (MFA)

Técnicas de microscopia por sonda de varredura sédo bastante utilizadas para
determinar a morfologia de diferentes tipos e origens de particulas, sendo a técnica
de MFA uma analise que possibilita a estimacdo de dimensfes de particulas em
escala nanométrica. Essa analise consiste na emissao de um feixe de laser que é
direcionado sobre uma haste denominada cantiléver, na qual € acoplada uma

ponteira, o laser é refletido até um detector que mede a deflexdo do cantiléver

enguanto ele realiza a varredura sobre a superficie da amostra.
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A partir dos dados recebidos uma imagem é formada com as caracteristicas
superficiais da amostra, na Figura 13 € apresentada a micrografia para a amostra de
celulose nanocristalina obtida através da reacdo de hidrélise &cida. Na imagem é
possivel observar a estrutura morfoldégica da celulose com aspecto alongado
(agulhas) com elevada razdo de aspecto, ou seja, comprimento longitudinal maior
gue o diametro, imagens semelhantes sdo observadas nos estudos de Jasmani e
colaboradores (2022), onde o processo de hidrolise &cida realizado pelos
colaboradores é o mesmo realizado no presente estudo (JASMANI et al., 2022).

Figura 13 - Imagem de AFM da amostra de nanocristais de celulose (10um X 10um X 50nm).

E possivel observar a formacdo de pequenos aglomerados entre os
nanocristais de celulose, isso € devido as interacdes das ligacfes de hidrogénio,
forcas intermoleculares e forcas de Van Der Waals. De todos os modos ainda é
observada uma boa distribuicdo entre os cristais, 0 que garante que o0 processo de
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secagem por Spray Dryer € eficiente e ndo gera grandes pontos de aglomeracao
para as amostras de celulose.

A andlise de AFM apresenta algumas limitagBes técnicas que dificultam a
determinacao exata das dimensdes dos CNC, a geometria e tamanho da ponteira da
ponteira muitas vezes dificultam a estimacdo exata das dimensdes de particulas
muito pequenas podendo acarretar dimensdes superestimadas. As medi¢cdes foram
realizadas considerando que os cristais de celulose obtidos apresentem formato
cilindrico, ou seja com seccao transversal circular, denominado nanowhisker. As
medidas foram realizadas levando em consideracdo as medidas de altura dos CNC’s
fossem constantes, sendo considerado o valor de altura maxima para determinacéo
das dimensodes dos nanocristais (BECK-CANDANEDO; ROMAN; GRAY, 2005).

As dimensbes de didmetro médio e de comprimento médio foram
determinadas utilizando o software Gwiddion, na Figura 14 é apresentada a
distribuicdo dos comprimentos e na Figura 15 é apresentada a distribuicdo dos

didmetros observados através das micrografias obtidas por microscopia de forca
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Figura 14 - Distribuicdo dos comprimentos observados em imagens de microscopia de forca
atdmica.
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Figura 15 - Distribuicdo dos didmetros observados em imagens de microscopia de forca
atbmica.

Conforme é possivel observar o comprimento dos nanocristais de celulose
obtidos por hidrélise acida apresentam comprimentos variando entre 100 e 700 nm,
com maior distribuicdo de frequéncias compreendida entre 300 e 500 nm.

A distribuicdo do diametro dos nanocristais de celulose obtidos via hidrolise
acida comprova a obtencdo de material celulésico em escala nanométrica, o
didmetro dos CNC’s observado através das imagens de microscopia de forga
atdbmica varia entre 6 e 22 nm, estes valores estdo de acordo com o observado na
literatura.

Com os valores de diametro médio (12,56 nm) e comprimento médio (393,26
nm) foi possivel determinar a razdo de aspecto, que trata-se do quociente entre o
comprimento médio e diametro médio das amostras de CNC. O valor de razdo de
aspecto para a celulose nanocristalina foi de 31,30 (adimensional), na literatura
encontram-se registros de estudos de razdo de aspecto para nanocristais de
celulose, onde sugere-se que para que haja boa interacdo entre a matriz polimérica
e as cargas de celulose o valor para a razdo seja maior que 10. Portanto, a obtencéo
de valor de 31,30 demonstra que 0s nanocristais apresentam dimensao longitudinal
muito superior que o diametro, essa informacdo é de grande importancia para

justificar o comportamento reologico das amostras.
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4.1.3 Difracdo de Raios-X

As amostras de celulose microcristalina e celulose nanocristalina foram
submetidas ao ensaio de Difracdo de Raios-X com a finalidade de verificar o indice
de cristalinidade das amostras. Com isso foi possivel observar que houve aumento
da cristalinidade das amostras de celulose microcristalina (CMC) em comparacéo
com a celulose nanocristalina (CNC), na Figura 16Erro! Fonte de referéncia néao
encontrada. sdo apresentados os difratogramas para as amostras de celulose.

CMC

Intensidade (u. a.)

/“'—-M
- _CNC

¥ T y T
10 20 30

20 (graus)

Figura 16 - Difratogramas para as amostras de celulose microcristalina e celulose
nanocristalina.

Por conta das inimeras interac6es moleculares, provenientes das interacdes
das pontes de hidrogénio, a celulose pode se rearranjar de diferentes maneiras,
essa caracteristica € conhecida como polimorfismo, e isso confere a celulose a
possibilidade de rearranjar-se como celulose dos tipos: I, I, 1l e IV, contemplando
variedades do tipo a ou tipo B, esses arranjos cristalinos podem converter-se de
maneira reversivel ou irreversivel (KOVALENKO, 2010). A celulose do tipo | pode

ser facilmente convertida em celulose do tipo Il através de um processo de
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regeneracdo através da sua recristalizacdo, as diferentes caracteristicas
morfologicas dizem respeito principalmente ao tipo de aplicagdo que ela sera
submetida (ZUBER et al., 2012).

Os difratogramas da CMC e da CNC apresentam trés picos caracteristicos em
20, situados em 14,5°, 16,1° e 22,2°, correspondentes aos indices de Miller (1 1 0),
(110) e (200), caracterizando a estrutura cristalina da celulose do tipo | (KATZ,
1964; PENG et al., 2013). Entretanto a intensidade de cada um dos picos nao é
realistica, trata-se de uma associacdo da intensidade da difracdo de outros picos
cristalinos. No caso do pico em 28 em 14,5° ilustrado na Erro! Fonte de referéncia n
ao encontrada. a intensidade observada é uma combinacdo dos sinais de difracdo
dos planos (01 1), (101) e (11 0) com maior intensidade no plano (1 1 0) (FRENCH,;
SANTIAGO CINTRON, 2013; LANGAN; NISHIYAMA; CHANZY, 2001).

Conforme observado em ambas as estruturas de celulose é evidenciada a
presenca de pico caracteristico bem definido em 28 aos 22,2°, garantindo que a
estrutura cristalina da celulose tipo | foi predominantemente mantida mesmo depois
da reacdo de hidrélise acida (SANTOS et al., 2016). Entretanto, no difratograma da
CNC é observado um pico de baixa intensidade em 20 situado aos 29,4°, indicando
a presenca de pequena parcela de celulose do tipo II, como confirmacdo da
pequena parcela observada na amostra é observada a auséncia dos picos
caracteristicos da celulose do tipo Il que deveriam estar presentes em 20
aproximadamente aos, 20° e 12°, que representariam os indices de Miller (02 0) e
(110) (GUO et al., 2020; TANG et al., 2014).

A cristalinidade das amostras foi obtida através da Equacdo 3, a amostra de
celulose microcristalina apresentou 71,5% de cristalinidade enquanto a celulose
nanocristalina apresentou 91,3% de cristalinidade, esses valores corroboram com as
informacBes observadas visualmente nos difratogramas, o significativo incremento
no indice de cristalinidade confirma a efetividade da reacdo de hidrdlise, onde a
fracdo amorfa da amostra de celulose microcristalina foi consumida pela reacéo
promovida pelo acido sulfarico, produzindo assim os nanocristais de celulose, esses
dados corroboram com os dados obtidos através das micrografias obtidas pela

microscopia de forca atbmica

4.2 RETAS DE CALIBRACAO
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Para obtencdo de uma reta de calibracdo é necesséria a preparacdo de uma
solucdo mae, essa solucdo é preparada através da dissolucdo dos farmacos
utilizados em concentracgdes variando de 10 pug/mL a 500 ug/mL para o ibuprofeno e
variando entre 10 pg/mL a a100 pg/mL para o naproxeno. Esse procedimento foi
realizado de acordo com protocolos internacionais descritos por Shabir (2005) e os
dados avaliados estao descritos na Tabela 1 para o ibuprofeno e na Tabela 2 para o

Naproxeno.

Tabela 1 - Dados de concentracdo e absorbancia para preparacgéo de linha de calibracdo para
ibuprofeno em etanol:PBS (50:50).

Concentracao Abs. Abs. Abs.

(ug/mL) (dia 1) (dia 2) (dia 3) Média
10 0,083 0,082 0,083 0,08267
20 0,101 0,102 0,102  0,10167
40 0,135 0,132 0133 013333
100 0,231 0,230 0231  0,23067
160 0,318 0,322 0321 032033
300 0,544 0,545 0,543  0,54400
500 0,866 0,871 0,867  0,86800

Abs. = absorbéancia observada através de espectrofotometria de UV

Tabela 2 - Dados de concentracdo e absorbancia para preparacgao de linha de calibragdo para
naproxeno em etanol:PBS (50:50).

Concentracao A_bs. A_bs. A_bs. Média
(ng/mL) (dia 1) (dia 2) (dia 3)
10 0,053 0,055 0,055 0,0543
20 0,087 0,086 0,085 0,0860
40 0,149 0,154 0,153 0,1520
80 0,280 0,284 0,278 0,2807
160 0,543 0,538 0,543 0,5413
240 0,799 0,803 0,804 0,8020
300 0,994 0,989 0,993 0,9920

Abs. = absorbancia observada através de espectrofotometria de UV.

Os dados de saida do software estdo apresentados no Apendice 1, o
resultado mostra o ajuste de um modelo linear, descrevendo a relagédo entre as
absorbancias médias e a concentracdo do farmaco. Como o valor de P encontrado
na tabela ANOVA é menor que 0,05, ha uma relacédo estatisticamente significativa a
absorbancia média e a concentragéo de farmaco com nivel de confianga de 95,0%,

a Equacdo 6 descreve o modelo de regressédo linear ajustado para o Ibuprofeno
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enquanto a Equacdo 7 descreve o0 modelo para o naproxeno e a Equacdo 7

descreve o0 modelo para o NaproxenoEquacéo 7.

Absorbancia = 0,06827 4+ 0,00159534[ibuprofeno] Equacéo 6

Absorbancia = 0,02198 4+ 0,00324054[naproxeno] Equacéo 7

Na Figura 17 é ilustrado o grafico com os pontos experimentais e a linha de
regressao linear obtidos pelo software estatistico Statgraphics Centurion para o
ibuprofeno e para o naproxeno, onde 0 eixo "x" representa as concentracfes em
microgramas por mililitro e o eixo "y" representa a média das absorbancias obtidas

em cada concentracdo proposta para o estudo.
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Figura 17 - Reta de calibracdo em soluc¢do de etanol:PBS (50:50) (a) para ibuprofeno e (b) para
naproxeno.

Com isso pode-se observar que todos os pontos coletados estédo proximos a
linha de regressédo linear, por esse motivo foi possivel obter um coeficiente de
regresséo linear "R" de 0,9999, ou seja 0 modelo proposto descreve a obtencao das
concentracbes com nivel de confiabilidade de 99,99%, sendo considerado um
excelente valor de coeficiente de regresséo.

Como o Valor-P encontrado para ambos os casos é menor do que 0,05, é

possivel afirmar que existe uma relagdo estatisticamente significativa entre a
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absorbancia e a concentracdo dos farmacos com um intervalo de confianca de
95,0%. O coeficiente de correlacdo acima de 99,99% para ambos os farmacos
avaliados demonstra a forte relacéo entre as duas variaveis.

Através da utilizacdo da Equacdo 6 e da Equacgédo 7, obtidas pelos modelos
de regresséao linear é possivel reordenar as variaveis para obtencdo da Equacéo 8
para o ibuprofeno e da Equacdo 9 para o naproxeno, com as quais € possivel
determinar a concentracdo de cada farmaco com relacdo a absorbancia observada

nos ensaios de espectrofotometria de infravermelho.

Absorbancia — 0.06827

[ = E ao 8
[ibuprofeno] 0.00159534 quacao
[ ] = Absorbancia — 0.02198 Equacio 9
naproxenol = 0.00324054 auas
4.3 AVALIACAO DE PERFIS DE LIBERACAO DE IBUPROFENO

Os perfis de liberacdo de ibuprofeno foram avaliados considerando as duas
técnicas de producdo distintas: i) géis poliméricos de Poloxamer P-407 contendo
ibuprofeno em suspensao sélida, ii) géis poliméricos de Poloxamer P-407 contendo

ibuprofeno previamente dissolvido.

4.3.1 Perfis Liberacao de Ibuprofeno em Suspensédo Sélida

Inicialmente, foram avaliadas as formulagdes constituidas por uma suspensao
sélida de ibuprofeno no gel polimérico de Poloxamer-P407 e agua, contendo ou néo,
as diferentes cargas de celulose. Os perfis de liberacdo de ibuprofeno nesses géis
séo ilustrados na Figura 18.

Como é possivel observar, o comportamento de liberagdo do farmaco em
células de Franz, permeando por uma membrana de celulose regenerada,
porosidade de 3500 KDa, demonstra uma liberagcdo aproximadamente semelhante
para todas as formulacfes nas primeiras 6 horas de experimentacdo, pequenos

desvios séo observados para a formulacdo que nédo contém carga celulosica.
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Ibuprofeno suspensao sélida
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Figura 18 - Perfis liberac&o de ibuprofeno em suspenséo sdlida nos géis compdsitos
poliméricos de Poloxamer P-407.

Da mesma forma, ao final do experimento, observa-se que a formulagdo que
nao contém celulose permite a liberacdo de até aproximadamente 5,6% de
ibuprofeno, quantidade ligeiramente superior a observada para formulacdes
contendo CNC, aproximadamente 5,5%, 5,2% e 5,1% do ibuprofeno carregado. Os
géis contendo a carga de CMC apresentam liberacdes proximas a 4,6%, 4,5% e
4,2% para os teores de 1, 3 e 5%, respectivamente.

Com essa avaliagéao inicial, pode-se observar de modo geral um perfil de onde
as cargas de celulose influenciam os perfis de liberacdo de ibuprofeno nos géis,
através do gréafico é possivel observar que quando a quantidade de celulose
nanocristalina é aumentada, a quantidade de farmaco liberado diminui. Quando se
faz uma comparacéo entre as cargas de CNC e CMC observa-se que as cargas de
CMC atuam nos geéis proporcionando liberagdes mais controladas do que a CNC.

Quando se observam valores de liberagdo de farmacos préximos a 5 e 6% da
quantidade total de farmacos, identifica-se uma pequena deficiéncia na liberacéo,

uma vez que os dados da literatura mostram liberacdes proximas a 20% da
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guantidade total de farmaco utilizado nas formulacdes, sugerindo que a técnica de
producdo dos géis em suspensdo solida ndo proporciona liberacdo satisfatéria,
sendo necessério o desenvolvimento de outra metodologia para proporcionar

melhores taxas de liberacao.

4.3.2 Perfis Liberacéo de Ibuprofeno Previamente Dissolvido

Ao solubilizar o ibuprofeno em etanol, é possivel observar diferencas bastante
significativas no perfil de liberacéo de ibuprofeno nos géis apresentando as mesmas
concentracfes de Poloxamer P-407 e CMC ou CNC, os perfis de liberagcdo de

ibuprofeno séo ilustrados na Figura 19.
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Figura 19 - Perfis liberag&o de ibuprofeno previamente dissolvido nos géis compdsitos
poliméricos de Poloxamer P-407.

Neste caso observa-se um incremento praticamente o dobro do percentual de
ibuprofeno liberado, comparando-o com a porcentagem liberada quando se utiliza o
ibuprofeno em forma solida. Sabendo-se que a concentracdo do ibuprofeno em

ambas as metodologias propostas para obtencdo dos géis foi mantida constante e
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gue em literatura reporta-se a obtencdo de valores superiores aos 20%, decidiu-se
reduzir a quantidade de gel disposto no compartimento doador da célula de Franz.

Quando esses dados foram avaliados surgiu a reflexdo se as sink conditions
estavam sendo aplicadas corretamente, deve ser considerada a utilizacdo de
apenas 10% do valor obtido de solubilidade maxima (CS) do farmaco no meio
receptor contido na célula de Franz. Verificou-se que a solubilidade maxima do
ibuprofeno na mistura de etanol:PBS (50:50) foi de 20.000 pg/mL, o que
comparando com a quantidade de ibuprofeno utilizada nas formula¢des indica que
as formulacfes possuem um grande excesso de farmaco.

De todos os modos, no aspecto de desenvolvimento farmacolégico pode-se
afirmar que a simples dissolucdo do ibupforeno em etanol possibilida melhores
condi¢Oes de liberacao in vitro e imagina-se que essa condi¢do seja muito similar ao
gue ocorreria numa liberacdo in vivo, ou seja, a metodologia proposta nesse estudo
melhora as condi¢Bes da disponibilidade de ibuprofeno livre para ser entregue ao

compartimento receptor de farmacos.

4.3.3 Perfis Corrigidos de Liberacéo de Ibuprofeno em Previamente Dissolvido

Determinou-se que se 10% do ibuprofeno presente nos géis fossem dispostos
na solugédo receptora, a concentragdo seria de 16 pg/ml. Esta concentragdo esta
distante de representar que as condi¢cdes de sumidouro utilizadas nos experimentos
com as células de Franz. Aplicando a lei de Noyes-Whitney que descreve a taxa de
dissolucéo de formas farmacéuticas indicada na Equacédo 10 é possivel deduzir que
haveria dificuldade em solubilizar farmacos pouco sollveis, sendo necesséaria a
revisdo das quantidades de farmaco a ser liberado (HATTORI; HARUNA; OTSUKA,
2013).

dM/dt = —k.A[Cs - C(t)] Equacéo 10

Onde:

dM/dt = taxa de dissolucao

k = constante de dissolugéo

A = &rea de exposi¢éo do farmaco ao meio de dissolugéo

Cs = concentracéo de saturacao (solubilidade)
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C = concentracdo da droga no meio de dissolug¢éo no tempo "t"

Esta equacéo indica que a taxa de dissolucdo depende da concentracao do
farmaco no meio, sendo assim o farmaco é liberado para o meio receptor, porém, se
o valor de C() permanece abaixo da concentracdo de saturacgdo, o termo (Cs-C) da
equacao é praticamente igual a Cs e é constante. No entanto, se C(t) se aproxima
de Cs, o termo [Cs — Cp] ndo é constante e a taxa de dissolugdo diminuird ao longo
do tempo, porém, esta situacdo nao é desejavel em um teste de dissolucgéo.

Portanto, os estudos de liberacdo ibuprofeno foram realizados novamente
utilizando uma quantidade menor de gel no compartimento doador da célula de
Franz. Nos testes anteriores foi utilizado 1,0 grama de gel e nos novos ensaios
foram utilizados 0,2 gramas.

Na Figura 20 sdo apresentados os perfis de liberacdo de ibuprofeno dos géis
de Poloxamer-P407 conforme nova proposta de utilizacdo de menores quantidades
de gel presente no compartimento doador das células de Franz.

De acordo com o grafico € possivel observar que o percentual de liberacao ao
final das 50 horas do estudo utilizando 0,2 grama de gel apresentou valor
significativamente maior do que nos casos que utilizaram 1,0 grama, pois a
concentracdo de ibuprofeno utilizada foi proxima as condi¢des sugeridas pela lei de
Noyes-Whitney. Além disso, quando pequenas quantidades de ibuprofeno séo
utilizadas € possivel se aproximar do mimetismo que ocorre na pele humana
considerando que seria dificil aplicar uma camada gel mais espessa na superficie da
pele. Quando a quantidade presente no compartimento € diminuida, é possivel
diminuir a espessura do gel, com isso o farmaco pode permear no gel com maior
facilidade, proporcionando melhores taxas de liberagdo do que as observadas nos

outros estudos.
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Figura 20 - Perfis liberag&o de ibuprofeno previamente dissolvido nos géis compdsitos
poliméricos de Poloxamer P-407, aplicando menor quantidade de gel no compartimento
doador.

De modo geral, o comportamento observado para liberagcbes de farmacos
nesses geéis apresenta as mesmas caracteristicas jA observadas nas formulacdes
anteriores, com a obtencado do percentual de liberacdo proximo a 32% em géis sem
cargas de celulose, liberacdo de 28%, 27,5% e 27% para géis contendo CNC em
concentracbes de 1, 3, e 5%, respectivamente, e 25%, 24,8% e 24,6% em géis

contendo CMC nas concentracdes de 1, 3 e 5%, respectivamente.

4.4  AVALIACAO DE PERFIS DE LIBERACAO DE NAPROXENO

Os perfis de liberagcéo de naproxeno foram avaliados considerando a mesma
metodologia aplicada para o ibuprofeno, onde duas técnicas de producdo distintas
foram aplicadas: i) géis poliméricos de Poloxamer P-407 contendo naproxeno em
suspensao solida, ii) géis poliméricos de Poloxamer P-407 contendo naproxeno

previamente dissolvido.
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4.4.1 Perfis Liberacdo de Naproxeno em Suspenséo Sdlida

O naproxeno é um farmaco de maior solubilidade que o ibuprofeno, portanto
apresenta maiores taxas de liberacdo que o mesmo, na Figura 21 sdo apresentados
os perfis de liberacdo de naproxeno para 0s géis polimeéricos.

Conforme é possivel observar, o comportamento exibido pelos géis
carregados de naproxeno € bastante similar ao ibuprofeno. No caso da amostra que
ndo apresenta cargas de celulose foi possivel realizar a liberagdo de 62,43%, ao
passo que as amostras contendo 1,0%, 3,0% e 5,0% de CMC possibilitaram a
liberacdo de 53,80%, 49,98% e 46,89% de naproxeno respectivamente. As amostras
contendo as cargas de CNC nas concentracoes de 1,0%, 3,0% e 5,0%
possibilitaram a liberagdo de 40,94%, 37,71% e 35,20% de naproxeno

respectivamente.
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Figura 21 - Perfis liberagcdo de naproxeno em suspensao solida nos géis compositos
poliméricos de Poloxamer P-407.

Conforme ja discorrido anteriormente, as amostras contendo as cargas de
CNC possibilitam liberacdo de maneira mais lenta do que as amostras contendo as
cargas de CMC, ou seja, é possivel observar uma liberacdo mais controlada do
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farmaco, essa caracteristica garante que o farmaco podera ser utilizado em doses
menores em relacdo ao tempo.

Esse € um ponto favoravel na administracdo de medicamentos, uma vez que
todos os farmacos que sdo absorvidos pela corrente sanguinea também fazem
passagem pelo figado, sofrendo o efeito de primeira passagem, objetivamente se
pode afirmar que as menores doses em relacdo ao tempo sobrecarregam menos 0
sistema e possibilitam um melhor aproveitamento do farmaco, diminuindo a excrecéo

dele através de vias metabdlicas e pela urina.

4.4.2 Perfis Liberacao de lbuprofeno Previamente Dissolvido

Conforme mencionado anteriormente a solubilizacdo do farmaco em etanol
possibilita o melhor aproveitamento do mesmo no momento de sua liberacéo, para o
naproxeno, assim como observado para o ibuprofeno essa caracteristica também foi
observada, na Figura 22 sao apresentados os perfis de liberagdo para o naproxeno

previamente dissolvido em etanol.

Naproxeno dissolvido etanol
S 80,00%
Q)
©70,00%
2 60,00% —e—Branco
o
< 50,00% CMC - 1
S 40,00% CMC - 3
© 30,00% CMC -5
S 20,00% ~+—CNC - 1
S 10,00% ~e—CNC - 3
S ——CNC -5
S 0,00%
© 0 10 20 30 40 50

Tempo (h)

Figura 22 - Perfis liberagdo de naproxeno previamente dissolvido nos géis compdésitos
poliméricos de Poloxamer P-407.
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Conforme é possivel observar, o comportamento exibido pelos géis
carregados de naproxeno é bastante similar ao ibuprofeno. No caso da amostra que
ndo apresenta cargas de celulose foi possivel realizar a liberagdo de 81,40%, ao
passo que as amostras contendo 1,0%, 3,0% e 5,0% de CMC possibilitaram a
liberacdo de 69,94%, 64,97% e 60,96% de naproxeno respectivamente. As amostras
contendo as cargas de CNC nas concentracbes de 1,0%, 3,0% e 5,0%
possibilitaram a liberagdo de 52,40%, 49,02% e 46,10% de naproxeno
respectivamente.

O notdrio incremento nas concentracdes de farmacos liberados in vitro sugere
que a prévia dissolucdo de farmacos hidrofébicos possam ser uma alternativa
bastante atrativa para o desenvolvimento de novos biomateriais carregados com
diferentes tipos de farmacos.

A utilizacdo das cargas de CMC possibilita liberacdo de naproxeno de
maneira mais controlada do que a amostra sem cargas de celulose, a medida que as
cargas sao adicionadas ocorre maior interacdo entre as cadeias poliméricas e a
celulose, aumentando a viscosidade dos géis e consequentemente diminuindo a
taxa de liberacdo do farmaco para o meio receptor.

Quando utilizam-se as cargas de celulose nanocristalina, a liberacdo dos
farmacos hidrofobicos tende a apresentar caracteristica mais controlada do que com
as cargas de celulose microcristalina, isso ocorre devido ao fato da celulose
nanocristalina apresentar maior area superficial do que a microcristalina, dessa
forma, nas amostras contendo CNC haverdo maiores quantidades de grupamentos
hidroxilicos nas estruturas. Os grupamentos hidroxilicos das cadeias de celulose
interagem diretamente com a agua de solubilizacdo do Poloxamer P-407 e com as
caudas hidrofilicas do polimero, através das pontes de hidrogénio e forcas de Van
der Waals, essa miscelanea, associada a formacdo das micelas que estao
carregadas de farmaco hidrobdbico em seu interior, dificulta o processo de
permeacdo do mesmo para seu ambiente externo, ou seja, observa-se a liberacao
mais controlada do que nos casos onde ndo haja cargas de celulose ou onde a
celulose aplicada apresente dimensdes superiores as da celulose nanocristalina.

Outro fato associado a liberacdo controlada est4 relacionado com os
farmacos hidrofobicos estarem parcialmente ou totalmente solubilizados no interior
das micelas. Atendendo a Lei de Fick, € possivel afirmar que os farmacos sao

expelidos do interior das micelas, pois passam de um meio onde ha maior
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concentragdo para o0 meio de menor concentracdo, nesse processo, é bastante
provavel que haja a recristalizacdo parcial das substancias hidrofébicas, porém, a
tendencia osmotica mesmo assim forca a passagem desses farmacos para o meio
de menor concentracdo, ou seja, 0 compartimento receptor das células de Franz,
uma vez que a porosidade das membranas utilizadas permite a passagem das

moléculas dos farmacos hidrofébicos utilizados nos estudos com grande facilidade.

4.5 COMPORTAMENTO REOLOGICO

Com os dados obtidos pelos estudos reologicos foi possivel obter a
temperatura de sol-gel e as caracteristicas dos modulos viscoso e elastico das

amostras.

45.1 Varreduras de temperatura

Os estudos de varredura de temperatura possibilitaram a obtencdo das
temperaturas de sol-gel das amostras, ou seja, a temperatura na qual as amostras
deixam de apresentar a caracteristica do fluido (baixa viscosidade) e adquirem a
caracteristica de um semissalido (alta viscosidade). Essa temperatura garante a boa
aplicacdo do material em materiais para contato com a pele humana. Na Erro! F
onte de referéncia ndo encontrada. sdo apresentados os graficos que
representam o comportamento da amostra contendo nanocristais de celulose a 1%
(CNC-1), em geral, pode-se dizer que os graficos para todas as amostras
demonstram a mesma trajetoria nas varreduras de aquecimento e resfriamento.

Os reogramas sao basicamente divididos nos 3 estagios descritos a seguir. O
primeiro estagio consiste na faixa de temperatura entre 10 e 15 °C, para o
aguecimento da amostra. Os modulos (G' e G") (Figura 23Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.a) permanecem praticamente constantes com a
temperatura, assim como a viscosidade. O resfriamento geralmente tem a mesma
trajetoria que o aquecimento (Figura 23b). Nesta fase, G' < G" e as magnitudes dos
modulos sdo em torno de 0,1 e 1 Pa para a maioria das amostras, enquanto a
viscosidade tem valores entre 0,01 e 0,1 Pa.s. O fluido € predominantemente

ViSCO0SO0.
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O segundo estagio, com temperaturas compreendidas entre 15 e 20 °C, ha
um ligeiro aumento nos modulos (G' e G") e na viscosidade com o0 aumento da
temperatura, o fluido permanece predominantemente viscoso. No resfriamento, a
trajetoria apresenta caracteristicas significativamente diferenciadas, trazendo a
informacdo que o produto deve ser mantido em ambiente controlado, evitando

mudancas significativas nos padrées de temperatura de armazenamento.
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Figura 23 - Varredura de temperatura para CNC1, a) (e) Médulo elastico e (m) médulo viscoso,
b) viscosidade: (m) com aumento de temperatura; (o) com diminui¢do da temperatura.



69

No terceiro estagio, com temperaturas em acima de 20 °C, o sistema esta na
forma de gel e G'’> G", indicando que o material € predominantemente elastico, e as
trajetdrias de aquecimento e resfriamento sdo praticamente as mesmas. Os médulos
elasticos e viscosos aumentam em magnitude para valores entre 1.000 e 30.000 Pa,
engquanto a viscosidade tem valores em torno de 1.000 Pa.s. Em outras palavras, o
modulo elastico aumenta em cerca de 5 ordens de magnitude, enquanto o modulo
Viscoso e a viscosidade tém um aumento aproximado de 4 ordens de magnitude.

Com os gréficos obtidos foi possivel determinar a temperatura de sol-gel de
cada amostra, as temperaturas para cada amostra sdo apresentadas na Tabela 3,
as analises foram realizadas em triplicata e o valor indicado na tabela foi a média

dos trés valores.

Tabela 3 — Temperatura de sol-gel dos géis poliméricos compésitos de Poloxamer P-407
carregados de Ibuprofeno.

Amostra Temperatura de Sol-Gel (°C)
CNC-1 18,6

CNC-3 18,2

CNC-5 17,7

CMC-1 19,8

CMC-3 193

CMC-5 18,7

Branco 20,2

E possivel observar que a temperatura de sol-gel é inversamente proporcional
a quantidade de celulose presente na formulagdo do gel. A medida que as
guantidades de CNC sédo aumentadas nas amostras, a temperatura de sol-gel passa
a ser menor, passando de 18,6 °C na amostra CNC-1, para 17,7 °C na amostra
CNC-5. Nas amostras contendo as cargas de CMC as temperaturas de sol-gel sao
ainda maiores, a amostra CMC-1 apresenta temperatura de sol-gel de 19,8 °C,
maior do que a temperatura observada para a amostra CNC-1, que apresenta
temperatura de sol-gel de 18,6 °C. Portanto, pode-se afirmar que, a medida que a
guantidade de carga de celulose é adicionada as amostras, independentemente de
ser microcristalina ou nanocristalina, a temperatura de sol-gel tende a ser menor,

conforme apresentado na Figura 24.
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Figura 24 - Grafico comparativo da temperatura de sol-gel exibida pelos géis poliméricos de
Poloxamer P-407.

Uma caracteristica importante observada na temperatura de sol-gel é a
capacidade da diminuicdo da carga de celulose quando utilizam-se os nanocristais,
uma vez que a amostra contendo 5% de CMC apresenta aproximadamente o
mesmo valor de temperatura de sol-gel que a amostra contendo apenas 1% de
CNC.

45.2 Varreduras de frequéncia

Na Figura 25Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada., sdo apresentados
os gréficos para o comportamento das amostras em relacdo a frequéncia de
varredura em temperaturas abaixo da temperatura de sol-gel (10 °C e 15 °C) e

temperaturas acima da temperatura de sol-gel (20 °C e 37 °C).
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Figura 25 - Varreduras de frequéncia para a amostra de CNC-1 em temperaturas abaixo da
temperatura de sol-gel (10 °C e 15 °C) e em temperaturas acima da temperatura de sol-gel
(20 °C e 37 °C).

Nas varreduras de frequéncia a 15 e 20 °C observa-se que o médulo de
armazenamento G~ e o modulo viscoso G~ aumentam com a frequéncia de forma
linear. No caso da viscosidade, o aumento da frequéncia aumenta seu valor, mas a
partir de uma frequéncia de 3 rad/s ela praticamente permanece constante. A
magnitude dos valores dos modulos G e G e viscosidade (n) é aumentada quando
0s ensaios foram realizados a 20°C, pois as amostras estdo proximas ao ponto
gelificante.

As varreduras de frequéncia realizadas nas temperaturas de 20 e 37 °C, ou
seja, acima da temperatura de sol-gel (valores apresentados anteriormente na
Tabela 2), observa-se que o modulo de armazenamento aumenta ligeiramente,
enquanto o modulo viscoso diminui ligeiramente com o aumento da frequéncia. No
entanto, a viscosidade diminui varias ordens de grandeza com o0 aumento da
frequéncia.

Esses comportamentos sdo caracteristicos dos géis semissolidos utilizados
para liberacdo topica de diferentes tipos de farmacos, sendo assim é possivel
garantir que o material podera ser aplicado sobre a pele humana, uma vez que a

temperatura do corpo humano € de aproximadamente 37 °C.
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O fato de serem encontradas temperaturas de sol-gel abaixo dos 20 °C para
as amostras dos géis compodsitos poliméricos € bastante positivo, uma vez que a
dispensacdo de medicamentos, na maioria das vezes, em farmacias, apresenta
temperatura controlada por ar condicionado, fato esse que possibilitaria o0
armazenamento dos géis produzidos em prateleira, facilitando o transporte e
comercializacdo dos mesmos. Além disso, esse comportamento dos géis poliméricos
estudados permitem uma economia do Poloxamer P-407 na formulagdo, pois
adicionando cargas de celulolse, seja ela microcristalina, ou, preferencialmente a
nanocristalina, é possivel modificar as propriedades viscoelasticas dos géis,
aplicando menor quantidade de Poloxamer P-407, o que gera um custo menor do

produto.

4.6 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

Os estudos de citotoxicidade demonstram que as amostras de celulose
nanocristalina apresentam pouca viabilidade celular, ou seja, quando avaliados
isoladamente apresentam potencial citotéxico, isso foi observado tanto na linhagem
de células MC3T3, ilustrado na Figura 26, assim como observado na linhagem de
células HaCaT, ilustrado na Figura 27 ao passo que as amostras de celulose
microcristalina apresentam boa viabilidade celular, ou seja, ndo demonstram

potencial citotéxico. Melhorar
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Figura 26 - Viabilidade celular para células de linhagem MC3T3 para amostras de CMC e CNC.
Observa-se que as células de ratos da espécie Mus musculus calvaria sao

mais resistentes do que a linhagem celular de queratindcitos de pele humana, tanto
ao controle positivo, quanto a celulose nanocristalina, sobretudo aponta-se a
inviabilidade celular em ambos os casos. Diferentemente do observado para as

amostras de celulose microcristalina.
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Figura 27 - Viabilidade celular para células de linhagem HaCaT para amostras de CMC e CNC.

Considerando-se que a celulose € um material biocompativel, imagina-se que
0 aspecto morfologico das amostras de celulose nanocristalina seja o precursor da
morte celular, isso ndo trata-se de um indicativo da sua citotoxicidade, uma vez que
o aspecto de agulhas (nanowhiskers) é observado através das imagens obtidas pelo
AFM, portanto € possivel que o0 processo de morte celular ocorra por apoptose, ou
seja, devida fina espessura dos nanocristais de celulose os mesmos podem
locomover-se com facilidade no meio de cultura causando o rompimento da barreira
celular e consequentemente causar a morte. Entretanto, estudos minuciosos sobre o
mecanismo de morte celular observada pelas amostras dos nanocristais de celulose
sao cruciais para levar a essa afirmativa.

Os dados obtidos para os géis poliméricos contendo as cargas de celulose
corroboram com a teoria apresentada anteriormente, uma vez que eles nao
demonstram potencial citotoxico nos mesmos niveis que 0s observados para as
amostras de celulose nanocristalina de maneira isolada. Na Figura 28 sé&o

apresentados os dados de viabilidade celular para linhagem celular MC3T3.
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Figura 28 - Viabilidade celular para células de linhagem MC3T3 para amostras de géis
compdésitos poliméricos de Poloxamer P-407 e celulose microcristalina ou nanocristalina.

7

Conforme € possivel todas as amostras demonstram viabilidade celular
préxima dos 100%, indicando a néo citotoxicidade dos géis produzidos na linhagem
celular de ratos da espécie Mus musculus calvaria, similar ao observado na
linhagem celular de queratinécitos de pele humana, cuja viabilidade celular é
apresentada na Figura 29.

Conforme é possivel observar, as células de linhagem humana sao ligeiramente
mais sensiveis as formulacbes contendo a celulose nanocristalina, entretanto a
norma ISO 10993-5 prevé auséncia de citotoxicidade quando niveis de viabilidade
celular acima dos 70% sao encontrados, portanto, conclui-se que a utilizacdo da
celulose nanocristalina em géis poliméricos de Poloxamer p-407 é capaz de diminuir
significativamente os niveis de citotoxicidade dos nanocristais, isso se deve ao fato
do incremento de viscosidade, uma vez que 0S nanocristais apresentardo elevada
interacdo com o polimero, dificultando sua locomocdo entre as células e

consequentemente evitando assim a morte celular.
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Figura 29 - Viabilidade celular para células de linhagem HaCaT para amostras de géis
compdésitos poliméricos de Poloxamer P-407 e celulose microcristalina ou nanocristalina.

A hipétese de que os nanocristais de celuose ndo demonstram potencial
citotoxico é bastante valida considerando os estudos de citotoxicidade realizados

com o0s géis compaésitos poliméricos de Poloxamer P-407.
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5 PATENTEABILIDADE DO PRESENTE ESTUDO

Em janeiro de 2023 foi feito o pedido de patente BR1020230033016, intitulada
“Producdo de processo de obtencdo de géis poliméricos de Poloxamer P-407
carregados com celulose microcristalina ou nanocristalina para liberacdo controlada
de farmacos hidrofébicos e/ou hidrofilicos para uso dermatologico”. O INPI
classificou o pedido como “patente verde” e assim, ja foi feito o exame técnico que
guestionou as a novidade e atividade inventiva do pedido. A busca de anterioridades
feita pelo INPI apontou algumas patentes, que se acredita, ndo tiram a novidade e a
atividade inventiva do pedido. Em julho de 2023 foi feita a defesa do pedido
contestando o parecer do INPI.

Embora o documento CN103656657 revele uma composicdo medicinal de
cloridrato de oxcarbazepina que compreende 20-60% de oxcarbazepina, 20-50% de
lactose, 10-30% de celulose microcristalina, 1-10% de polivinilpirrolidona reticulada,
1-10% de Poloxamer (n&o especificado na publicacdo o qual foi aplicado) e 1-2 % de
silica gel micronizada, a formulagdo € para drdgeas administradas oralmente. No
presente pedido de patente, a administracdo ndo é oral, é topica (Metabolismo de
Primeira Passagem), que tem como vantagens reduzir problemas gastrointestinais e
hepaticos além de reduzir o desperdicio de farmacos pois a liberacédo € controlada e
assim, parte do farmaco néo € eliminado pela urina.

Embora seja comum o uso de poloxameros em formulagbes farmacéuticas,
suas propriedades anfifilicas ndo foram exploradas no documento CN103656657,
mas sim no pedido da presente invencdo. Da mesma forma, a celulose
microcristalina ndo objetivou a mudanca de propriedades reoldgicas do poloxamer, o
que ocorre no pedido de patente. O documento CN103705933 revela uma
composicdo de farmaco estavel de Oxcarbazepina, medicamento para uso oral, tal
como o descrito no documento CN103656657.

O documento IN202211072825 revela um novo método de preparacdo de
dispersdo sélida (GRANSOL) compreendido por Poloxamer P-407 e manitol. A
formulagdo compreende dispersfes sélidas preparadas com 32% de curcumina, 8%
de Poloxamer P-407 e 24% de manitol, com 22,43 % de celulose microcristalina,
1,6% de amidoglicolato de sodio, amido de milho, aspartame, agente aromatizante
de laranja, talco e estearato de magnésio. Os tabletes dispersiveis de

tetrahidrocumina séo para administracdo oral, a celulose microcristalina é usada na
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etapa de formacdo do p6 para uso nos tabletes e o Poloxamer P-407 € usado
solubilizado em etanol. O foco da patente IN202211072825 € a tetrahidrocumina e o
seu método de preparacdo; da mesma forma que os documentos CN103656657 e
CN103705933, diferem do presente pedido de invencao.

O documento CN101829186 revela uma dispersédo solida para melhorar a
taxa de dissolucdo de um extrato de erva do Tibet, a Gentianaceae. O
Poloxamer P-407 é solubilizado em etanol e o seu uso objetiva uma absorcéo
gastrointestinal ndo téxica da erva, cuja administracdo € oral, tal como as descritas
nos documentos CN103656657, CN103705933 e IN202211072825.

O documento US2009130210 revela uma composicdo farmacéutica de
sirolimus (antibiético rapamicina) e o seu processo de obtencdo. A composicao
compreende um ndcleo inerte com uma cobertura de agucar contendo 1-5% de
sirolimus, 0,05-5% de poloxamero, 0,05-3% de celulose microcristalina e 0,05-4%
aglutinante (celulose microcristalina ou outra). Da mesma forma que os documentos
CN103656657, CN103705933, IN202211072825 e CN101829186, o documento
US2009130210 trata de uma dragea para administracao oral.

O documento W0O2020251345 € o unico que se assemelha com o presente
pedido de invencdo no aspecto que é para uso ha pele. Trata-se de um curativo com
dupla funcéo, scaffold (suporte) e liberacdo controlada para o tecido dérmico de
nanocapsulas de alginato carregadas com &cido ascérbico, acido hialurdénico ou
qualquer substancia polar soltvel em agua em pH menor do que 6. E usado um
substrato de micro ou nanocelulose cristalina superficialmente catidnica (Ca*?),
recoberta por um biopolimero (quitosana, por exemplo). A camada de celulose
microcristalina é obtida da interacao de algum poloxamer (diferente do Poloxamer P-
188) com um sal contendo céations de célcio. O documento revela o método da
producdo da celulose superficialmente catibnica recoberta com nanocapsulas de
alginato. O curativo pode ser aplicado como pelicula colocada em cima de gazes,
como po desidratado ou em gel ou creme. O curativo ajuda a curar Ulceras,
gueimaduras e feridas, evita o desenvolvimento de infeccbes e ajuda a conter
hemorragias. O uso da celulose ndo modificada tem uma adeséo celular de 18%
enquanto com o uso da celulose catibnica, a adesdo celular aumenta para 62%.
Assim, pode ser verificado que o conteddo do documento W02020251345 difere

completamente do presente pedido de invencéo.
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A novidade e a atividade inventiva da presente invencao consistem no uso
das propriedades do Poloxamer P-407, material anfifilico que possibilita a
administracdo de farmacos hidrossollveis e/ou lipossolluveis na forma de gel, para
uso dermatoldgico tdpico. Ainda, complementado a novidade e a atividade inventiva,
0 uso de celulose microcristalina e principalmente, a nanocristalina, altera a reologia
do Poloxamer P-407 de forma que uma quantidade menor de Poloxamer P-407, um
material de custo elevado, seja necessario na formulacéo. A utilizacdo das celuloses
modifica as propriedades reoldgicas (viscoelasticas) do gel produzido, na medida
gue aumenta a concentracdo de celulose no gel, a temperatura de sol-gel tende a
diminuir, dessa forma, para obter-se a mesma temperatura de sol-gel dos géis que
contém apenas Poloxamer P-407 e 4gua em sua composicdo, podemos adicionar
celulose em ambas as morfologias (celulose microcristalina e nanocristalina) e
reduzir a quantidade de Poloxamer P-407.

Os géis produzidos apresentam uma composicdo muito simples composta
apenas por agua, polimeros (PoloxamerP-407 e celulose) e farmacos
(hidrofilico/hidrofébico ou um deles), cuja aplicacdo é destinada unicamente para
finalidades tépicas. A via transdérmica representa uma boa alternativa a
administracdo oral de farmacos pois farmacos administrados por via oral podem
causar problemas gastrointestinais e parte do farmaco é invariavelmente eliminada
pela urina. A administragdo topica € ndo-invasiva, evita o “efeito de primeira
passagem” e permite a obtengdo de um nivel sanguineo constante de farmacos com
uma pequena janela terapéutica, minimizando a ocorréncia de efeitos secundarios.
Habitualmente, a medicacdo administrada por esta via tem uma boa adeséo
terapéutica por parte dos pacientes, uma vez que estas formulacbes sé&o

administradas, no maximo, uma vez por dia.
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6 CONCLUSOES

O comportamento dos géis poliméricos produzidos com Poloxamer P-407,
agua e diferentes concentracdes e morfologias da celulose possibilita a aplicagdo do
material como agente de transporte de farmacos.

A insercdo de nanocristais de celulose (CNC) as amostras poliméricas
aquosas de Poloxamer P-407 em diferentes concentragdes, confere ao material
diferentes condicdes de liberagdo de ibuprofeno e naproxeno, quando comparado
com as amostras carregadas de celulose microcristalina.

As cargas de CNC promovem a liberacdo de menores quantidades de
ibuprofeno e naproxeno em fungcdo do tempo, quando comparadas as amostras
contendo CMC, o que garante um maior aproveitamento da biodisponibilidade do
farmaco no organismo.

A solubilizacdo de farmacos hidrofébicos em etanol € uma técnica que
possibilita a liberacdo, mesmo que controladamente, de maiores quantidades de
farmacos, melhorando as condi¢cdes de aproveitamento deles.

O comportamento reoldgico garante que as amostras demonstram estado
semissolido a temperaturas superiores a 18,6 °C para as amostras contendo CNC e
19,8 °C para amostras contendo CMC.

A medida que a concentracdo do material celulésico aumenta nos géis,
independentemente da morfologia dela, a temperatura de sol-gel diminui, isso
garante que ao utilizar o produto desenvolvido no corpo humano, sua caracteristica
sera de um gel semissélido, uma vez que a temperatura do corpo humano é superior
a temperatura de sol-gel encontrada.

Os ensaios de citotoxicidade sdo bastante promissores garantindo a
biocompatibilidade dos materiais produzidos, garantindo que as particulas de
celulose (em escala micro e nanométrica) ndo produzirdo efeito citotoxico ao
organismo. A norma 1S010993-5/2009 prevé a biocompatibilidade através de uma
associacdo do ensaio in vitro que foi realizado e estudos in vivo que deverdo ser
ainda realizados para afirmar com veracidade a biocompatibilidade dos materiais.

Apesar das formulacdes estudadas terem sido preparadas com farmacos
hidrofébicos para a producédo de micelas, como o P-407 é hidrossoluvel, qualquer

principio ativo soluvel em agua (hidrofilico) pode ser adicionado antes da adicao de
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principio ativo hidrofébico, produzindo geéis carregados simultaneamente com
farmaco hidrofobico e hidrofilico.

Ao adicionar celulose aos géis ocorre maior interacdo entre a parte hidrofilica
do copolimero de blocos, o que proporciona aumento da Vviscoelasticidade
apresentada pelo mesmo, modulando a temperatura de sol-gel € possivel gerar
economia, uma vez que quanto maior for a quantidade de celulose adicionada,
menor sera a quantidade de Poloxamer P-407 adicionada para encontrar a mesma

temperatura.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar os perfis de liberagéo de farmacos hidrofilicos, aplicando as mesmas
metodologias utilizadas na elaboracdo dos géis carregados de farmacos
hidrofébicos;

Realizar estudos mantendo fixa a concentragcdo de celulose micro ou
nanocristalina, aplicando farmacos hidrofilicos e/ou hidrofébicos, variando as
concentracdes de Poloxamer P-407;

Estudar os diagramas de fases de: Agua, Poloxamer P-407 e celulose micro
ou nanocristalina (Realizar DOE).

Realizar estudos de diferentes técnicas para averiguar a citotoxicidade de
nanocristais de celulose, uma vez que os bons resultados observados nas amostras
dos géis compositos trazem bons indicativos da sua biocompatibilidade.

Realizar o estudo empregando outros Poloxameros, para a identificacdo da
temperatura de sol-gel destes materiais e exploracdo de aplicacdo de uma maior
gama de polimeros, o que possibilita uma maior de reducdo do custo de géis

dermatolégicos.
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