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RESUMO

O naproxeno (NPX) é um anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE), cujo uso pela via oral possui
alta incidéncia de efeitos adversos gastricos. Sua utilizagdo topica associada a um sistema de
liberacdo prolongada constitui-se como uma alternativa para a aplicacdo desse farmaco. Com
IS0, este estudo teve o objetivo de desenvolver, caracterizar e avaliar a liberacdo in vitro do
naproxeno a partir de filmes de quitosana contendo NPX. Filmes com o farmaco (CN Film)
foram desenvolvidos apds solubilizagdo de quitosana a 1% (m/v) em &cido acético (1% v/v) por
24h, adicéo de solucdo de NPX em etanol absoluto, agitacéo e secagem em estufa de circulacao
de ar (50°C/24h). Filmes sem o farmaco CHI Film foram obtidos pela mesma técnica sem
adicdo de NPX. A caracterizacao foi realizada por Grau de intumescimento, Microscopia Otica
Digital (MO), anélise microestrutural 3D, Termogravimetria e sua derivada (TG/DTG),
Calorimetria Diferencial Exploratdria (DSC) e Espectroscopia na regido do infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR). Foi também realizado ensaio de liberacdo in vitro em células
de liberacdo vertical de Franz. Sob microscopia Optica foi possivel observar a presenca de
estruturas cristalinas na superficie do filme, o que resultou em maior rugosidade, segundo
analises topograficas tridimensionais. Os filmes com farmaco apresentaram consideravel
capacidade de intumescimento, aumentando em 645,3% (+ 4,55) seu peso apds imersdo em
solucdo salina por 24 horas. As analises térmicas (DSC e TG/DTG) evidenciaram a
compatibilidade fisica entre farmaco e polimero, demonstrando o evento endotérmico de fuséo
do NPX em aproximadamente 156°C nas curvas de DSC das amostras de NPX, em CN Film e
na mistura fisica de quitosana e naproxeno e ndo mostrando diferencas na estabilidade térmica
das amostras com e sem farmaco nas curvas de TG/DTG . A andlise espectroscopica por FTIR
ndo apresentou evidéncias de interacGes, reacdes ou incompatibilidade quimica entre quitosana
e naproxeno, de modo que o perfil espectroscopico de CN Film foi um perfil
predominantemente polimérico o que se correlaciona com a maior proporcao de polimero do
gue de farmaco na amostra. A liberacdo in vitro e a andlise da sua cinética evidenciou que o
sistema promoveu uma liberacdo modificada do NPX, mantendo sua liberag&o por 24h, cujo
mecanismo de transporte se demonstrou ndo-Fickiano ou anémalo, o que demonstra a
importancia do fendmeno de intumescimento no processo de liberacdo do farmaco. Em
conclusdo, a associacdo de quitosana e naproxeno foi compativel e capaz de formar um sistema
de liberacdo modificada com potencial para utilizacdo na via transdérmica.

Palavras-chave: Sistema de liberacdo modificada. Compatibilidade fisico-quimica. Modelos
cinéticos. Liberacédo transdérmica.



ABSTRACT

Naproxen (NPX) is a non-esteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) whose oral use has a
high incidence of gastric adverse effects. Its topical use associated with a prolonged release
system constitutes na alternative for the use of this drug. Therefore, this study aimed to develop,
characterize and evaluate an in vitro release of naproxen from chitosan films containing NPX.
Films with the drug (CN Film) were developed after solubilization of chitosan at 1% (p/v) in
acetic acid (1% v/v) for 24 hours, addition of NPX solution in absolute ethanol,stirring and
drying in na oven of air circulation (50°C/24h). Films without the drug CHI Film were obtained
by the same technique without the addition of NPX. The characterization war performed by
Swelling Degree, Digital Optical Microscopy (OM), 3D microstructural analysis,
Thermogravimetry and its derivative (TG/DTG), Differential Scanning Calorimetry (DSC) ad
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). An in vitro release assay was also performed
in Franz vertical release cells. Under optical microscopy, it was possible to observe the presence
of crystalline structures on the surface of the film, which resulted in greater roughness,
according to three-dimensional topografic analyses. Films with naproxen showed considerable
swelling capacity, increasing their weight by 645,3% (+4,55) after immersion in saline solution
for 24 hours. Thermal analyzes (DSC and TG/DTG) showed the physical compatibility between
drug and polymer, demonstrating the endothermic melting evento f NPX at approximately
156°C in the DSC curver of the samples of NPX, CN Film and in the physical mixture of
chitosan and naproxen and showing no diferences in termal stability os samples with and
without drug on TG/DTG curves. The FTIR spectroscopic analysis showed no evidence of
interactions, reactions or chemical incompatibility between chitosan and naproxen, so the
spectroscopic profile of CN Film was a predominantly polymeric profile, which correlates with
the higher proportion of polymer than drug in the sample. The in vitro release and the analysis
of its kinetics showed that the system promoted a modified release of NPX, maintaining its
release for 24 h, whose transport mechanism proved to be non-Fickian or anomalous, which
demonstrates the importance of the swelling phenomenon in the process of drug release. In
conclusion, the association of chitosan and naproxen was compatible and capable of forming a
modified delivery system with potential for use in the transdermal route.

Keywords: Modified delivery systems. Physical-chemical compatibility. Kinetic models.
Transdermal release.
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1 INTRODUCAO

Os Anti-Inflamatorios Néo Esteroidais (AINES) sdo amplamente utilizados na clinica.
O naproxeno (NPX) é um AINE derivado do &cido propidnico, cuja utilizacdo € restringida
devido aos seus efeitos adversos, em especial efeitos de desprotecdo e irritacdo gastrica
(AHMAD et al., 2022). Tais efeitos podem ser reduzidos com preparacGes tdpicas desse
farmaco, as quais acarretam a permeacao através da pele ao local de inflamacgéo, aumentando a
concentracdo do farmaco diretamente no local de acdo (RENSBURG; REUTER, 2019). A
administracdo transdérmica do NPX pode minimizar as concentragdes sistémicas, a fim de
reduzir os efeitos adversos, e permitir, apds uma Unica dose, a manutengdo, por mais tempo,
dos niveis plasmaticos em razao de uma liberacdo modificada e do efeito reservatério na pele
(PENNICK; ROBINSON-MILLER; CUSH, 2021; SHAH et al., 2021). Devido a essas
vantagens, h4& um aumento no interesse do desenvolvimento de preparacdes tOpicas para
liberagdo de AINEs (ANJUM et al., 2020; MANIAR et al., 2018; MARTI-CENTELLES et al.,
2021; MOHANTY et al., 2020; NOREEN et al., 2021).

Varios sistemas tém sido estudados para veiculacdo e liberacdo do NPX, tais como 0s
nanogéis (YURDASIPER; ERTAN; HEARD, 2018), géis (DAWOOD; KASSAB, 2019;
MARTI-CENTELLES et al., 2021), niossomas (MOHANTY et al., 2020), nanoetossomas
(ANJUM et al., 2020), microemulsées (AUNDHIA et al., 2019) e proniossomas (SHAH et al.,
2021). Os filmes poliméricos sdo uma alternativa, pois trazem consigo vantagens para liberacao
transdérmica de farmacos a exemplo da bioadesividade, do aumento do tempo de contato da
formulacéo com a pele e do controle da liberacao pela matriz (LEFNAOUI et al., 2018).

Desse modo, um polimero bastante estudado tem sido a quitosana (CHI), que é um
polimero filmogénico (LI et al., 2020; RATHORE et al., 2019; SILVA et al., 2020) utilizado
para controlar a taxa de liberacdo de farmacos em sistemas transdérmicos (YADAV; URADE,
2019). Esse polissacarideo é constituido de subunidades de D-glicosamina e de N-acetil-D-
glicosamina com ligagdes P (1 - 4) (NAIR, 2019). A quitosana é biocompativel, bioadesiva,
atoxica e tem atividades cicatrizantes, antimicrobianas e analgésicas (ORTIZ et al., 2022).
Somado a isso, tem também capacidade de modificar a liberacdo de farmacos (JAGDALE;
CHANDEKAR, 2017; TROMBINO et al., 2021) e de atuar como promotor de permeacao
desses, pois sua carga positiva permite a interagdo com as cargas negativas das membranas
bioldgicas, prolongando o contato com as células e auxiliando na abertura de jun¢des oclusivas,
resultando em melhora da permeacdo (GUERINI; CONDRO; PERUGINI, 2022; MITSOU et
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al., 2020) séo caracteristicas que tornam a quitosana um polimero em potencial para o
desenvolvimento de sistemas de liberagéo transdérmica com o naproxeno.
Sendo assim, o objetivo do presente estudo é realizar o desenvolvimento e

caracterizacdo de filmes de quitosana contendo naproxeno e avaliar sua liberacéo in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Inflamacéo

A inflamac&o é um conjunto de mecanismos bioldgicos que promovem a neutralizagao
de infeccdes e de outros agentes causadores de lesfes celulares que entraram em contato com
os tecidos bioldgicos (GANZ, 2019). Os mecanismos de inflamacdo representam cadeias
dindmicas de respostas que envolvem eventos vasculares e celulares de secrecdes de
mediadores e sinalizadores especificos que, a nivel tecidual, resultam em rubor, dor, aumento
da temperatura local, edema e perda da funcéo tecidual (ABDULKHALEQ et al., 2018). De
maneira geral, os caminhos de sinalizacdo pro-inflamatdria e anti-inflamatéria interagem no
processo de inflamacdo, sendo liberadas majoritariamente por células vasculares, leucécitos,
monacitos, macrofagos, linfocitos entre outras células da resposta inata e adaptativa (CHEN,
L. et al., 2018). O aumento do fluxo sanguineo, a mobilizacdo das células da resposta imune
inata e a liberacdo de citocinas, fatores de crescimento e altas quantidades de espécies reativas
de oxigénio caracterizam o inicio da resposta inflamatéria aguda (SAVANT,;
SRIRAMKUMAR; O’HAGAN, 2018).

A fase aguda pode ser dividida em trés etapas principais: (I) Etapa inicial, quando os
mediadores soltveis pro-inflamatdrios iniciam as cascatas de inflamacdo; (I1) Etapa de
resolucdo, quando outros mediadores sinalizam o encerramento do processo inflamatorios; e
(1) Etapa de pos-resolucdo, quando o tecido afetado desenvolve imunidade adaptativa e
recupera um status de homeostase adaptada (SUGIMOTO et al.,, 2019). Se 0 processo
inflamatorio evoluir com sucesso até a resolucdo, ocorre restauracdo estrutural e funcional dos
tecidos, mas quando ocorrem falhas ou impedimentos ao processo de resolucdo, o resultado €
a cronificacdo da resposta inflamatéria (FURMAN et al., 2019).

A inflamacdo ativa a resposta imune inata, a qual sinaliza para macréfagos e células
dendriticas secretarem fatores quimiotaticos, as quais recrutam neutréfilos, linfocitos e células
NK, que também secretam citocinas, como interleucinas, fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e interferon, a fim de que essas substancias se liguem a receptores transmembrana nas
superficies celulares e ativem fatores de transcri¢do que regulam expressdo génica, criando o
ambiente pré-inflamatorio (RAJENDRAN et al., 2018; SAVANT; SRIRAMKUMAR,;
O’HAGAN, 2018). Entre as enzimas expressas no processo inflamatorio esta a cicloxigenase-
2 (COX-2).
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As cicloxigenases ou COXs sdo peroxidases ligadas as membranas celulares que estao
associadas a biossintese de prostaglandinas ou PGs, os quais sdo mediadores lipidicos da
inflamacéo e sdo substancias centrais no processo inflamatério (ZHENG; YU; LAO, 2016). As
COXs produzem os prostandides e outros mediadores, como tromboxanos, a partir do acido
araquidonico, esse precursor é hidrolisado a partir de fosfolipidios da membrana celular em um
processo catalizado pela enzima fosfolipase A2 (RUMZHUM; AMMIT, 2016).

Figura 1: Sistema de cascata da COX para producdo de prostaglandinas e tromboxanos.

Fosfolipidios de membrana

Fosfolipase Az l

Lipoxigenase

Acido araquidénico Leucotrienos

Inibidores seletivos ou nio- seletivos da COX-2 |—| l COX—], COX-2

PGG, . Tl:anscripcinnal
) - » Pos-transcripcional
V“""”"’"“"l « Pés-translacional
Agonistas/antagonistas
g g PGH,

seletivos do receptor

prostanoide l l l

PGE, PGD, PGI, PGF, Tromboxano A:
(Receptor) (EP, EP, EP, EP,)  (DP, DP,) (1P) (FP) l

Tromboxano B:
(TP)

Fonte: Adaptado de Rumzhum e Ammit (2015).

A cicloxigenase existe como diferentes isoformas, descritas como COX-1 e COX-2, as
quais possuem similaridades estruturais e cataliticas, mas tém expressao e distribuicédo diferente
pelos tecidos, possuindo diferentes fungdes bioldgicas (PANNUNZIO; COLUCCIA, 2018). A
COX-1 é constitutiva e esta presente fora de condi¢des inflamatdrias, cumprindo funcgdes
homeostaticas em taxa basal, em plaguetas, pulmao, cérebro, prostata, trato gastrointestinal
(TGI), rins, figado e baco. J&4 a COX-2 ¢ a isoforma induzida, passando por suprarregulagcdo em
condi¢des inflamatorias. Entretanto, hoje ja se sabe que a COX-2 também é expressa
constitutivamente em alguns tecidos, regulando fungdes fisiologicas (CAIAZZO; IALENTI,
CICALA, 2019). Existe ainda a COX-3, que ¢ principalmente produzida no sistema nervoso
central e é responsavel pela acdo antipirética (ABDELLATIF et al., 2021). Vérios farmacos
atuam inibindo de maneira irreversivel ou reversivel e de modo seletivo ou nao-seletivo as
isoformas da cicloxigenase, resultando em reducdo da producdo de prostaglandinas e,

consequentemente, dos sinais e sintomas da inflamacéo.
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2.2 Anti-inflamatérios ndo esteroidais

Existem varios farmacos com foco no tratamento da inflamagédo, mas, entre todos, 0s
anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) sdo os mais comumente utilizados (HALEY; VON
RECUM, 2019). Eles séo principalmente utilizados no tratamento da dor aguda e cronica e em
condicdes inflamatdrias como osteoartrites, artrite reumatoide, condi¢cdes pds-operatorias,
colicas menstruais e na febre (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020).

Os AINE podem inibir de maneira seletiva ou ndo seletiva a COX-1 e a COX-2, mas
seu efeito terapéutico se da, principalmente pela inibicdo da COX-2 (KIM et al., 2018). Essa
sseletividade entre os diferentes tipos de cicloxigenases da origem a uma classificacdo dos
AINEs entre anti-inflamatdrios seletivos para COX-2, como os coxibes, seletivos para COX-1,
como o acido acetilsalicilico, e ndo-seletivos, como naproxeno e ibuprofeno (FROLICH, 1997).

O grupo de AINE mais recente foi a classe de farmacos seletivos para COX-2, cuja
principal caracteristica foi a reducdo dos efeitos adversos gastrointestinais, pois mantém a
atividade constitutiva da COX-1 como mediador da protecdo da mucosa gastrica (NGO;
ADDISON, 2018). Como representantes dessa classe estdo o celecoxibe, parecoxibe e o
etoricoxibe, sendo esse Ultimo o farmaco mais seletivo para COX-2 disponivel (KIRSCHNECK
et al., 2019).0 principal limitante de seu uso esté no risco de eventos cardiovasculares, devido
ao desbalanco causado pela reducdo da producdo de prostaciclinas (PGI2), que tem efeito
protetor do endotélio, inibidor plaquetario e vasodilatador, e manutencdo da producdo de
tromboxano A: (TXA2), com efeito vasoconstritor e promotor de agregacdo plaquetéria
(CURTIS et al., 2019), como mostra a Figura 2. Esse desbalanco favorece a ocorréncia de

eventos pro-tromboticos no uso de inibidores altamente seletivos de COX-2.
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Figura 2 — Efeitos dos inibidores da COX nas plaquetas e no endotélio.
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Hemostasia Formacio de trombos

Fonte: Adaptado de Curtis et al. (2019).

Apesar dos agentes COX-2 seletivos serem mais seguros para o TG, eles tém pior perfil
cardiovascular. De maneira contraria, 0 naproxeno, que € inibidor ndo-seletivo da COX, parece
ser mais seguro para o sistema cardiovascular, mas é um nos AINE com maior toxicidade
gastrointestinal (ARNAL; HIJOS-MALLADA; LANAS, 2021). O mesmo ocorre com outros
inibidores ndo-seletivos da COX e com inibidores seletivos da COX-1, cuja incidéncia de
gastrite, pirdlise, Ulcera gastrica e hemorragias digestivas acabam limitando sua aplicacédo
(OSANI et al., 2020; ZHU; CHEN; LIN, 2018).

2.3 Naproxeno

O naproxeno (NPX), cujo nome quimico é &cido (S) — (+) — 6-metoxi-2-metil-2-
naftalenoacético, existe na forma de enantiomeros R e S, cuja forma mais ativa e mais
facilmente disponivel é a forma S (VASHISTHA; BHUSHAN, 2020). O NPX, apresentado na
Figura 3, ¢ um acido a-aril propionico de pKa 4,15 que se apresenta como po cristalino branco,
de massa molar 230,26 g.mol* e com ponto de fusio de aproximadamente 156 °C (SWIATEK,
etal., 2021).
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Figura 3 — Estrutura molecular do naproxeno
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Esse farmaco foi introduzido na pratica médica em 1976 com efeito inibidor néo-
seletivo da COX, tendo maior afinidade pela COX-1 em relacdo a COX-2 (WANG et al., 2019).
Suas principais vantagens sdo a rapida absorcdo, efeito duradouro, aproximadamente 13 h,
intensa difusdo para fluidos sinoviais e sua seguranca cardiovascular e renal
(WOJCIESZYNSKA; GUZIK, 2020). O efeito analgésico e a longa meia-vida plasmatica do
naproxeno fazem dele o farmaco de comparacdo em primeira-escolha para testes clinicos de
novos anti-inflamatérios (ANGIOLILLO; WEISMAN, 2016). Entretanto, a afinidade do NPX
pela COX-1 propicia o aparecimento de efeitos adversos gastricos que limitam a utilizacdo
desse farmaco na terapéutica (AHMAD et al., 2022).

O NPX além de estar presente em comprimidos e capsulas moles de 200, 220, 275, 500
e 550 mg com duas a trés doses ao dia, também esta disponivel em alguns paises na forma de
gel em formulagBes a 1,2% (m/m) ou 12 mg/g, 5,5% m/m e 10% m/m, tais como Eurogesic®
gel, Flanax® gel, Lumboxen®, Naprosyn® gel, Naprox® gel, Naproxen Hasco®, Napryn®,
Naproxen EMO®, Ticoflex® gel. A utilizacdo na forma de preparacdes topicas, como géis,
cremes e adesivos, € uma estratégia para minimizacdo da dosagem e reducdo dos efeitos
adversos, visto que o farmaco se concentra no tecido-alvo e minimiza a exposicéo sistémica
(ANGIOLILLO; WEISMAN, 2016; MANIAR et al.,, 2018; YURDASIPER; ERTAN;
HEARD, 2018; MOHANTY et al., 2020). O NPX é utilizado nesses sistemas topicos para
tratamento local e sistémico de inflamac6es e permitem uma liberacdo mais direcionada e
menos toxica, especialmente para o trato gastrointestinal (DHALKAR et al., 2019). Varios
sistemas de liberacdo tépica tém sido considerados para o0 naproxeno nos ultimos anos. A

Tabela 1 apresenta alguns desses sistemas desenvolvidos.



Tabela 1 — Resumo de alguns sistemas de liberacdo topica do naproxeno.
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Forma de ) y Local de i Concentragéo o
; Liberacdo y Polimero(s) Referéncia
apresentagao absorcéo do naproxeno
. . Hipromelose e ESLAMIAN etal.,

Adesivos Local Gengiva o 5% plp

polivinilpirrolidona 2018
Gel carreando

. o . AUNDHIA et al.,
microemulséo Polietilenoglicol 0,2% p/p 2019
contendo NPX
Transdérmica Pele
Gel carreando )
. Quitosana e NOREEN et al.,

nanoparticulas . 30, 40 e 50%

Carragenina 2021
contendo NPX

DAWOOD;

Gel ocular

Hidrogel

Nanoetossoma

Nanogel

Niosomas

Proniossomas

Local Olho

Transdérmica Pele

Hipromelose

isopropilacrilamida

0,2% p/v

0,5% p/p

KASSAB, 2019

MARTI-
CENTELLES et
al., 2021

ANJUM et al.,
2020

YURDASIPER;
ERTAN; HEARD,
2018

MOHANTY et al.,
2020

SHAH etal., 2021

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Em geral esses sistemas de liberacdo topica trazem concentracfes consideravelmente

menores do farmaco do que aquelas utilizadas para a via oral e 0 uso de sistemas com

carreadores poliméricos faz parte das estratégias para controlar a liberagdo topica dos AINEs
(MANIAR et al., 2018).

2.4 Sistemas de liberagdo transdérmica de farmacos

Os sistemas de liberacdo transdérmica de farmacos (SLTF) sdo alternativas Uteis para

evitar a degradacdo gastrointestinal de farmacos e 0 metabolismo de primeira passagem, além
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de ndo serem invasivos, ndo causarem dor, poderem ser autoadministrados e terem perfil de
seguran¢a melhorado, resultando em maior adesdo pelo paciente (SINGH et al., 2019). A
Tabela 2 resume as principais vantagens e desvantagens dos sistemas de liberacdo transdérmica

de farmacos.

Tabela 2 — Vantagens e desvantagens do uso de sistemas transdérmicos de liberacao

Vantagens Desvantagens

Confortavel Maior custo

Conveniéncia Irritacdo local

Infuséo constante Liberacdo de farmacos néo ionizados
Niveis plasmaticos estaveis Baixo limite de permeabilidade
Autoadministracédo Auséncia de liberagdo rapida ou pulsatil
Maior adeséo do paciente Niveis plasmaticos baixos

Evita metabolismo de primeira Variacdo da funcdo de barreira da pele (por idade e local
passagem de aplicacdo, por exemplo)
Sem degradacéo no TGl Restri¢do pelo tamanho (< 500 Da) e lipofilia do farmaco

Menos efeitos adversos

Fonte: Adaptado de Sabbagh e Kim (2022).

Apesar de vantajosa, a via transdérmica € bastante seletiva e isso reduz a
biodisponibilidade e a eficacia terapéutica para a maioria dos farmacos, de modo que a
aplicacdo clinica dessa via tem sido limitada a farmacos com coeficiente de particdo 6leo-agua
entre 1 e 3, massa molar menor que 500 Da, ponto de fuséo inferior a 200 °C, ndo irritantes ou
ndo-imunogénicos (CHEN et al., 2020).

Para que o farmaco possa agir local ou sistemicamente, ele precisa permear o estrato
cdrneo e esse processo € baseado em difusdo passiva (HALDER et al., 2021). O estrato corneo
é uma barreira composta de 10-15 camadas de corneocitos com alta quantidade de queratina
cercada de uma matriz lipidica composta principalmente por ceramida, triglicerideos, acidos
graxos e colesterol (SOLIS et al., 2021). Moléculas um pouco mais hidrofilicas tendem a
permear por dentro das células, na via intracelular também chamada de transcelular. Ja
substancias lipofilicas seguem a rota intercelular, pois se dissolvem nas membranas lipidicas e
se difundem a partir delas (PAWAR; SOLANKI; MANDALI, 2018). Outra alternativa €
penetrar na pele pelos foliculos pilosos ou ductos sudoriparos, o que é denominado de

permeacao transapéndice, que é uma via de menor importancia pela sua pouca area superficial
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(CHOI et al., 2019). A Figura 4 ilustra as principais rotas e mecanismos de permeacdo dos
farmacos pela pele.

Figura 4 — Rotas e mecanismos de permeacdo de farmacos pela pele.
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Fonte: Adaptado de Sivasankarapillai et al. (2021).

Os sistemas de liberagdo transdérmica por podem ser divididos tipo reservatorio e tipo
matricial. O tipo reservatorio possui uma estrutura interna em que o farmaco esta em um
compartimento interno, o ndcleo, e que a liberacdo é controlada pela permeabilidade da
estrutura que a circunda, a casca. Geralmente liberagdes rapidas iniciais, tipo burst, ocorrem,
sendo continuada por uma liberacdo lenta (SIVASANKARAPILLAI et al., 2021). Ja o tipo
matricial possui uma estrutura simples em que o farmaco esta embebido e espalhado em uma
rede polimérica, geralmente mais facil de produzir que os produtos do tipo reservatdrio e sua
taxa de liberacdo é determinada pela permeabilidade do polimero, sua capacidade de
intumescimento e expansao das cadeias e da ocorréncia de reticulacdo (cross-link) das cadeias
(BIRD; RAVINDRA, 2020).
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Diferentes tipos de polimeros podem ser utilizados para estruturar um sistema
transdérmico, tais como celulose, dextrana, polimeros acrilicos, policaprolactona,
polivinilpirrolidona, alginato e a quitosana (SABBAGH; KIM, 2022).

2.5 Quitosana

A quitosana (CHI), Figura 5, € um polimero formado por subunidades de D-glicosamina
e de N-acetil-D-glicosamina distribuidos aleatoriamente conectados por ligagdes B (1 - 4) (LI
etal., 2018).
Figura 5- Estrutura quimica da quitina (a) e da quitosana (b)

OH OH

NH
\< " HEC\\( R ;
o]
(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Esse polimero é encontrado naturalmente em fungos, mas sua obtencdo se deve
principalmente ao processo de desacetilagdo parcial da quitina, o qual é o segundo
polissacarideo mais abundante da natureza (WANG et al., 2020). A quitina é extraida de de
algas, do exoesqueleto de artrépodes e da parede celular de fungos e é utilizada para obtencéao
da quitosana no meio industrial por meio de uma reacdo de desacetilacdo alcalina utilizando
hidroxidos fortes, como hidréxido de sodio e hidroxido de potéssio, a altas temperaturas
(QUINONES; PENICHE; PENICHE, 2018; SHAFABAKHSH et al., 2020). A retirada dos
grupamentos acetil, ou desacetilagdo, da quitina, que é insoltvel em meio aquoso, forma a
quitosana, a qual é solivel em meio levemente acido (pH < 6,5). A partir de 50% de
grupamentos desacetilados, ou grau de desacetilacdo > 50%, o polimero deixa de ser quitina e
passa a ser quitosana (ABD EL-HACK et al., 2020).

O grau de desacetilacdo, também chamado de grau de grupos amino livres, exerce
importante influéncia nas propriedades fisico-quimicas da quitosana (ZHANG et al., 2021). A
quitosana é classificada de acordo com esse pardmetro como quitosana com baixo grau de
desacetilagdo por volta de 55 a 70% de grupos desacetilados, como médio grau quando tem 70-
85%, alto grau com 85-95% e como ultra-alto grau de desacetilacdo com 95 a 100% de grupos
desacetilados (TAVARES et al., 2020). Devido a presenca desses grupos amino que foram
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desacetilados na obtencédo desse polimero, a CHI pode se tornar ionizada em pH menor que 6,5,
0 que a torna solivel em meio aquoso (ISLAM; DMOUR; TAHA, 2019). Sua solubilidade,
grau de intumescimento, bioatividade e biodegradacao sdo propriedades que sofrem influéncia
do grau de desacetilacdo. Outro parametro importante para suas caracteristicas fisico-quimicas
é 0 peso molecular. A solubilidade aquosa desse polimero e a viscosidade das suas solucGes
sofrem influéncia desse parametro (MATICA et al., 2019).

A quitosana é biocompativel, bioadesiva (HAMEDI et al., 2022), atdxica (TAO et al.,
2021) e tem atividades hemostaticas(HU et al., 2018), antimicrobianas (KE et al., 2021),
analgésicas, anti-inflamatérias (KIM, 2018) e antioxidantes (BEKTAS et al., 2020). Além
disso, esse polimero é utilizado no meio farmacéutico de diversas formas. Pode ser usado para
preparar solugdes, hidrogéis, pastas, filmes, fibras, micro/nanoparticulas e outros sistemas de
liberacdo de farmacos, vacinas, genes e enzimas, além de ser utilizado como excipiente
farmacéutico, na engenharia de tecidos, em curativos para feridas cuténeas, na regeneracao
Ossea e em outras diversas aplicacdes farmacéuticas (SHARIATINIA; JALALI, 2018). Devido
a suas propriedades bioadesivas, esse polimero tém atraido atencédo para o desenvolvimento de
formas farmacéuticas aplicadas a pele e as mucosas ocular, nasal, vaginal e bucal (POTAS;
SZYMANSKA; WINNICKA, 2020).

A quitosana é um polimero que tem sido bastante investigado para desenvolvimento de
sistemas de liberacdo transdérmica de farmacos, pois pode agir como promotor de permeacao
(RAVAL; KHUNT; MISRA, 2018) e como modificador da liberacdo de farmacos (YADAYV,
URADE, 2019). A quitosana em sistemas de liberacdo transdérmica é degradada in vivo por
lisozimas, sem a necessidade de outros reagentes e sem formacdo de produtos tdxicos, e 0s
produtos dessa reacdo agem como promotores de permeagdo por meio da modificacdo na
estrutura secundaria das queratinas e reducao da coesdo das barreiras do estrato cérneo, pela
abertura instantanea e reversivel das jungdes oclusivas das células epiteliais na camada granular
(MU et al., 2019), por meio da interacdo e modificacdo da proporcao de lipidios intracelulares
e aumento da quantidade de agua no estrato cérneo, facilitando o transito de substancias pelas
camadas (WANG; LU, 2022).
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Figura 6 — Mecanismos pelos quais a quitosana promove a permeac¢do de insumos
farmacéuticos ativos através da pele.
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Fonte: Adaptado de Wang e Lu (2022).

Vaérios sistemas utilizando CHI para liberagcdo transdérmica de farmacos tém sido
desenvolvidos. Os principais sao as nanoparticulas (NAIR, 2019; TALIB et al., 2021), emulsdes
(KHAN et al., 2021; SHARKAWY; BARREIRO; RODRIGUES, 2020), microagulhas
transdérmicas (CASTILLA-CASADIEGO et al., 2021; GORANTLA et al., 2021),
nanocépsulas (BUSSIO; MOLINA-PEREA; GONZALEZ-ARAMUNDIZ, 2018; JAVIERA
ALVAREZ-FIGUEROA et al.,, 2020; LEE et al., 2019), adesivos transdérmicos (ALI;
HANAFY, 2017; ANIRUDHAN; NAIR; NAIR, 2016; SADEGHI et al., 2016), hidrogéis (WU
et al., 2021), lipossomas (BADRAN et al., 2022; LEE; LIM; LEE, 2019), nanoscaffolds
(CASTILLO-HENRIQUEZ et al., 2021; RAHIMI et al., 2020) e filmes transdérmicos
(BIGUCCI et al., 2015; CAN et al., 2013; MALVIYA et al., 2021).

2.6 Filmes de quitosana para liberacdo transdérmica de farmacos

Os filmes poliméricos sdo sistemas de liberacdo de farmacos utilizados préximo ou
diretamente nos locais de agdo como a regido cutanea, oral, sublingual, vaginal e em outras
mucosas, assim como para cobrir superficies de lesdes. O insumo farmacéutico ativo pode ser
disperso no agente formador de filme de modo que o farmaco é liberado a diferentes taxas a
depender das caracteristicas da matriz (WANG; LU, 2022). A matriz ou rede polimérica do
filme funciona como um reservatério externo que limita o suprimento do farmaco para a pele,
controlando a liberagdo (FREDERIKSEN; GUY; PETERSSON, 2015). Algumas formas

farmacéuticas bastante eficazes no carreamento de farmacos, tais como lipossomas,
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nanoparticulas, micro/nanocristais, carreadores lipidicos nanoestruturados e microemulsdes
tém dificuldades préaticas na administracdo transdérmica devido a falta de exatiddo na dose e
isso exige 0 uso de um meio sélido para carrear esses sistemas, sendo os filmes poliméricos
uma das alternativas utilizadas para esse fim (SOLIS et al., 2021).

Filmes poliméricos podem ser produzidos por técnicas de baixo custo e féacil
processamento, permitindo a obtencdo de formas farmacéuticas préticas e adequadas para
carrear farmacos topicamente em liberacdo local ou sisttmica (NORNBERG et al., 2022).
Como caracteristicas ideais para um filme no uso farmacéutico tém-se a bioadesividade, a facil
remocao, a biocompatibilidade, a biodegradabilidade, ndo causar irritacdo e controlar a
liberacdo do farmaco para evitar a supersaturacdo das vias de transporte do farmaco na pele
(CIURBA et al., 2021). A quitosana ¢ um biopolimero capaz de formar filmes ndo-oclusivos,
flexiveis, com mucoadesividade, resistentes a agua, faceis de produzir e administrar, com baixo
custo de producdo, atdxicos, com propriedades mecanicas aceitaveis e capazes de liberar
farmacos de maneira controlada (SILVA et al., 2020).

A técnica “solvent casting” ¢ um dos métodos mais simples de se produzir filmes de
quitosana, pois consiste em poucas etapas e a mais demorada é 0 processo de secagem que
frequentemente dura entre 6 a 48 h (ELEFTHERIADIS et al., 2019). Nessa técnica, o polimero
e o farmaco sdo dispersos ou dissolvidos em uma solucdo e o solvente é removido por
evaporacao para formar um filme sélido (MASI et al., 2019). Os solventes organicos eram
tradicionalmente preferidos pela facilidade de evaporagdo, mas devido a dificuldade de retirar
completamente esses solventes do produto e a preocupa¢do ambiental, o uso desses solventes
tem sido cada vez menor (SUKSAEREE et al., 2021). Para obtenc&o de filmes de quitosana
se utiliza uma solucdo aquosa levemente acida bastante diluida, com concentra¢des de 0,5 a 3%
(v/v) de &cido organico ou inorganico, para dissolver a quitosana (ABILOVA et al., 2020).
Filmes obtidos de solucdes diluidas de acido cloridrico e acido acético apresentam maior
estabilidade térmica e maior cristalinidade do que quando &cido citrico e &cido latico sdo
utilizados (QIAO et al., 2021). J& o pH da solucdo e a temperatura de secagem parecem nao
modificar tanto assim as caracteristicas do filme. Filmes de quitosana preparados por esse
método com solugbes em diferentes pHs (de 3.4 a 5, com incremento de 0,2) e diferentes
temperaturas de secagem (de 40 a 70 °C, com incremento de 10 °C) ndo apresentaram diferencas
em relacdo a micro/nanoestrutura, adesividade, nem a deformacdo mecénica (LUNA et al.,
2022).

J& a composicao do filme e a natureza dos insumos influenciam bastante no tipo de

liberacdo. Filmes poliméricos hidrofobicos parecem liberar pouca quantidade de farmacos
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também hidrofobicos, enquanto que polimeros hidrofilicos, como a quitosana, liberam maiores
quantidades de farmacos hidrofobicos, como o naproxeno (FREDERIKSEN; GUY;
PETERSSON, 2015). Outra estratégia para modificar o tipo e cinética de liberacdo dos
farmacos é o uso de aditivos, tais como plastificantes, a exemplo do alcool polivinilico e
propilenoglicol, e reticulantes, como glutaraldeido e tripolifosfato de sédio (SABBAGH; KIM,
2022).

2.7 Modelos cinéticos de liberacéo de farmacos em sistemas polimeéricos

Quando matrizes hidrofilicas entram em contato com a gua, o polimero passa por uma
transicdo vitrea, de um estado sélido e rigido para uma forma com cadeias mais relaxadas e
distantes, com o espaco entre elas sendo preenchidas pelo solvente em um processo de
intumescimento. A regido externa mais intumescida forma um gel mecanicamente fraco que
pode ser suscetivel a erosdo e a dissolugdo, mas que limita o efluxo do farmaco. Dependendo
das caracteristicas fisico-quimicas e do formato/geometria da forma farmacéutica, diferentes
cinéticas de liberacdo podem ser obtidas (CEREA et al., 2020). Varios modelos matematicos
desenvolvidos para os sistemas poliméricos, com origem empirica, semi-empirica e tedrica, tém
sido desenvolvidos para prever e explicar os fendmenos de transporte de massa e liberacdo dos
farmacos nos sistemas farmacéuticos (MIRCIOIU et al., 2019).

Figura 7 — Esquema das modificagdes ocorridas nas camadas da matriz hidrofilica

contendo um farmaco ap6s contato com agua.

| e— ; 5 A - =
0 Farmaco disperso e particulas vitreas do polimero
| ——
Particulas do farmaco e polimero intumescido

Farmaco dissolvido e polimero intumescido

! |

SYD 11-E

o
Q
<
g :
R '
& ; :
o : Meio aquoso
o :
o ' e L ] |
L] .
& -
S .
= .
3 -
g > SS’ = Fronte de intumescimento
Q : G s DD’ = Fronte de difusdo
S D1 E
. IT” = Superficie inicial
Distancia EE’ = Fronte de erosdo

Fonte: Adaptado de Cerea et al. (2020).
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O modelo cinético de ordem zero, Equacdo 1, baseia-se na liberacdo controlada e
constante do farmaco ao longo do tempo a partir de formas farmacéuticas que ndo se
desagregam. A velocidade de difusdo do interior para o exterior da forma farmacéutica € menor
que a velocidade de dissolucéo e isso causa uma liberacdo constante do farmaco. Esse modelo
cinético é dificil de obter na prética e considera diretamente a quantidade liberada do farmaco
em funcdo do tempo. Sistemas osmoticos e comprimidos matriciais e revestidos podem seguir
essa cinética (ZHANG et al., 2018).

Equacdo 1 — Modelo matemaético da cinética de ordem zero.

M(t)
M ()

= kot (1)

Onde M) representa a quantidade de farmaco liberado pelo tempo (t) e M) representa a
quantidade total de farmaco. ko representa a constante do modelo de ordem zero.

O modelo de primeira ordem, Equacdo 2, relaciona o logaritmo da quantidade
cumulativa liberada do farmaco com o tempo. Formas farmacéuticas que seguem esse perfil
tendem a conter farmacos hidrossollveis em matrizes porosas que liberam o farmaco de forma
proporcional ao restante no interior da forma farmacéutica, resultando em reducdo da
quantidade que é liberada ao longo do tempo (PAARAKH et al., 2019).

Equacdo 2 — Modelo matematico da cinética de primeira ordem.

M®) _ —kqt

Onde My representa a quantidade de farmaco liberado pelo tempo () e M) representa a

quantidade total de farmaco. ki1 representa a constante do modelo de primeira ordem.

O modelo de Hixson-Crowell é geralmente utilizado para liberacdo por sistemas
particulados e comprimidos onde a dissolucdo ocorre em planos paralelos a superficie, mas a
forma geométrica se mantém constante e descreve a liberacdo de sistemas em que ha uma
mudanca na area de superficie e no didmetro ap6s o intumescimento, pois considera que a area
da particula é proporcional a raiz cubica do seu volume. Os estudos cinéticos relacionam
diretamente a raiz cubica da quantidade de farmaco que resta na matriz em fungéo do tempo
(DASH et al., 2010).
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Equacdo 3 — Modelo matemaético da cinética de Hixson-Crowell.

HO 11— (1= kyet)?] @3)

M(e0)
Onde M, representa a quantidade de farmaco liberado pelo tempo (t) e M) representa
a quantidade total de farmaco. knc representa a constante do modelo de Hixson-Crowell.

O modelo de Higuchi, Equacdo 4, relaciona a quantidade cumulativa liberada do
farmaco com a raiz quadrada do tempo. Esse modelo foi inicialmente concebido para descrever
sistemas planares, mas foi estendido a sistemas porosos e com diferentes geometrias. Ele
baseia-se na hipdtese de que a concentracdo inicial do farmaco na matriz € muito maior que a
sua solubilidade, que a difusdo do farmaco ocorre de modo unidimensional, que particulas do
farmaco sdo muito menores que a espessura do sistema, que o intumescimento e dissolucéo séo
negligenciaveis, que a difusividade do farmaco é constante e que as condicBes sink estéo
satisfeitas (DASH et al., 2010; PAARAKH et al., 2019)

Equacdo 4 — Modelo matematico da cinética de Higuchi.

M(t)
M()

= kyt'/? 4)

Onde M, representa a quantidade de farmaco liberado pelo tempo (t) e M) representa

a quantidade total de farmaco. kn representa a constante do modelo de Higuchi.

O modelo de Korsmeyer-Peppas considera que o mecanismo de liberacdo do farmaco
baseia-se na sua difusdo e no relaxamento das cadeias poliméricas (HEREDIA et al., 2022).
Existem varios fatores que impactam no modelo de liberacdo, tais como a hidrofilia ou
hidrofobia da matriz, a sua geometria, a solubilidade aquosa do farmaco e entre outros. Nesse
modelo, os mecanismos de liberacdo sdo dependentes da geometria (Ex.: Filmes finos,
cilindros, esferas), de modo que a liberagdo para filmes finos com proporgao
diametro:espessura > 50 é unidimensional. Para proporcdes entre 0,2 e 50 é tridimensional
(ZHANG et al., 2018). O modelo de Korsmeyer-Peppas quando aplicado para filmes finos, se
o valor “n”, que é o expoente de liberagdo na equagdo de Korsmeyer-Peppas, for menor que
0,5, significa que a difusdo do farmaco estd ocorrendo através de uma matriz parcialmente
intumescida, formando uma malha de rede preenchida com solucao. Se “n” for igual a 0,5, a
difusdo Fickiana est4 controlando a liberacdo e a penetracdo do solvente na matriz é a etapa
limitante da liberacdo. Se 0,5 < “n” < 1, entdo a liberacdo € limitada tanto por mecanismos de

difusdo, quanto de eroséo e de intumescimento da matriz, chamando-se de transporte néo-
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Fickiano ou andmalo. Se “n” for igual a 1, entdo a liberacdo corresponde ao modelo de ordem

zero, onde a liberacdo € independente do tempo (CONCHA et al., 2022).

Tabela 3 — Resumo da relacédo entre o expoente de liberacdo da equacdo de Korsmeyer-

Peppas e 0 mecanismo de liberacdo do farmaco.

Expoente de Mecanismo de transporte do Mecanismo de liberacéo do farmaco
liberacéo (n) farmaco

n<0,5 Difusdo quasi-Fickiana Depende da difusdo em matriz ndo intumescente
0,5 Difusdo Fickiana

05<n<1,0 Difusédo ndo-Fickiana (andmala) Depende da difusdo do farmaco associado ao

intumescimento e erosdo do polimero

1,0 Transporte caso Il Liberagdo de ordem zero (Independente do
tempo)

n>1,0 Transporte super caso Il Depende apenas do intumescimento e eroséo do
polimero

Fonte: Adaptado de Paarakh et al. (2019)

O mecanismo de liberacdo de farmacos hidrofébicos a partir de filmes poliméricos
hidrofilicos finos, < 100 um, é predominantemente unidimensional e tende a seguir a difusdo
Fickiana, mas a medida que a espessura do filme aumenta, proximo a 500 pm, a liberagéo torna-
se tridimensional e 0 mecanismo torna-se anémalo. J& para filmes espessos, espessura maior

que 1000 pm, liberacdes de ordem zero séo esperadas (ZHANG et al., 2018).

Equacdo 5 — Modelo matematico da cinética de Korsmeyer-Peppas.

M(t) n
M) kipt )

Onde M, representa a quantidade de farmaco liberado pelo tempo (t) e M) representa
a quantidade total de fa&rmaco. kkp representa a constante do modelo de Korsmeyer-Peppas e n

é 0 expoente de liberagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a liberagéo in vitro de filmes de quitosana contendo

naproxeno.

3.2 Objetivos especificos

A pesquisa desenvolveu os seguintes objetivos especificos:

a)

b)

9)

Preparar os filmes de quitosana com e sem naproxeno pelo método solvent
casting;

Analisar microscopicamente e sob o aspecto topogréfico tridimensional 0s
filmes obtidos;

Avaliar o grau de intumescimento dos filmes com e sem farmaco;

Determinar o comportamento calorimétrico e termogravimétrico dos filmes para
caracterizé-los e avaliar a compatibilidade fisica dos insumos;

Determinar as caracteristicas espectroscépicas na regido do infravermelho para
caracterizar os filmes e avaliar a compatibilidade quimica dos insumos;
Desenvolver e validar um método de quantificacdo do naproxeno utilizando
espectrofotometria na regido do ultravioleta;

Avaliar a liberag&o in vitro do farmaco e determinar a cinética de liberacdo do

naproxeno pelos filmes;
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4 METODOLOGIA

4.1 Material

Quitosana de baixo peso molecular e médio grau de desacetilagdo foi adquirida da
Sigma Aldrich® (Saint Louis, Missouri, EUA, Lote #STBH2613), naproxeno grau de pureza
99,6%, foi adquirido da Galena® (Campinas, S&o Paulo, Brasil, Lote 1705017605) e o 4cido
acetico glacial (Lote: 22263) e o etanol absoluto (Lote: 19030), ambos em grau reagente, foram

adquiridos da Chemco® (Hortolandia, S&o Paulo, Brasil).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacéo dos filmes de quitosana e quitosana-naproxeno

Os filmes de quitosana (CHI Film) foram desenvolvidos a partir da dissolucao do pé de
quitosana em uma solucdo de acido acético glacial P.A. (1% v/v), sob agitacdo magnética
(Agitador SL-92, SOLAB®, serial number 17-026, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil), por um
periodo de 24 h, para obtencdo da solucdo de quitosana (CHI Solution) também a 1% (p/v). Em
sequida, foram vertidos 5 mL da solugcdo em placas de Petri com diametro de 5,5 cm e foi
realizada a secagem utilizando estufa com circulacéo de ar (Estufa modelo TE 394/2 MP, serial
number 14050514, TECNA®L, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil) a 50 °C por 24 horas.

Para os filmes de quitosana-naproxeno (CN Film), 25 mg do farmaco foram
solubilizados em 5 mL de etanol absoluto P.A. A solucdo etandlica resultante foi gotejada em
5 mL de CHI Solution preparada conforme evidenciando anteriormente. Em seguida, as
solucdes foram submetidas a secagem sob 0os mesmos parametros utilizados para os filmes de

quitosana resultando em filmes com propor¢do farmaco-polimero de 1:2 (p/p).

4.2.2 Caracterizagao fisico-quimica

4.2.2.1 Microscopia Optica e analise microestrutural

A microscopia Optica foi realizada em um microscopio dptico digital, modelo KH7700 (Hirox®,

Téquio, Japdo), equipado com lentes MX(G)-10C, em ampliacdo de 350 vezes, acoplado a uma

estacdo de andlise de imagens. Apos a analise das imagens, as microestruturas Bi-(2D) e Tri-
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(3D) dimensionais foram obtidas pelo microscopio digital a fim de calcular a rugosidade média
(Ra) das amostras CHI Film e CN Film utilizando o software Gwyddion® (Version 2.20).

4.2.2.2 Grau de intumescimento

Para a anélise do grau de intumescimento, as CHI Film e CN Film com tamanhos
padronizados 30 mm x 30 mm, foram pesados e individualmente imersos em 20 mL de solucéo
salina a 0,9% sob temperatura ambiente 23 °C. Os filmes foram retirados do meio aquoso e
pesados nos intervalos de 1, 2, 5, 12 e 24 h ap6s remocdo do excesso de agua na superficie. O
percentual foi calculado de acordo com a Equacdo 6 (WANDERLEY et al., 2020).

Equacédo 6 — Célculo do grau de intumescimento

(Pf —Pi)x 100

Grau de intumescimento (%) = =

(6)

Onde Pf é o peso inicial do filme e Pf é o peso do filme a cada intervalo de tempo.
4.2.2.3 Calorimetria exploratdria diferencial

As curvas de DSC das amostras foram obtidas no modulo calorimétrico DSC Q20 (TA®-
Instruments, New Castle, Delaware, EUA) calibrado com indio (In) e Zinco (Zn). Foram
utilizadas amostras de naproxeno (NPX), mistura fisica de quitosana e haproxeno na proporcao
1:1 (PM) e filme de quitosana-naproxeno (CN Film) com massa 2,00 mg (= 0,05) em cadinhos
de aluminio hermeticamente fechados, analisadas na razéo de aquecimento de 10 °C.min, com

faixa de temperatura de 25 - 300 °C, sob fluxo de atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min.

4.2.2.4 Termogravimetria e sua derivada

As medigdes de andlise termogravimétrica (TGA) e de sua derivada (DTG) foram
realizadas utilizando médulo termogravimétrico SDT Q600 (TA® - Instruments, New Castle,
Delaware, USA) calibrado com oxalato de calcio padrdo. Para as amostras (NPX, PM e CN
Film) foram utilizados 5 mg (x 0,05 mg) em cadinhos de alumina e a analise foi feita em rampa
de aquecimento com uma razéo de 10°C.min* de 30-900°C, sob fluxo de nitrogénio de 100

mL.min?. A variagdo percentual de peso em fungdo da temperatura de aquecimento foi
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registrada e os dados termoanaliticos foram analisados utilizando o programa Universal
Analysis 2000 (TA® - Instruments, New Castle, Delaware, USA).

4.2.2.5 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia foi realizada com o espectrometro Spectrum™ 400 FT-IR/FT-NIR
(Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts, USA) com varredura de 4000 a 600 cm™, utilizando
resolucdo de 4 cm™ e velocidade de varredura de 0,2 cm.s™ para os insumos naproxeno (NPX)
e quitosana (CHI), para a mistura fisica (PM) e para CHI Film e CN Film, utilizando o médulo
ATR (Attenuated Total Reflectance).

4.2.3 Validacdo do método de quantificacdo do naproxeno

A validacdo de método para quantificacdo do farmaco em solucao tampao fosfato 0,1M
(pH 7,4) contendo polissorbato 80 a 2% (TFP 2%) utilizando espectrofotometria na regido do
UV-vis foi feita com base nas orientacdes de qualidade do Conselho Internacional de
Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH)
na sua guideline Q2(R1) de validacdo de procedimentos analiticos, seguindo como base 0s
critérios de validagdo de ensaios de dissolucédo: Seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e
faixa de trabalho (ICH, 2005).

4.2.3.1 Seletividade

Para que o método seja considerado seletivo para o naproxeno foi realizada a
comparacdo das bandas de absorcdo na regido do UV de CHI Film, CN Film e NPX apds
misturados em solugdo tampéo fosfato 0,1M (pH 7,4) contendo polissorbato 80 (TFP 2%). A
presenca de bandas semelhantes e em mesmo comprimento de onda nos espectros do naproxeno
e de CN Film, além de auséncia dessas bandas no espectro de CHI Film, indicam seletividade

do método.
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4.2.3.2 Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método foi realizada pela utilizacdo de solucgdes-teste
diluidas de uma solucdo-estoque de naproxeno em TFP 2% e a determinacdo de suas
concentragdes. A linearidade foi determinada pelo uso de 5 concentragdes (2, 3, 4, 5 e 6 pg/mL)
submetidas a métodos estatisticos, como o célculo da regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados, para avaliar o coeficiente de correlacdo, a inclinagdo da linha de regresséo, a

interceptacdo no eixo y e a soma residual de quadrados.
4.2.3.3 Preciséo

Para avaliar a precisdo por repetibilidade e precisdo intermediaria foram feitas
sextuplicatas na concentracdo equivalente ao ponto médio da curva de calibragéo (4 pg/mL).
Diferentemente do ensaio de repetibilidade, na analise de precisdo intermediéria foram
realizadas as analises diferentes analistas e em diferentes dias, mas no mesmo laboratorio. Os
resultados de desvio padrdo (D.P.) e desvio-padrdo relativo (D.P.R.) foram avaliados. Os
calculos de desvio-padrdo e desvio-padrdo relativo apresentam-se respectivamente nas

Equacdes 7 e 8.

Equacdo 7 — Equacéo do célculo de desvio-padréo.

_ [rai-xe
D.P.= [FE - ©)

Onde, D.P. é o desvio-padrao, Xi é o valor individual da amostra, X é a média de todos

os valores e n é o nUmero total de amostras testadas.

Equacdo 8 — Equacdo do calculo de desvio-padréo relativo.

D.P.R.= == x 100 (8)

Onde, D.P.R. € 0 desvio-padrao relativo, D.P. é o desvio-padréo da amostra e X é a média

de todos os valores.
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4.2.3.4 Exatidao

A exatiddo do metodo foi determinada utilizando triplicatas de trés concentracfes
homogeneamente escolhidas ao longo da faixa de linearidade ja determinada (2, 4 e 6 pg/mL).
A exatidao foi expressa pela porcentagem de recuperacédo, conforme a Equacao 4, e pelo desvio-
padrdo relativo para cada concentragdo, como mostrado na Equagéao 9.

Equacdo 9 — Equacéo do calculo de recuperacdo do método

R = ££ x 100 9)

Cc.T

Onde, R é a porcentagem de metformina recuperada pelo método, C.E. € a concentracao

verificada no experimento e C.T. é a concentracao teorica.
4.2.3.5 Limite de detecgdo e Limite de quantificagdo

O limite de deteccdo (LD) é a menor quantidade de analito em uma amostra que se pode
detectar, mas ndo se pode quantificar. Ja o limite de quantificacdo (LQ) € a menor quantidade
de analito na amostra a qual pode ser determinada quantitativamente com exatiddo e precisao

adequadas (ICH, 2005).

Equacdo 10 - Célculo do limite de deteccéo.

LD — 3,35)(0' (10)
Equacéo 11 - Célculo do limite de quantificacéo.
LQ — 10Xo (11)

S

Onde, o € 0 desvio-padrao da resposta do branco e S € a inclinagdo da curva de

calibracéo

4.2.3.6 Robustez

Para robustez foram realizadas triplicatas do ponto médio (4 pg/mL) efetuando-se

mudancas no pH do solvente (pH 6,5 e 7,0) e no tipo de solvente (solucdo hidroetandlica a 50%
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e tampéo fosfato a 0,2M pH 7,4 contendo polissorbato 80 a 2%), determinando-se média, desvio
padréo e coeficiente de variagéo.

4.2.4 Estudo de liberacéo in vitro e da sua cinética

O estudo de liberacéo in vitro utilizou seis células de difuséo vertical tipo Franz com
area difusional de 0,7539 cm?2 e com camaras receptoras de 6 mL. As camaras receptoras foram
preenchidas com solugio receptora constituida de tampao fosfato de sodio (0,1 mol.L™) de pH
7,4 acrescida de polissorbato 80 a 2% (v/v), a fim de garantir as condi¢bes sink. O
compartimento foi mantido sob agitacdo magnética a 37 °C (x 0,5), para simular as condicfes
in vivo, por um banho termostatizado durante 24 h. Os filmes foram postos entre o
compartimento doador e receptor sob membranas de acetato de celulose (0,45 um, Millipore,
Brasil), que se mantiveram em contato com a solugdo receptora. Antes do inicio do
experimento, 0s CN Film e a membrana de acetato de celulose foram umedecidas com a solugao
receptora. Aliquotas de 1 mL dessa solugdo foram coletadas nos tempos pré-determinados de
0,25,0,5,1, 2, 4, 6,8, 12 e 24 h. Para manter as condicdes sink, esse volume foi reposto com
solucéo receptora fresca, evitando a formagéo de ar sob a membrana. Foi calculada a quantidade
acumulada de naproxeno liberado em razdo da area de superficie exposta (ug.cm™) e a
quantidade percentual acumulada e ambas foram plotadas em funcdo do tempo e os resultados
foram expressos como média da sextuplicata + desvio-padrdo (CAVALCANTI et al., 2016). A

porcentagem de liberacdo do farmaco foi determinada pela Equacéo 12.

Equacédo 12 — Célculo da porcentagem de farmaco liberado.

Porcentagem de farmaco liberado (%) = % x 100 (12)

Onde M representa a quantidade de NPX liberado no tempo (t) e M« representa a

guantidade inicial de NPX no filme.

Para a avaliagdo da cinética de liberacdo do naproxeno, os resultados foram aplicados
aos seguintes modelos cinéticos: ordem zero (Equacdo 13), primeira ordem (Equacdo 14),
Higuchi (Equacédo 15), Hixson-Crowell (Equacdo 16) e Korsmeyer-Peppas (Equacéo 17). A
cinética de liberacdo foi analisada plotando as médias dos resultados de liberacdo em funcéo do
tempo, os quais foram ajustados aos diferentes modelos matematicos, utilizando o software

Origin® 8.0 (OriginLab Corp., Northampton, Massachusetts, EUA). A partir dos graficos de
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cada modelo cinético, realizou-se a analise da regressao linear, determinando-se o coeficiente
de correlacdo para cada modelo supracitado e aquele com maior valor desse coeficiente foi

considerado o modelo mais adequado para descrever a cinética liberacdo ocorrida.

% = kot (13)
% P (14)
Ilww((;)> = kut'/? (15)
T = 1= (1= kucd)?] (16)
% = kygpt" (17)

Onde My representa a quantidade de farmaco liberada a um tempo (t) e M) representa a
quantidade total de farmaco. ko, K1, kn, Knc € Kkp representam, respectivamente, as constantes
dos modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Hixson-Crowell e Korsmeyer-Peppas e

n é o expoente de liberac&o.



37

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Microscopia Optica e analise microestrutural

A avaliacdo microscdpica, topogréfica e da rugosidade superficial sdo essenciais para a
caracterizagdo da superficie do biomaterial e para entender a biocompatibilidade e as interaces
no contato com os tecidos. (PODANY; STARY; TOMICEK, 2021; SPERA; TAKETA,
BEPPU, 2017).

Os CHI Film obtidos se apresentaram, macroscopicamente e microscopicamente,
homogéneos e sem presenca de cristais visiveis a ampliacdo a que foram submetidos (Figuras
8a e 8c). Essa analise nos CN Film identificou a presenca de varias estruturas cristalinas ndo
uniformes em formato filamentar dispersas ao longo do filme (Figuras 8b e 8d). Considerando
a presenca das estruturas cristalinas apenas nos filmes contendo o farmaco, o produto obtido
parece se caracterizar microscopicamente pela dispersdo do naproxeno pelo filme e ndo pela
amorfizacdo completa e pela incorporacdo total desse farmaco na rede polimérica. Estruturas
cristalinas semelhantes foram identificadas por outros estudos nas associacdes de naproxeno
com outros polimeros, o que indicou a dispersdo do naproxeno em outros carreadores
poliméricos (BHISE et al., 2008; GUPTA et al., 2019). O efeito da adicdo de polimeros, como
polivinilpirrolidona e hidroxipropilmetilcelulose, em solucgdes de naproxeno provoca nucleagéo
de cristais de menores do farmaco devido a interacdes intermoleculares polimero-farmaco na
superficie do cristal, contudo sem formar polimorfos (POORNACHARY et al., 2017;
ZERROUK et al., 2004). Sdo necessarios estudos para avaliar o efeito da quitosana no
crescimento e cinética de nucleacéo dos cristais de naproxeno.

O efeito da adicdo do naproxeno na topografia e superficie dos filmes também foi
avaliado. As imagens 3D (9a e 9b) demonstraram a ocorréncia de diferencas microestruturais
dos filmes, de modo que filmes com naproxeno (CN Film) apresentam rugosidade média (Ra)
de 31,31 um (% 7,491), enquanto que na auséncia do farmaco (CHI Film) o resultado foi de
18,23 pm (x 6,835). A adi¢do do farmaco no preparo do filme resultou em aumento da
irregularidade superficial do produto. Resultados semelhantes foram encontrados por
Wanderley et al., 2020. Valores mais elevados de rugosidade superficial parecem estar
associados biomateriais com maior adesividade (LIBER-KNEC; EAGAN, 2021) devido a
maior area de superficie de contato (KANNIAH; GRULKE; DRUFFEL, 2013). Dados
correlacionando rugosidade superficial e molhabilidade por angulo de contato mostram que

superficies mais rugosas, resultam em maiores angulos de contato com a &gua e,
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consequentemente, em maior hidrofobicidade (DOBOS et al., 2021; KUMAR; HIREMATH,
2019; YE et al., 2019).

Figura 8 — Fotografias do CHI Film (a) e de CN Film (b) e fotomicrografias de CHI Film (c) e
de CN Film (d) com setas apontando para as estruturas cristalinas.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 9 — Topografia 3D de CHI Film (a) e de CN Film (b) com a superficie destacada em

azul utilizada para obtencéao dos graficos de rugosidade superficial (um).

5.2 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento dos filmes foi avaliado gravimetricamente, Figura 10, e foi
verificado que para ambos os filmes ha aumento do intumescimento ao longo do tempo de até
24 h, chegando a um aumento da massa do filme de 645,3% (+ 4,55) para CN Film e de 803,30%
(£ 4,94) para CHI Film. O grau de intumescimento foi maior na auséncia do farmaco, o que
possivelmente ocorreu pelo carater hidrofébico do NPX. Esse resultado corrobora com 0s
resultados de rugosidade superficial que sugeriram que, devido a maior rugosidade do CN Film,

seria possivel a maior hidrofobicidade desse filme em relagcdo a CHI Film. De fato, o estudo de
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intumescimento aponta que CN Film tem menor capacidade de interacdo com a agua do que
CHI Film. Esses dados corroboram com a hip6tese de correlagdo entre rugosidade e a hidrofobia
do biomaterial. Ao fim de 24 h, ambos os filmes (CHI Film e CN Film) chegaram préximo a
saturacdo do intumescimento, visto que o incremento de massa a partir de 5 h de repouso na
solucdo foi reduzido. Os filmes de quitosana sdo altamente hidrofilicos e solucBes aquosas
podem ser facilmente absorvidas por eles (LI et al., 2020). Apesar da reducdo da absorcdo de
agua em CN Film, esses filmes mantiveram consideravel aumento do grau de intumescimento.
O intumescimento apresentado por esses filmes pode ser um dos mecanismos que contribuem
para a cinética de liberacdo do NPX.

Figura 10 — Grau de intumescimento de CHI Film e CN Film por 24 horas.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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5.3 Comportamento térmico

Os resultados do estudo calorimétrico e termogravimetrico por, respectivamente, DSC

e TG/DTG estéo resumidos na Tabela 4 e na Figura 11.

Tabela 4 — Resultados do comportamento calorimétrico e termogravimétrico das amostras.

DsC TG
Variacdo de . Perda de
Temperatura no A Faixa de
Amostra L entalpia massa
Evento ponto maximo (AH) em J.g° Evento temperatura (Am) em
em °C 1 £ (AT)em°C %
NPX Unico 156,88 146,5 Unico Soran 0 9359
Primeiro 61,67 82,31 Primeiro ATi: 34-119,33 5,67
PM ATy 187,72—
Segundo 157,41 54,61 Segundo 290.80 72,47
L . AT1: 51,21
Primeiro 70,11 134,5 Primeiro 113.97 18,24
CN Film Segundo 154,87 3,97 Segundo gffg’&ﬂ‘ 5,81
. . ATs: 245,21
Terceiro 261 185,5 Terceiro 402,02 53,30

Fonte: Dados da pesquisa.

O primeiro evento calorimétrico tanto da mistura fisica (61,67 °C) quanto de CN Film
(70,11 °C) ocorrem dentro das faixas de temperatura de perda de massa na analise
termogravimétrica (AT1 da mistura fisica: 34 °C — 119,33 °C; AT1 de CN Film: 51,21 °C —
113,97 °C), o que indica que esses primeiros eventos endotérmicos no DSC séo relativos a
volatilizagdo de &cido acético residual e &gua (WANDERLEY et al., 2019).

O segundo evento calorimétrico da mistura fisica (157,41 °C) e de CN Film (154,87 °C),
assim como o evento Unico do NPX (156,88 °C) ocorreram todos a temperaturas semelhantes e
fora das faixas de temperatura de decomposicdo de amostra nos eventos termogravimetricos
(AT1para NPX e AT2para PM e CN Film). Ou seja, esses eventos endotérmicos ocorreram sem
perda de massa, 0 que caracteriza transicdo de fase e concorda com a faixa de fusdo do
naproxeno, de 154 a 158 °C (CORTI et al., 2008; MURA et al., 2003; SHOAIB et al., 2018;
SONG; SOHN, 2011). Com isso, é possivel inferir que devido a PM e CN Film manterem o0s
eventos de transi¢cdo cristalina do NPX com mesmo perfil, ndo ha evidéncias de
incompatibilidade fisica entre os insumos em estudo. Além disso, devido a manutengéo de um
evento de transicao cristalina na temperatura de fusdo do farmaco na curva de DSC de CN Film,
pode-se sugerir que as estruturas cristalinas visualizadas por microscopia 6ptica em CN Film

séo, de fato, de cristais de farmaco dispersos no filme.
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Por fim, o terceiro evento endotérmico de CN Film (261 °C) também ocorre dentro da
faixa de degradacdo térmica observada nas curvas de TG/DTG do filme (ATs de CN Film:
245,21 °C — 402,02 °C), o que indica que esse evento calorimétrico se deve a decomposicao

térmica da amostra.

Figura 11 - Curvas de DSC de NPX (a), PM (c) e CN Film (e) e curvas de TG/DTG de
NPX (b), PM (d) e CN Film ().
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Fonte: Dados da pesquisa.

Com relagdo as andlises termogravimétricas, a curva TG/DTG do NPX (Figura 11b)

evidenciou estabilidade térmica do farmaco até 181,02 °C, temperatura que foi sucedida por
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intensa perda de massa (Am = 93,59%) até 302,32 °C, relativa a degradagao térmica da amostra.
A mistura fisica (Figura 11d) apresentou um comportamento térmico semelhante com perda
consideravel de massa (Am = 72,47%) entre 187,72 e 290,80 °C, provavelmente pelo mesmo
motivo. Essa semelhanca da faixa de temperatura do evento de degradacdo do NPX e da mistura
fisica indica manutencdo da estabilidade térmica dos insumos e, junto ao DSC, a analise
termogravimétrica corrobora com a sugestao de auséncia de incompatibilidade fisica desses.

A degradacdo termogravimétrica de CN Film (Figura 11f) apresenta um perfil de
degradacdo semelhante ao dos filmes de quitosana sob analise termogravimétrica ja publicadas
(WANDERLEY et al., 2019), de modo que se pode indicar um predominio do perfil de
degradacédo do polimero no filme com o farmaco.

5.4 Analise espectroscopica no infravermelho

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada
para avaliacdo de compatibilidade quimica e de evidéncias de interacdes entre o farmaco e o
polimero. A Tabela 5 apresenta os comprimentos de onda maximos das bandas de absor¢édo de
estiramento axial (Est.) e deformacéo angular (Def.) do naproxeno (NPX), quitosana (CHI), da
mistura fisica (PM), do filme de quitosana (CHI Film) e do filme de quitosana-naproxeno (CN
Film).

Tabela 5 — Principais bandas de FTIR de observadas nos espectros de FTIR das

amostras.

NUmero de onda (cm™)

Amostras OH C-H C=0 N-H E-O- g'o' Aromatico
(Est.) (Est.) (Est.) (Def.) (Est) (Est) (Def.)

CHI 3323 2879 1650 1542 1062 1020 -

CHI Film 3272 2863 1636 1541 1070 1018 -

CN Film 3237 2939 1641 1545 1064 1020 -

NPX 3153 2939 1725 - 1264 1019 818

PM 3150 2935 1724 - 1271 1023 749

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 12 — Espectros de FTIR de CHI, CHI Film, CN Film, NPX e PM
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na Figura 12 é possivel observar que nas trés amostras foram verificadas bandas
sugestivas de estiramento axial de N-H e O-H, as quais estdo sobrepostas nas regides entre 3323
cm™ e 3237 cm™. J& a mistura fisica possui um perfil espectral semelhante ao farmaco, onde
ambos apresentaram esses estiramentos em menores nimeros de onda, entre 3153 cm™ e 3150
cm, devido a auséncia de bandas de estiramento axial N-H no fa&rmaco, como mostra estrutura
molecular do naproxeno na Figura 3, as quais se apresentam em nimeros de onda acima de
3200 cm™. Todas as amostras apresentaram bandas nas regides entre 2863 cm™ e 2939 cm™, e
nas regides de 1636 cm™ a 1725 cm™ relacionadas, respectivamente, ao estiramento C-H
simetrico e assimétrico de metilas e metilenos e ao estiramento axial de carbonilas. Entretanto,
nas amostras CN Film, CHI Film e CHI as vibrac¢des ocorreram em menor faixa de nimero de
onda, pois possuem carbonilas de amida I na quitosana entre 1636 cm™ e 1650 cm™. Ja a mistura
fisica e NPX apresentam essas bandas em ndmeros de onda mais altos, 1724 cm™ e 1725 cm™,
respectivamente, pois os valores sdo relativos a carbonilas de acido carboxilico, ausentes no

polimero e presentes no farmaco, como pode ser visto na Figura 3 e na Figura 5.
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Séo verificados também bandas referentes a deformacao angular simétrica de NHz entre
1542 cm™ e 1545 cm?, presentes apenas nas amostras CN Film, CHI Film e CHI. Essas
amostras apresentaram bandas de estiramento axial de ligacdes C-O de alcoois nas regides de
1062 cm™ a 1070 cm, j& a mistura fisica e NPX apresentaram bandas de estiramento axial de
ligacBes C-O carboxilicas, nas regides de 1264 cm™ a 1271 cm™. Além disso, todas as amostras
apresentaram bandas nas regides 1019 cm™ a 1023 cm™ caracteristicas de estiramento axial de
C-O-C de éter. Outra diferenca evidenciada entre as amostras € relativa as deformacoes
angulares de aromaticos, com namero de onda em 749 cm™ e 818 cm®, apenas presentes nos
espectros do farmaco e da mistura fisica, ja que a CHI ndo possui anéis aromaticos como é
possivel observar em sua estrutura quimica na Figura 3.

Sendo assim, pode-se verificar que a CN Film apresentou 0 mesmo perfil espectral de
CHI sem haver modificacdo nas bandas presentes no polimero. Portanto, ndo houve interacfes
quimicas entre o farmaco e o polimero, nem incompatibilidade quimica entre eles (CHADHA,
BHANDARI, 2014; SHOAIB et al., 2018). Por sua vez, a mistura fisica apresenta 0 mesmo
perfil do farmaco (MURA et al., 2003).

5.5 Validagdo de método de quantificacdo do naproxeno

5.5.1 Seletividade

Amostras de NPX, CHI Film e CN Film ficaram em agitacdo por 5 minutos em tampao
fosfato 0,1 mol.L™* pH 7,4 com polissorbato 80 a 2% (v/v) e o sobrenadante foi submetido a
varredura de 190 a 400 nm. As bandas de absor¢do dos espectros na regido do ultravioleta foram
comparadas, como mostra a Figura 13.

O espectro de NPX e de CN Film apresentam em comum a banda intensa de absorcao
em 231,5 nm, a qual ndo esta presente no espectro de CHI Film, o que indica que o método é

seletivo para para 0 naproxeno.

Figura 13 — Espectros de absorbancia de NPX, CN Film e CHI Film em tampé&o

fosfato pH 7,4 com tensoativo na regido do UV.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.5.2 Linearidade

O método apresentou linearidade de 2 a 6 pug.mL™* (Figura 14) com uma equagao da reta
Y = 0,22 X + 0,0437, cujos coeficientes de correlagdo e de determinacdo e outros

parametros estatisticos da curva de calibracao estdo apresentados na Tabela 6.



Figura 14 — Curva de calibracdo do naproxeno.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Tabela 6 — Pardmetros estatisticos da curva de calibracéo.
Parametro Resultado
Inclinacéo da reta (Coeficiente angular) 0,22
Interceptacdo no eixo Y (Coeficiente linear) 0,0437
R multiplo (Coeficiente de correlacéo) 0,9996
R-Quadrado (Coeficiente de determinacéo) 0,9992
Soma quadrética residual (SQR) 0,0011

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5.3 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

47

Os limites de deteccio e de quantificacio obtidos foram de 0,0083 pug.mL™ e 0,0251

ug.mL, respectivamente.

5.5.4 Exatidao
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Os valores de absorbancia encontrados nos niveis baixo (2 pg.mL™?), médio (4 pg.mL
1 e alto (6 pg.mL™) tiveram coeficiente de variagio (C.V.) menor que 5%, conforme mostra a

Tabela 7 0 que é considerado aceitavel e confirma a exatiddo do método.

Tabela 7 — Resultado analitico e estatistico do teste de exatidao.

Concentracdo em Média das Desvio- Coeficiente de variacdo Recuperacdo em
pg.mL-? replicatas padrao em % %

2 0,4966 0,0064 1,2802 102,92

4 0,9305 0,0048 0,5194 100,78

6 1,3716 0,0058 0,4203 100,60

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5.5 Preciséo

A preciséo do método foi verificada variando-se os dias e os analistas, conforme mostra
a Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados estatisticos do teste de precisdo.

Dia 1l Média Desvio-padréo Coeficiente de variacdo
em %

Analista 1 0,9348 0,0142 1,5164

Analista 2 0,9322 0,0093 1,0002

Dia 2 Média Desvio-padréo Coeficiente de variagéo
em %

Analista 1 0,9352 0,0146 1,5581

Analista 2 0,9297 0,0067 0,7166

Fonte: Dados da pesquisa.

Como o coeficiente de varia¢do foi menor que 5%, o método foi considerado preciso

pelos parametros da repetibilidade e precisdo intermediéria.

5.5.6 Robustez
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As variagdes aplicadas ao método para avaliar a robustez (pH do meio e solvente

utilizado) ndo acarretaram variacao de preciséo e exatiddo acima do limite de 5%, como mostra

a Tabela 9, o que evidenciou a robustez do método utilizado.

Tabela 9 — Resultados analiticos e estatisticos do teste de robustez.

Modificacdo Média

Solvente Tampéo fosfato 0,9284
Solucéo hidroetandlicaa 50% 0,9433

pH 6,5 0,9191
7,4 0,9302

D.P.

0,0026
0,0067
0,0082
0,0021

CV.em%
0,2831
0,7115
0,8945
0,2240

Fonte: Dados da pesquisa.

Concentracao real

4,0214
4,0892
3,9789
0,8865

Exatiddo
100,53
102,23
99,47
100,74

Com isso, o método se demonstrou seletivo, linear, exato, preciso e robusto, e,

portanto, € um método validado para utilizacdo nos ensaios de liberacdo in vitro.

5.6 Ensaio de liberacéo in vitro e de sua cinética

O perfil de liberagdo do NPX pelos filmes de quitosana-naproxeno esté apresentando na

Figura 15.
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Figura. 15 — Quantidade de naproxeno liberado (ug.cm) e sua taxa de liberagdo cumulativa

(%) durante 24 horas.
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Fonte: Dados da pesquisa.

As amostras de CN Film, ap6s 24 h, liberaram 505,8125 pg.cm? (+1,812), o que

corresponde a 63,77% do conteldo do farmaco contido na seccdo de filme utilizada para

liberacdo em células de difusdo vertical de Franz. Como mostra a Figura 14, 50% da quantidade

total de farmaco nos filmes foram liberados em até 6 h de estudo, indicando uma liberacédo

modificada do naproxeno.

A partir do resultado do perfil de liberagcdo de NPX das CN Film, foram utilizados os

modelos de ordem zero, primeira ordem, de Higuchi, de Hixson-Crowell e de Korsmeyer-

Peppas para analise da cinética de liberacéo in vitro e os resultados estdo apresentados na Figura

16.
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Figura 16 — Liberacéo do naproxeno por diferentes modelos cinéticos
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores dos coeficientes de correlacdo demonstraram um melhor ajuste ao modelo
cinético de Korsmeyer-Peppas. O modelo de Korsmeyer-Peppas considera que como
mecanismo de liberacdo do farmaco tem-se, além de sua difusdo, o relaxamento das cadeias
poliméricas (HEREDIA et al., 2022). O intumescimento e 0 consequente relaxamento das
cadeias da matriz na dissolucdo tém papel importante, aumentando o caminho a ser percorrido
pelo farmaco até ser liberado, prologando essa liberacdo. A quitosana, conforme apresentado
em ensaio proprio, demonstrou alta capacidade intumescer e multiplicar seu o peso e o0 volume,
0 que justifica a influéncia desse fenémeno na liberacdo do NPX.

Para o modelo de Korsmeyer-Peppas, o valor do expoente “n” determina o mecanismo

“ 2

do transporte do fdrmaco para fora da matriz, de modo que valores de menores que 0,45
indicam liberacdo por difusdo Fickiana e valores entre 0,45 e 0,89 sugerem liberacdo por
transporte andmalo, envolvendo intumescimento da matriz e difuséo do farmaco (OSHIRO et
al., 2021). O transporte andmalo é uma conjuncao de dois ou mais fatores que influenciam no
mecanismo de liberacdo, tais como a difusdo, intumescimento ou desintegracdo das cadeias da

matriz, resultando em liberacdo modificada (SILVA et al., 2020). O valor “n” para a liberagdo
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do farmaco do CN Film foi de 0,5471, o que indica que houve um transporte andmalo devido a
combinacgdo de mecanismos de liberagdo do NPX, refletindo a influéncia da eroséo, difuséo,
intumescimento, e do relaxamento das cadeias poliméricas no movimento das moléculas do
naproxeno pela matriz e resultando na liberacdo modificada que foi observada na Figura 15. O
ajuste da cinética de liberacdo do modelo de Korsmeyer-Peppas com filmes de quitosana tém
sido bastante reportados pela literatura (ALTUNKAYNAK; OKUR; SARACOGLU, 2022;
HIGUITA-CASTRO et al., 2021; YEAMSUKSAWAT; LIANG, 2019; ZARANDONA et al.,
2021). Além disso, sistemas baseados em quitosana frequentemente demonstram mecanismos
de liberacdo andmala (CHEN, G. et al., 2018; JHAVERI et al., 2021; ROCHA NETO et al.,
2021; TIAN et al., 2022).
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6 CONCLUSAO

e A obtencdo dos filmes de quitosana com e sem naproxeno se mostrou eficaz utilizando o
método solvent casting.

e Os filmes de quitosana contendo naproxeno desenvolvidos pelo método solvent casting se
caracterizaram microscopicamente pela dispersdo de cristais do farmaco na estrutura do
filme.

¢ Os filmes com o farmaco apresentaram maior rugosidade superficial e menor capacidade de
intumescimento que os filmes sem o farmaco, o que concorda com os dados da literatura que
relacionam o aumento da rugosidade com maior hidrofobicidade do sistema.

e A andlise calorimétrica evidenciou eventos de transicao cristalina do farmaco em CN Film,
confirmando a ocorréncia de cristais de naproxeno dispersos no filme e junto com a analise
termogravimétrica demonstrou que filmes com e sem NPX apresentam a mesma estabilidade
térmica.

e Em conjunto os dados de TG/DTG, DSC e FTIR sugeriram a auséncia de incompatibilidade
fisica e quimica entre farmaco e polimero.

e Um meétodo espectrofotométrico na regido do UV foi desenvolvido e validado para
quantificacdo de NPX em uma solucdo tampdo fosfato pH 7,4 com polissorbato 80 na
posterior liberacdo in vitro em células de Franz.

e CN Film foi capaz de liberar o NPX in vitro mantendo a liberacdo durante 24h e anélise da
cinética de liberacdo demonstrou que a capacidade de intumescimento de CN Film teve
influéncia no mecanismo dessa liberagao, que se demostrou do tipo andmalo.

e Sdao necessarias posteriores analises de citotoxicidade e testes de atividade in vivo.
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