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Resumo

A libertacdao dirigida de farmacos € importante no caso dos farmacos anti-
inflamatorios, tais como o Diclofenac e Etoricoxib, para evitar a sua libertacao no pH
acido do estomago (pH 2), e conseguir a sua libertacao apenas no pH do duodeno (pH
6,6) e minimizar os efeitos secundarios adversos na mucosa gastrica. Produziram-se e
caracterizaram-se sistemas de entrega de farmacos (SEF) utilizando materiais
poliméricos naturais, tais como o alginato, com a funcao de fixar a estrutura por
reticulacao, formando um gel, com a incorporacao de uma matriz de celulose
microfibrilada (CMF) ou celulose nanofibrilada (CNF). Compararam-se os SEF contendo
celulose microfibrilada (MFC) e celulose nanofibriladas (CNF) tendo-se concluido que
apresentam libertacoes com perfis diferentes. Para a obtencao laboratorial da CMF
fez-se a desintegracao e refinacao de pasta Kraft branqueada de Eucalyptus globulus,
utilizando um refinador PFI laboratorial (9000 revolucdes), com a pasta a 10% de
consisténcia, seguindo as normas ISO para a desintegracao, refinacao e producao de
estruturas na forma de folha. Utilizou-se a Carboxilmetilcelulose (CMC) como aditivo
e verificou-se, por medicdao do angulo de contacto, que a sua adicdo aumenta a
hidrofilicidade das estruturas. A CNF utilizada foi obtida por oxidacao com TEMPO
seguida de tratamento mecanico num homogeneizador de alta Pressao, a partir de
pasta Kraft branqueada de Eucalyptus globulus e a sua caracterizacao foi feita por
MEV. Fez-se a caracterizacao das fibras de CMF medindo o seu comprimento (0,8mm)
e largura (19pum), com o MORFI, e a avaliacao da drenabilidade das pastas medindo o
grau Schopper-Riegler. Verificou-se que o processo de refinacao permitiu obter micro
fibrilacao das fibras e diminuiu a porosidade das estruturas. Verificou-se pelos estudos
cinéticos que a porosidade da matriz de celulose é importante para a libertacao
controlada das moléculas terapéuticas, e que os SEF de Celulose nao refinada, que
apresentam maior porosidade, sao os menos eficazes. Os SEF contendo CMF permitem
evitar a libertacao do Diclofenac no pH do estomago, libertando-o no pH do intestino,
enquanto que nao se consegiu libertacao dirigida do Etoricoxib com CMF. Os resultados
obtidos por simulacao computacional indicam que a mistura de CMF e CNF permitira
obter uma porosidade menor, que a obtida apenas com CMF, e sugere-se que se

investiguem SEF com mistura de CMF e CNF em trabalhos futuros.
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Abstract

Targeted release of drugs is important in the case of anti-inflammatory drugs, such as
Diclofenac and Etoricoxib, to avoid their release into the acidic pH of the stomach (pH
2) and achieve their release only at the pH of the duodenum (pH 6,6) to minimize
adverse side effects on the gastric mucosa. Drug delivery systems (DDS) were produced
and characterized using natural polymeric materials, such as alginate, with the
function of fixing the structure by crosslinking, forming a gel, with the incorporation
of a microfibrillated cellulose matrix (MFC) or nanofibrillated cellulose (NFC). The DDS
containing microfibrillated cellulose (MFC) and nanofibrillated cellulose (CNF) were
compared and presented different delivery profiles. To obtain MFC, the disintegration
and beating of bleached Kraft pulp of Eucalyptus globulus was carried out using a
laboratory PFI refiner (9000 revolutions) with 10% consistency, following ISO standards
for disintegration, beating and production the paper sheet form structures.
Carboxylmethylcellulose (CMC) was used as an additive and the structures affinity with
water was verified by measuring the contact angle, and the results indicate that the
hydrophilicity of the structures increased with the addition of CMC. The NFC used was
obtained by oxidation with TEMPO followed by mechanical treatment in a high-
pressure homogenizer, also from bleached Kraft pulp of Eucalyptus globulus. The CMF
fibers were characterized by measuring their length (0.8mm) and width (19um), with
the MORFI, and the evaluation of the drainage of the pulps was done by the Schopper-
Riegler degre. It was verified that the refining process allowed to obtain
microfibrillation of the fibers and decreased the porosity of the structures. It has been
found by kinetic studies that the porosity of the cellulose matrix is important for the
controlled release of the therapeutic molecules, and that unrefined cellulose DDS have
higher porosity and are not effective. The DDS containing CMF avoided the release of
Diclofenac at the pH of the stomach, releasing it at the pH of the intestine while the
DDS for Etoricoxib did not. The results obtained by computational simulation and
experiments indicate that the mixture of CMF and CNF will originate lower porosity
when comparing with DDS obtained with CMF, and it is suggested to be investigated in

future work.
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CAPITULO I:

INTRODUCAO E OBJETIVOS
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1.Introducao e objetivos

Na area da Quimica Medicinal é importante escolher materiais biocompativeis, sendo
objetivo deste trabalho escolher sistemas de transporte e entrega dirigida de farmacos
escolnendo materiais provenientes de moléculas vegetais biocompativeis e
biodegradaveis, tais como a celulose e seus derivados. Verifica-se que é cada vez maior
a preocupacao com a biocompatibilidade e o ciclo de vida dos materiais visto que os
polimeros sintéticos tém estado, nos Ultimos anos, a provocar inUmeros danos ao meio
ambiente. Um exemplo recente, é o fato da Organizacao das nacdes unidas (ONU) ter
alertado para a necessidade de se tomarem medidas contra o uso de sacolas plasticas,
como parte do desafio global para reduzir e acabar com a poluicao dos oceanos (pedido
feito na véspera do dia mundial do meio ambiente, em Nova lorque, a 5 de junho de
2018). Por outro lado, a administracao de farmacos com sucesso, constitui um desafio
nos nossos dias, devido aos problemas relacionados com o acesso dificil aos respetivos
locais de acdo, nomeadamente devido aos tempos de sem-vida bioldgica curtos que
apresentam. Isto vem demonstrando a reduzida eficacia das formas farmacéuticas
convencionais, na qual, sao requeridas varias doses para produzir um efeito clinico.
Estes fatores requerem um tratamento minucioso dos tipos de materiais capazes de
proporcionar vantagens. Desta forma, os biopolimeros, devido as suas propriedades
como, a versatilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, sdao um 6timo recurso
para a minimizacao das situacoes do mundo ecoldgico e medicinal. A escolha recaiu na
celulose proveniente da madeira de Eucalyptus globulus pois é abundante e muito
utilizada em Portugal, e noutros paises tais como como o Brasil e a Australia, na
producdo de pastas celuldsicas. E a partir destas pastas que sdo produzidos a CMF e
CNF, para producao dos SEF. A partir desta base matricial na escala micro e nano,
serao incorporadas moléculas terapéuticas, para o transporte e libertacao no trato
gastrointestinal (pH 6,6), evitando a sua libertacao no pH acido do estomago (pH 2),

devido aos efeitos secundarios adversos que estes provocam na mucosa gastrica.

Desta feita, pretende-se com este trabalho, produzir e caracterizar sistemas de
transportes (SEF) a base de celulose microfibrilada (MFC) e celulose nanofibrilada
(CNF) para o transporte e libertacao do Diclofenac e do Etoricoxib com vista a

conseguir a sua libertacao controlada no intestino (pH 6,6).

Universidade da Beira Interior Benjamim J.P.Maielano



Para o cumprimento deste objetivo definiram-se os seguintes procedimentos:

1. Produzir em laboratério a CMF por desintegracao e tratamento mecanico de
refinacdo a partir de pastas Kraft branqueadas de Eucalipto (a CNF foi
produzida a partir da mesma pasta, em trabalhos anteriores, sob orientacao da
Professora Joana Curto);

2. Caraterizar as fibras e as estruturas produzidas a partir de fibras de celulose
nao refinada, CMF e CNF que se irao utilizar nos SEF;

3. Produzir em laboratério os sistemas de entregue de farmacos (SEF) utilizando
a CMF e a CNF, o alginato e as moléculas incorporadas;

4. Caraterizar os SEF com CMF e estudar a porosidade das estruturas para
conseguir a incorporacao das moléculas terapéuticas nas estruturas matriciais,
o0 seu transporte e libertacao dirigida;

5. Modelar computacionalmente as estruturas poliméricas porosas utilizando um
simulador em Matlab previamente validado (Curto et al, 2011) e estudar a
influéncia das dimensoes das fibras a escala micro e nano

6. Comparar a cinética de libertacdo dos farmacos escolhidos a partir dos SEF
produzidos contendo CMF e Celulose nao refinada, e compara-los com os dos

SEF contendo celulose nanofibrilada (CNF).
O trabalho esta estruturado em seis capitulos. O primeiro contém a introducao e
descricao dos objetivos, o segundo a revisao bibliografica e os conceitos importantes
para o desenvolvimento de sistema de entrega controlada de farmacos, tais como os
polimeros utilizados para formacao das estruturas de transporte e as técnicas para sua
caraterizacao, determinacao da cinética de libertacdo dos farmacos e a simulacao
computacional das estruturas. No capitulo trés encontra-se informacao sobre os
reagentes e materiais utilizados, os diferentes procedimentos e equipamentos. No
capitulo quatro apresentam-se e comentam-se os resultados obtidos com as diferentes
experiéncias. No capitulo das conclusoes e perspectivas, sao apresentadas as principais
conclusoes com base aos resultados e propoe-se ideias para pesquisas futuras. Por fim,
no ultimo capitulo apresentam-se as referéncias bibliograficas que sustentam o

desenvolvimento do trabalho.
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CAPITULO II:

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2. Revisao bibliogafica
Neste capitulo sao explorados os conceitos relacionados com os sistemas de libertacao
de farmacos, os polimeros naturais, as moléculas terapéuticas (Diclofenac e o

Etoricoxib) bem como as técnicas para sua caraterizacao.

2.1. Sistema de libertagao de farmacos

A administracao de farmacos' com sucesso, € um desafio, por quanto se verificam
problemas relacionados com o dificil acesso aos respetivos locais de acao. Isto deve-se
em muitos casos, a diversos fatores como, tempos de semivida bioldgica curtos,
dificuldades em atravessarem as mucosas, biodegradacao rapida pelas enzimas
digestivas, poder antigénio, entre outros (Bodor et al. 1987; Rosen and Abribat 2005).
Com vista a solucionar tais situagoes, € necessario associar os farmacos aos sistemas
transportadores com propriedades de libertacao controlada, permitindo com que estes
atuem nos locais de acao desejados, na quantidade desejada e durante o tempo
clinicamente necessario. Isto permitira um aumento do indice terapéutico do farmaco,
ou seja, aumentara a razao entre a dose eficaz média e a dose toxica média, refletindo

a eficacia, a seletividade e a seguranca do farmaco (Bodor et al. 1987).

A necessidade dum sistema de transporte de farmaco, pressupde controlar a
capacidade e o tempo de libertacdo do farmaco em areas especificas do organismo,
de modos que o beneficio clinico da administracao destes, seja aumentado, diminuindo

desta forma os efeitos adversos (Safari and Zarnegar, 2014).

2.1.1. Definicao de Sistema de libertacao de farmaco

Por definicao, Sistema de Libertacdo de Farmaco (SLF) ou Drug Delivery System (DDS)
€ uma forma de administracdo desenvolvido para prolongar o tempo de libertacao do
farmaco no organismo, sustentar sua concentracao plasmatica e controlar a localizacao
temporal e espacial das moléculas in vivo, por meio da aplicacdo de principios

biologicos e quimicos (Swarbrick J.,2007; Villanova et al, 2010).

! Farmaco, é uma substéncia quimica de constituicio definida com aplicacées como agente preventivo,
curativo ou de diagnostico, que engloba todos os compostos bioativos com intuito terapéutico, desde

moléculas de baixo peso molecular a proteinas e a material genético (Rosen and Abribat 2005).
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Utilizando SEF as alteracdes ciclicas na concentracdo sao eliminadas e a
disponibilidade bioldgica do farmaco é aumentada. Pode conseguir-se a reducao da
toxicidade, supressao de reacdes adversas e diminuicado do numero de doses

administradas diariamente (Aulton, and Gennaro, 2005).

2.1.2. Sistema de libertacado convencional e controlada

O conceito de formas de libertacao prolongada surgiu na década de sessenta do século
XX, representando uma evolucao relativamente as formas classicas, ditas de libertacao
convencional de farmacos. Sendo que as ultimas constituem ainda hoje, a maioria dos
medicamentos e sao caracterizadas por libertarem 80-100% do seu contetdo em
farmaco em menos de uma hora. Por outro lado, os sistemas terapéuticos de libertacao
nao convencional, sao designados por sistemas de libertacao controlada, definicoes
por vezes pouco precisa, pois a libertacao controlada de farmacos pode ser encarada
sob perspectivas diferentes. Por se revestirem de carater oficial, transcrevem-se aqui

as definicoes que constam da legislacao da Uniao Europeia? (Cruz et al, 2003).

2.1.2.1. Sistema de libertacao convencional

As formas farmacéuticas convencionais de farmacos permitem uma libertacao rapida
e indiscriminada da substancia ativa (Hillery, 2001). Este tipo de libertacao fornece
um aumento simples e transiente do farmaco no sangue, sendo atingido um pico
plasmatico seguido de uma diminuicao da concentracdo duma forma exponencial.
Quando a concentracao plasmatica se encontra acima da concentracao minima eficaz
(dose terapéutica), o farmaco exerce a sua acao farmacoldgica. E, quando a
concentracao desce abaixo desse limite, o farmaco torna-se ineficaz no organismo. No

entanto, quando a concentracao do farmaco se encontra acima do limite superior da

2 Note for Guidance on Quality of Modified Release Prodcts. Section Il (Quality). (CPMP/QWP/604/96).
Sistemas de Libertacdo Retardada sao medicamentos que libertam os farmacos de modo retardado
através de processos de formulacao e/ou método de producdo. Isto resulta da existéncia de um periodo
de retencdo do farmaco a partir do qual este é libertado, como em qualquer sistema de libertacao
convencional. Sistema de libertacao Modificada sdao medicamentos que libertam o farmaco em local e/ou
a velocidade diferente dos sistemas de libertacao convencional administrados pela mesma via, o que pode
ser obtido através de processos de formulacdo e/ou método da producdo. O conceito inclui a libertacao
prolongada, retardada, pulsada e acelerada. Sistema de libertacdo prolongada sao medicamentos que
libertam os farmacos a menor velocidade que os sistemas de libertacao convencional administrados pela

mesma via, o que pode ser obtido através de processos de formulacdo e/ou método de producao.
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dose terapéutica torna-se toxico (concentracao minima téxica). Neste caso, para que
a concentracao do farmaco seja eficaz e nao tdxica, ou seja, se localize dentro do
intervalo terapéutico de forma continuada, é necessario administra-lo varias vezes ao
dia, originando variacoes expressivas dos niveis de farmaco no organismo (Chien,
1992;). Devido a eficacia reduzida apresentada pelas formas farmacéuticas classicas
ou convencionais, sendo necessario administracao regular de varias doses para produzir
o efeito terapéutico pretendido, surgiu a necessidade de se desenvolverem sistemas

nao convencionais de libertacao de farmacos (Chien, 1992; Li et al,1987).

2.1.2.2. Sistema de libertagcao controlada

Os sistemas de libertacao de farmacos sao caraterizados por possuirem
comportamentos previsiveis e reprodutiveis (Chien, 1992). Estes pressupoem: a
obtencao de niveis terapéuticos do farmaco no organismo, através de um mecanismo
de libertacao a velocidade constante; o direcionamento especifico do farmaco para
tecidos ou 6rgaos alvos, nao reagindo com tecidos ou 6rgaos adjacentes; a reducao de
efeitos secundarios; a diminuicao da quantidade de farmaco utilizada para valores que
correspondam ao estritamento necessario e a consequente diminuicao do nimero de

administracoes.

Abaixo apresenta-se a figura 2.1.2.2. que mostra o comportamento da quantidade de
um farmaco no organismo administrado de trés formas distintas: uma forma
farmacéutica de libertacao imediata convencional (IR), uma forma de dosagem de
libertacao sustentada (SR) e uma forma de dosagem idealizada de libertacao
controlada de ordem zero (ZOCR) (em combinacao com uma dose inicial) (Remington,
2000).

Toxic level

Ideal dosing

Minimum
effective level

Plasma concentration

Time

Figura 2.1.2.2. Representacao caracteristica de concentracdes no plasma da quantidade de
um farmaco no organismo administrado de trés formas distintas: convencional (IR), libertacao
sustentada (SR) e libertagcao controlada de ordem zero (ZOCR) (Adaptado de Remington, 2000

citado por Ummadi et al,2013).
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No entanto, quando as doses nao sao administradas dentro do cronograma, os picos e
vales resultantes refletem menos do que a terapia medicamentosa ideal. Por exemplo,
se doses sao administradas com muita frequéncia, a concentracao toxica minima (MTC)
da droga pode ser alcancada com efeitos colaterais toxicos. Se as doses forem
perdidas, podem ocorrer periodos de niveis sanguineos de drogas sob-terapéuticas ou
abaixo da concentracao minima efetiva (MEC), sem beneficio para o paciente (Ansel,
2000). Comprimidos e capsulas de libertacdo prolongada sao normalmente tomados
apenas uma ou duas vezes por dia, comparativamente com formas convencionais que
podem necessitar de ser tomadas trés a quatro vezes por dia para obter o mesmo efeito
terapéutico (Ansel, 2000).

Portanto, os sistemas de libertacao controlada, diferentemente dos sistemas
convencionais, apresentam caracteristicas que controlam a velocidade de libertacao
dos farmacos e que os direcionam para o tecido alvo, mantendo a atividade terapéutica
durante o periodo desejavel ou orientando o farmaco especificamente para o alvo
pretendido (Chien, 1992; Li et al,1987).

2.1.2.2.1. Formas de abordagens dos sistemas de libertacdao Controlada

Existem diversas formas de abordagem durante o desenvolvimento de Sistema de
Libertacao Controlada (SLC). As direcionadas para o tipo de material suporte ou para
a tecnologia utilizada nos sistemas de libertacao controlada: ligacao/associacao entre
o sistema e o material transportado, mecanismo de libertacao, via de administracao e
finalidade. Assim, a classificacao usual dos SLC é feita de acordo com os tipos de
materiais, com as tecnologias utilizadas na formulacao dos mesmos e com os modelos

de libertacao de farmacos (Cruz et al.,2003).

Destas abordagens, a dissertacao em causa vai centra-se na vertente Bioquimica e
Biotecnoldgica, naqual sao utilizados materiais bioldgicos e/ou biocompativeis tais
como: macromoléculas de origem natural, células e ainda sistemas coloidais lipidicos
e poliméricos (lipossomas, microesferas, nano particulas). A inovacao destes sistemas
reside nos componentes utilizados na sua formulacao, por serem de origem natural,
tém a vantagem de nao provocarem reacoes imunolédgicas indesejaveis, e possuem
caracteristicas que os tornam veiculos eficazes no transporte de farmacos instaveis,

como, os de natureza proteica e outros de origem biotecnologica (Juliano R. L., 1987).

Para além da natureza do suporte do farmaco, também o seu mecanismo de libertacao
€ uma caracteristica que permite diferenciar os sistemas de libertacao controlada.
Existem sistemas com libertacao controlada pela difusao, pela erosao, osmoticamente

e sistemas pusateis (Chein, 2002).
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Os mais comummente utilizados e que vao de encontro aos objetivos definidos nesta

dissertacao, sao os sistemas controlados por difusao.

2.1.2.2.1.1. Sistemas controlados pela difusao

Os sistemas controlados por difusdo consistem num dispositivo constituido por um
farmaco (podendo estar nos estados solido, liquido ou ainda gasoso), rodeado por uma
membrana polimérica nao biodegradavel. Existem dois tipos de sistemas de libertacao
controlado pela difusao: os sistemas reservatorios e os matriciais. (Sousa et al, 1999;
Leon L.; Herbert L., 2002). Em teoria sao controlados pela lei de difusao de Fick, mas

em termos cinéticos possuem mecanismos diferentes.

Num sistema controlado pela difusao em reservatorio, o farmaco esta revestido por
uma membrana polimérica ou incorporado numa matriz polimérica. De um modo geral,

os fendmenos ocorrem com a seguinte sequéncia:
1. A adgua difunde-se para a membrana ou para a matriz;

2. O farmaco dissolve-se e difunde-se para fora do polimero, conforme se pode

observar na figura abaixo.

Figura 2.1.2.2.1.1. Esquema de dispositivos projetados para libertacao controlada por
difusao de membrana. (Adaptado por Ansel et al,2000, citado por Ummadi et al., 2013).
O farmaco no nicleo (padrao granulado) dissolve-se para formar uma solucao saturada
(pontos diluidos). De seguida, o farmaco se difunde através da membrana para o fluido
gastrointestinal (setas com pontas finas). Portanto, as propriedades do farmaco e da
membrana polimérica determinam a taxa de difusdao e, naturalmente, a taxa de

libertacao do farmaco (Pezzini, Silva and Ferraz 2007; Li and Mooney, 2016).

A lei de Fick (equacao 1) permite quantificar o processo de difusdao através de uma
expressao que traduz a velocidade de transferéncia, por unidade de superficie, da
substancia a difundir num meio isotrépico através de uma secao do polimero (Chein,
2002).

dQ _  dC .
(1) - = Do, Onde:

dQ/dt traduz a velocidade de difusdao, Q é a massa de farmaco transportado no tempo
, D é o coeficiente de difusdo, C € a concentracdao de farmacos que difunde e X a

direcdo da difusao do farmaco. Devido a difusdao ocorrer na direcao oposta a do
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aumento de concentracao, o segundo termo aparece com sinal negativo. Analisado a
equacao podemos constatar que, a medida que X aumenta, a massa do farmaco
transportada diminui. Para solucdes diluidas, o coeficiente de difusdao pode ser
considerado constante. Porém, quando o SLC é composto por membranas ou matrizes
poliméricas, o coeficiente de difusao depende, nao sé, da concentracao do farmaco,
mas também, de outros factores, como a densidade de reticulacdao, o grau de
ramificacao, o grau de cristalinidade e o tamanho das zonas cristalinas (Sousa et al,
1999).

Os sistemas matriciais permitem a incorporacao de quantidades relativamente
elevadas de farmacos, podendo ser definido como um sistema que controla a libertacao
da substancia ativa, molecularmente dispersa ou dissolvida num suporte resistente a

desintegracao (Moraes et al., 2014).

2.2. Polimeros no desenvolvimento de sistemas de libertacao
farmacos
Os polimeros naturais (ou biopolimeros) sao uma das classes de materiais mais versateis

e tém mudado o quotidiano por varias décadas com importantes aplicacées na area
médica, principalmente em terapias de liberacao controlada de farmacos (Pillai;
Panchagnula, 2001). Devido as suas propriedades de superficie (hidrofilicidade,
lubricidade, uniformidade e energia de superficie) e fisicas (durabilidade,
permeabilidade e degradabilidade), sao aplicados para se conseguir um controlo
temporal ou espacial da libertacao de farmacos (Li, 1999), libertando-o em uma taxa

controlada do trato gastrointestinal (Zhu, 2002).

A interacao de excipientes e farmacos influencia no mecanismo de desintegracao,
libertacdao, absorcao e biodisponibilidade do farmaco (Jackson et al., 2000).
Dependendo do mecanismo de libertacao, o pH do polimero também pode ser uma
importante propriedade. Quando o farmaco deve ser libertado em um pH especifico
(ou seja, no trato gastrointestinal ou no colon), polimeros nao i6nicos nao podem ser
usados porque eles sao pH-independentes. Para alguns comprimidos revestidos o pH é

neutro para evitar a interacao entre o polimero e o farmaco (Rios, 2005).

Tal como ja descrito anteriormente, os polimeros apresentam uma vasta variedade de
propriedades como a difusidade, a permeabilidade, a sua natureza elastica, a
biocompatibilidade, a facil biodegradabilidade e a solubilidade, que podem ser
combinadas de forma a atingir o tipo desejado de libertacao do farmaco (Zhang et al.
2015; Oliveira et al, 2006; Lopes et al, 2005; Ummadi et al,2013). O mecanismo pelo
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qual ocorre a libertacdo deste ¢ também influenciado pela estrutura do polimero
utilizado nos SEF. O grau de porosidade do polimero prevalece na taxa de libertacao
do farmaco. Quanto maior a porosidade, maior a taxa de libertacao (Hansen 2013). Os
polimeros naturais, comparativamente aos sintéticos, tém sido objeto de investigacao
na area biomédica e farmacéutica, devido aos fatores acima descritos, que levam a
inUmeros beneficios. Entre os polimeros naturais, com maior abundancia em
organismos naturais e objetos deste trabalho destacam-se o alginato e a celulose
(Petersen and Gatenholm 2011; Liechty et al, 2010).

2.2.1. Alginato

O alginato € um polimero natural com aplicacoes ideias no transporte de farmacos,
devido as caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade e elevada disponibilidade. (Jain and Bar-Shalom, 2014). E isolado de algas
castanhas (Phaeophyceae), as quais sao extraidas com uma solucao alcalina diluida que
solubiliza o acido alginico presente, podendo ser convertido num sal do qual o alginato

€ a forma principal atualmente utilizada (Tennesen and Karlsen, 2002).

A aplicacao de células no interior das esferas de alginato de calcio, tornou-se uma das
técnicas mais utilizadas para a imobilizacao de células vivas. (Jain and Bar-Shalom,
2014). As esferas com forma e tamanhos regulares, podem ser obtidas por adicao gota
a gota de uma solucao aquosa de alginato de sdédio a solucdao aquosa de cloreto de
calcio. Estas esferas apresentam elevada estabilidade a mudancas de pH, o que da
vantagem para uma administracao oral do farmaco no trato intestinal. Desta forma, os
Sistemas de libertacao controlada podem ser retidos no estomago durante muito
tempo, o que pode melhorar a biodisponibilidade assim como a eficacia terapéutica

utilizados para doencas associadas ao estomago.

2.2.1.1. Estrutura quimica do Alginato

Quimicamente, o Alginato € um polissacarideo de ocorréncia natural, detém um grande
potencial no que respeita ao seu uso em SEF pela sua excelente biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade (Hua et al. 2010).

Sua estrutura consiste em cadeias lineares de monémeros de acido B-D- manurdnico
(M) e de acido a-L-guluronico (G), unidos por ligacoes glicosidicas (1—4) em varias
proporcoes. Estas moléculas estao arranjadas na forma de blocos de acidos manuronico
(M) ou guluronico (G), ligados de forma que a sequéncia seja alternada (Islam e Karim,
2010).
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Figura 2.3.1.1. Estrutura molecular do Alginato com cadeias lineares de monémeros de acido
B-D manuronico (blocos homopoliméricos MM), unidos por ligacoes glicosidicas 1—4.

(Adaptado por Islam and Karim 2010).

2.2.2. Celulose

A celulose, é um dos polimeros mais abundantes do planeta. Pode ser sintetizada por
bactérias sob condicoes de cultura especificas, produzida e distribuida por fontes como
animais marinhos, plantas e fontes bacterianas (Eichhorn et al. 2010). A formula

empirica do polimero da celulose é (CgH10O5)n, onde “n” corresponde o grau de

polimerizacao. Este polimero é linear, resistente e fibroso, constituido por unidades
de glicose, interligadas por ligacoes glicosidicas B (1—4), apresentando pontos reativos

representados pelas funcdes dos grupos hidroxilo (Mousa, Dong and Davies, 2016).

2.2.2.1. Estrutura molecular da celulose

A apresentacao da estrutura polimérica da celulose surgiu, em 1920, gracas a Hermann
Staudinger, pelo seu notavel dominio em Quimica macromolecular (Staudinger
H.,1920). Através de reacoes de acetilacdo e desacetilacdo da celulose, este
investigador reconheceu que a sua estrutura nao consistia meramente numa agregacao
de unidades D-glucose, mas que estas se encontravam ligadas covalentemente entre si
por ligacdes glicosidicas B (1—4), formando longas cadeias homopoliméricas. A ligacao
B implica um desfasamento de 180°C entre um anel piranosidico de glucose em relacao
ao anterior na cadeia molecular, o que permite considerar a celulose como um S
(1—4) poliacetal de celobiose (Sjostrom E. and Krassing H.A.,1993; Klemm et al,1998,
citado por Fernandes T.F.,2008).
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Figura 2.3.2.1. Estrutura molecular da celulose ( n= GP, grau de polimerizacao). (Adaptado
de Sjotrom E. and Krassing H.A., 1993; Klemm et al, 1998, citado por Fernandes T.F.,2008).

O grau de polimerizacao de uma cadeia de celulose é definido como o nimero de

unidades de anidroglucose (CgH10Os5, massa molecular = 162 gmol™), ligadas entre si

por ligacoes glicosidicas. A celulose na madeira tem um grau de polimerizacao entre
5000 e 10000, mas dependendo do método de isolamento, o grau de polimerizacao
pode diminuir, atingindo valores entre 1000 e 3000 nas pastas celulosicas (Sjostrom,
1993; Neto et al, 2004 (citado por Fernandes, 2008)). Cada unidade de anidroglucose
possui trés grupos hidroxilo, nas posicoes C(2), C(3) e C(6), que atuam como centros
reativos, podendo interagir entre si, através da formacao de ligacdes por pontes de
hidrogénio intramoleculares, entre grupos hidroxilo da mesma molécula ou,
intermoleculares, entre grupos hidroxilo de moléculas de celulose diferentes. Analises
espectroscopicas demonstram que as pontes de hidrogénio intramoleculares ocorrem
entre o grupo hidroxilo do C(3) de uma unidade de glucose e o oxigénio do anel
piranosidico da unidade de glucose adjacente na cadeia, e entre o grupo hidroxilo do

C(6) e o grupo hidroxilo do C(2") de uma unidade de glucose vizinha.

As ligacoes de hidrogénio estabelecidas entre cadeias de celulose sao responsaveis pela
formacao de fibrilas elementares, considerados os elementos basicos da estrutura
supramolecular das fibras de celulose. Estas fibrilas elementares, nas quais zonas
cristalinas (cristalitos) alternam com zonas amorfas, formam microfibrilas e
macrofibrilas que, por sua vez, se ligam e constituem a fibra celulésica (Sjostrom E.
and Krassing H. A., 1993; Neto et al., 2004).

2.2.2.2. Geometria das fibras de celulose

As fibras caracterizam-se pelo seu comprimento L ser superior a dimensao da sua secao
transversal (ou diametro d) e esta relacao comprimento/diametro, também conhecida
por razao aspecto, pode variar consideravelmente consoante o tipo de fibra. A razao
aspecto é uma medida de resisténcia da fibra, sendo que quanto maior L/d, mais

resistente é a fibra e, consequentemente, maior sera a resisténcia mecanica do
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composito onde se insere (Agarwal B. D. and Ashbee K.H.G,1990).

A celulose e seus derivados tém sido objeto de intensa pesquisa devido a sua
sustentabilidade, biocompatibilidade e biosseguranca. (Jorfi and Foster, 2015). Este
polimero natural pode também ser reticulado em hidrogéis, devido a sua afinidade
com a agua. De igual modo, a celulose e seus derivados passam através do corpo
humano com seguranca e alguns podem ser quebrados por enzimas digestivas,

resultando em metabolicos naturais no trato gastrointestinais (Ferreira et al., 2016).

2.2.2.3. Derivados da Celulose

Os derivados de celulose, tiveram um grande impacto no desenvolvimento de varias
tecnologias e formas de dosagem farmacéuticas, sendo por isso muito utilizados na
indUstria, como aglutinantes, no revestimento de comprimidos e como moduladores na

preparacao de farmacos de libertacao controlada (Kamel et al., 2008).

2.2.2.3.1. Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose (CMC) é um éter derivado da celulose, comercializado na forma
solida como sal de carboximetilcelulose de sodio (CMC). E um polimero natural, que
possui a estrutura baseado no polimero do B-(1—4)-D-glucopiranose da celulose. E
atoxico, nao carcinogéneo e biocompativel. Tem sido utilizada em processos de
encapsulamento e libertacdo controlada de principios ativos (Nobrega e Amorim 2015).

Apresenta a formula empirica [CgH10-xO5(CH2C02)x]n, onde “x” corresponde o grau

de substituicao e “n”, o grau de polimerizacao, sendo o fator que afeta a viscosidade.
Este polimero tem estabilidade quimica elevada, é seguro, biodegradavel e solivel em
agua com grupos carboxilato e hidroxilo, uma vez que permite interacoes com

particulas metalicas (Butun et al. 2011, citado por Morais F.P.,2017).

HO,CH,CO

OCH,CO,H

HO,CH,CO

Figura 2.2.2.3.1. Estrutura molecular de uma unidade de carboximetilcelulose (CMC)

(desenhada no programa Chemdraw ultra 12.0.2 por Morais F.P.,2017).
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2.2.2.3.2. Celulose microfibrilada (CMF)

A CMF pode ser visto como um material celulésico, composto por celulose expandida,
de alto volume, moderadamente degradada e amplamente expandida na area
superficial, e obtida por um processo de homogeneizacao (Herrick et al, 1983 e Snyder
et al., 1985). A CMF consiste em agregados de microfibrilas de celulose. Seu diametro
estd na faixa de 20-60 nm e tem um comprimento de varios micrometros. Se
considerarmos que as microfibrilas possuem uma estrutura de celulose fibrosa de 2 a
10 nm de espessura e um comprimento de varias dezenas de microns (Sir6 and Plackett,
2010), a CMF é composto de 10 a 50 microfibrilas e estas dimensoes variam de acordo
com as diferentes fontes vegetais. A definicao mais usada atualmente estipula que
uma particula se encontra em escala nano quando, pelo menos, uma de suas dimensoes

encontra-se entre 1 e 100 nanometros.

Sao obtidas pela desintegracao da celulose submetida a um processo mecanico de
homogeneizacao. Esta nano estrutura pode ser obtida por meio de um fibrilador
denominado PFl, cujo mecanismo exerce a forca de cisalhamento sobre a celulose,
ocasionando a quebra de ligacoes de hidrogénio, individualizando os feixes de
microfibrilas da estrutura da parede celular (Sir6 and Plackett, 2010). A celulose
microfibrilada é gerada entao por fibrilacdao onde suas suspensoes aquosas resultantes,

consistem de redes entrelacadas e desordenadas de CMF.

A CMF apresenta valiosas propriedades como por exemplo a alta resisténcia,
proveniente do aumento da area de contacto, melhorando as ligacbes entre as
microfibrilas e assim conferindo o aumento das propriedades de resisténcia (Tonoli,
2012), flexibilidade e razao de aspecto. Por isso, muitos pesquisadores tém direcionado
sua atencao para o uso desse material como reforco em compdsitos (Lavoine et al,
2012 and Butun et al., 2011).

A figura 2.2.2.3.2. ilustra uma estrutura com os seus diferentes elementos estruturais,

desde as microfibrilas a cadeia da estrutura quimica da celulose.
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Figura 2.2.2.3.2. Ilustracao da CMF (Adaptado de Lavoine et al.,2012)
2.2.2.3.3. Celulose nanofibrilada (CNF)

A celulose nanofibrilada (CNF) é considerada como um nano material celulésico longo
e flexivel, obtido a partir de fibras de celulose por desintegracao mecanica (Missoum,
Belgacem and Bras 2013). Consiste em nano fibras de celulose longas, flexiveis e
emaranhadas, com aspeto visual de um gel viscoso, de coloracao esbranquicada). Este
gel forma-se devido ao forte aumento da area superficial especifica e,
consequentemente, ao maior nimero de ligacdes de hidrogénio (provenientes dos
grupos hidroxilo) para o mesmo volume em comparacao com fibras celulosicas nativas
(Missoum, Belgacem, Khalil et al, 2014; Safari and Zarnegar, 2012; Lin and Dufresne,
2014; Zimmmermann et al, 2009). Suas dimensdes sao variam de acordo com as
diferentes fontes vegetais. A tabela 2.3.2.1.2. permite a compara¢ao dos dois tipos
de nano celuloses quanto as suas dimensdes (Osong, Norgren and Engstrand 2016; Lin
N.; Dufresne, 2014).

Tabela 2.2.2.3.3. Dimensdes de nano materiais celuldsicos (Adaptado de Song, Norgren e
Engstrand)
Materiais Largura Comprimento Aspect ratio
celulosicos (hm) (nm) (comprim/largura)
(m/v)
CMF 10-100 500-10000 50-100
CNF 2-10 >10000 > 1000
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2.3. Moléculas terapéuticas incorporadas nos Sistemas de entrega

de Farmacos (SEF)

Os SEF foram produzidos laboratorialmente na forma de esferas e incorporados trés
moléculas terapéuticas, sendo uma pura e duas outras comerciais respectivamente. As
moléculas terapéuticas pertencem a familia dos anti-inflamatodrios nao esteroides
(AINEs), amplamente prescritos e usados como analgésicos, antipiréticos e anti-

inflamatorios.

2.3.1. Abordagem das moléculas incorporadas. Seu mecanismo de a¢ao

As moléculas em abordagem para incorporacao nestes sistemas, tratam-se de
Diclofenac e Etoricoxib, ambas pertencentes a familia dos anti-inflamatorios nao
esteroides (AINE).

Todos os AINEs convencionais tém a tendéncia de causar efeitos adversos
gastrointestinais que podem variar de dispepsia até ao sangramento de estémago,
podem ativar doencas inflamatdrias intestinais aquiescentes e causar dano tecidual
(como Ulceras) no trato gastrointestinal baixo, geralmente, apos um longo periodo de
uso (Breno et al., 2000). As prostaglandinas (PG) sao produtos originados do acido
aracdonico, o qual é obtido da dieta ou do acido linléico, encontrando-se presente em

todos os tecidos animais exercendo varias funcoes.

Quimicamente sao parte de um grupo denominado eicosanddes, derivados do acido
aracdonico e lertado de fosfolipideos de membrana de células lesadas, por acao
catalitica da fosfolipase A2. As cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2) e a
hidroperoxidase catalisam as etapas sequenciais de sintese dos prostandides
(prostaglandinas classicas e tromboxanos) e as lipoxigenases transformam o acido

aracdonico em leucotrienos e outros compostos (Breno et al, 2000).

O principal mecanismo de acao dos AINEs ocorre através da inibicao especifica da COX
e consequente reducao da conversao do acido aracdonico ou araquidénico (AA) em
prostaglandinas (Junior et al., 2007 and Breno et al, 2000).

Existem pelo menos duas isoformas de COX que apresentam diferencas na sua
regulacao e expressao. A atividade de ambas as isoformas sao inibidas por todos os
AINEs em graus variaveis. A COX-1 e COX-2 possuem 60% de homologia na sua sequéncia
de aminoacidos expressa em muitos tecidos (Figura 2.3.1). As COX-1, ditas como
constitutivas, auxiliam na manutencao da integridade da mucosa gastroduodenal,
homeostase vascular, agregacao plaquetaria e modulacao do fluxo plasmatico renal
(Klippel et al., 2001).
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A COX-2 é uma enzima indutivel, geralmente indetetavel na maioria dos tecidos, sua
expressao é aumentada em processos inflamatoérios. Sua atividade é importante na
modulacao do fluxo sanguineo glomerular e balanco hidroeletrolitico. Sua expresscao
¢é inibida pelos glicocorticoides, o que explicaria os seus efeitos anti-inflamatorios (
Solomons DH, 2007 and Klippel at al, 2001).

A figura 2.3.1., ilustra imagem das duas COXs diferenciados pelos aminoacidos valina

e isoleucina, sendo cada uma com sua atividade especifica.

Medicamento COX-2 especifico

Figura 2.3.1. Enzimas cicloxigenases 2 e 1 (diferenciadas pelos aminoacidos valina e isoleucina,

respetivamente) (Adaptado de Solomons DH, 2007 and Klippel at al., 2001).

2.3.1.1. Etoricoxib, um AINE

Farmacologicamente, o Etoricoxib, € uma molécula pertencente a familia de
analgésicos chamados anti-inflamatorios nao esteroides (AINE) de administracdo oral,
cuja substancia ativa é o Etoricoxib Alter, sendo comercialmente denominado EXXIV.
Quanto as suas propriedades, a Etoricoxib ajuda a reduzir a dor e inchaco (inflamacao)
nas articulacoes e nos musculos de pessoas com idade igual ou superior a 16 anos,
comosteoartrose, artrite reumatoide, espondilite anquilosante e a gota (INFARMED,
aprovado a 01.07.2013). Apresenta efeitos secundarios como: dor de estomago forte
ou persistente ou se as fezes se tornarem negras. Pode apresentar reacoes alérgicas
que podem incluir problemas na pele, como, ulceras ou vesiculas ou inchaco face,
labios, lingua ou garganta, que podem causar dificuldades em respirar. Quimicamente,
o Etoricoxib (ETX) é b5-cloro-3- (4-metanossulfonilfenil) -2- (6-metilpiridin-3-il)
piridina, com formula molecular C1sH1sCIN,O,S (Feng et al., 2018; Kuchana et al., 2014;
Singh., et al., 2012). De acordo as literaturas consultadas, o Etoricoxib, pode
apresentar comprimentos de onda com maximo de absorvancia de 233nm e 284nm.
Neste trabalho, considerou-se a absorvancia de 233nm, por apresentar valores
semelhantes ao experimental no Espectrofotdometro de UV_vis. Quanto ao mecanismo

de acao, o Etoricoxib € um inibidor da isoforma 2 da enzima ciclooxigenase (COX-2).
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Tem uma seletividade de aproximadamente 106 vezes para a inibicao da COX-2
relativamente a COX-1. Isso reduz a geracao de prostaglandinas (PG) a partir do acido
araquidonico. Entre as diferentes funcdes exercidas pelos PG, deve-se destacar seu
papel na cascata da inflamacao. Os inibidores seletivos da COX-2 mostram menos
atividade na COX-1 em comparacao com os anti-inflamatorios nao-esteroides
tradicionais (AINE). Esta atividade reduzida € a causa da reducéo dos efeitos colaterais
gastrointestinais (Feng et al., 2018; Kuchana et al., 2014; Singh et a.l, 2012).
Apresenta os seguintes excipientes: no nucleo: hidrogeno fosfato de calcio (anidro),
croscarmelose sodica, estearato de magnésio, celulose microcristalina. E, no
revestimento do comprimido: hipromelose, dioxide de titanio (E171) e triacetina. Os
comprimidos de 30, 60 e 120 mg, contém também oOxido de ferro amarelo (corante E
172) e indigotina (corante E 132) (Feng et al., 2018; Kuchana et al., 2014; Singh et al.,
2012).

A figura 2.3.1.1, apresenta a estrutura quimica do Etoricoxib.

SO, Me

Me

Figura 2.3.1.1. Estrutura quimica do Etoricoxib (Adaptado de Singh et al., 2012).

2.3.1.2. Diclofenac Alter, um AINE

Farmacologicamente, € uma molécula pertencente a familia de analgésicos chamados
anti-inflamatorios nao esteroides (AINE) de administracao oral, cuja substancia ativa
é o Diclofenac sodico, sendo comercialmente denominado Voltaren. E derivado do
acido fenilacético, que diminui a permeabilidade capilar dos tecidos inflamados

(Palomo, Ballesteros and Frutos, 1999).

Apresenta propriedade como Anti-inflamatdria, Antirreumatica, Analgésica e
Antipirética. Provoca efeitos secundarios no trato gastrointestinal que em casos
isolados provoca estomatite aftosa, glossite, lesoes esofagicas, estenoses intestinais,
perfuracoes do intestino grosso. E, no sistema nervosa central, pode causar alteracoes
sensoriais, incluindo parestesias, perturbacoes da memdria, desorientacao, depressao,
ansiedade etc (INFARMED, aprovado a 11.11.2014)

A inibicao da formacao de prostaglandinas pela inibicao da Ciclooxigenase (COX) é o

principal mecanismo de acao (Palomo, Ballesteros and Frutos,1999). Apresenta os
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excipientes seguintes: Carboximetilamido sodico, lactose mono-hidratada, povidona K
30, celulose microcristalina, Silica coloidal anidra, Estearato de Magnésio, Amido de
Milho, Hipromelose, Macrogol, Di6xido de Titanio (E172), Oxido de Ferro amarelo
(E172), Eudragit L 30 D e Triacetina (INFARMED, aprovado a 11.11.2014).

Quimicamente, o Diclofenac, é acido [2-(2,6-diclorofenil) amino] fenilacético,
apresentando a formula molecular C14H11Cl2NO2, com um maximo de absorvancia de

276 nm (Palomo, Ballesteros and Frutos, 1999).

Do ponto de vista da sua estrutura, € um hibrido entre derivados da classe do acido
fenamico e do acido acético. A sua caracteristica € a presenca de um grupo amino
secundario (N-H) em ponte com dois anéis aromaticos, representando a fonte de uma
série de pontes de hidrogénio intramoleculares em direcao a um atomo de cloro e a
um grupo carboxilico do outro anel aromatico desta molécula. Apresenta ainda, outras
pontes de hidrogénio entre grupos carboxilicos de duas moléculas diferentes do
farmaco, formando, assim, um dimero. A forma de dimero representa uma unidade
estrutural do estado solido do Diclofenac, como a da maioria dos acidos carboxilicos.
Todas estas ligacoes envolvem grupos hidrofilicos no interior do dimero inter e
intramolecularmente e, portanto, torna o farmaco menos disponivel para interacoes
intermoleculares com o meio ambiente, como as moléculas de agua do solvente (Fini,
Cavallari and Ospitali, 2010).

NH

Figura 2.3.1.2. Estrutura quimica do Diclofenac (Elaborado por Maielano B.J.P.; Curto J.M.R
e Mariti H.N., 13.04.2018; sala 4.18; 9h)

A tabela 2.3.1. apresenta o resumo comparativo entre as duas moléculas terapéuticas.
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Tabela 2.3.1.Resumo comparativo entre as duas moléculas terapéuticas

Moléculas Nome Principio Prop. Efeitos Excipien Mec.
. . IUPAC . =
terapéut. comercial Ativo terap Sec tes acao
Dor de Celulose
L . . o Anti- estomago Inibicao
Etoricoxib Exxiv 1 Etoricoxib flamatério e microcris ~ cox-2
Ulcera talina
. . Estomatite  Celulose —
Diclofenac  Voltaren *2 Diclofenac Anti- e microcris  Mipicao
Sodico Inflamatorio . cox-2
aftosa talina

*1_ 5-cloro-3- (4-metanossulfonilfenil) -2- (6-metilpiridin-3-il) piridina. Apresenta férmula molecular
C18H15CIN202S.

*2_ acido [2-(2,6-diclorofenil) amino] fenilacético. Apresenta formula molecular C14H11Cl2NO2

2.4. Técnicas de carateriza¢cao dos materiais fibrosos poliméricos

No desenvolvimento deste trabalho, algumas técnicas serdo utilizadas com o fim de
caraterizar os materiais produzidos. Assim, para além das técnicas microscopicas que
obedecem a norma SO, outras consideradas macroscopicas como, o Microscopio
electronico de Varrimento (SEM), o angulo de contacto e a Espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-ATR) serao determinantes nesta
caraterizacao. De igual modo, o programa ChemSketch sera importante na modelacao

estrutural das moléculas.

2.4.1. Método de caraterizacao pelo Morfi

O MORFI (Morphological Fibre) acoplado ao computador, é um equipamento de
medicao biométricas das fibras, por analise de imagem que permite através do
software, obter o comprimento (ponderado em comprimento), o diametro médio das
fibras e percentagem de finos presentes. De acordo este software, os finos sao todas

as particulas analisadas com comprimento inferior a 200pm.
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2.4.2. Método de caraterizacao pelo SEM

O microscopio eletronico de varrimento (em Inglés SEM), é uma técnica capaz de
produzir imagens de alta definicao da amostra. Para imagens SEM convencionais, as
amostras devem ser eletricamente condutoras e ligadas ao suporte para evitar a
acumulacao de cargas eletrostaticas na superficie. A interacdao do feixe com a
superficie da amostra provoca a emissao de eletroes que sao detetados num detetor
de alta resolucao e a partir desse sinal é realizada a imagem superficial da amostra. A
partir das imagens obtidas por SEM é possivel retirar informacao sobre a rugosidade,
porosidade (ou agregados de particulas) e diametro das particulas da amostra em causa
(Soccio et al, 2007). No mesmo equipamento € ainda possivel efetuar uma analise
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) que € uma técnica analitica usada para

determinar a composicao quimica duma amostra.

2.4.3. Método de caraterizacao pelo angulo de contacto

A afinidade do liquido com a superficie sélida denominado por “molhabilidade” pode
ser aferida pelo angulo de contato entre o contorno da superficie da gota e a interface
liquido/sélido, que se denomina angulo de contacto. Esta € uma técnica de superficie
que permite determinar o caracter hidrofobico e hidrofilico da estrutura matricial com
a agua. Sobre a superficie de cada amostra solida, é depositada uma gota e é captada
uma imagem da gota por uma camara digital. Os angulos de contacto sao medidos com
recurso a um programa existente no mesmo equipamento. Esse programa faz o ajuste

do perfil da gota tendo em conta a equacao de Young (ys -y -y c0s0=0), e traca uma

tangente ao perfil da mesma, a partir da qual se determina o angulo de contacto entre

o liquido e a amostra (Stay, 2009).

2.4.4. Método de caraterizagao pelo grau Schopper-Riegler

0 grau Schopper-Riegler ou grau de drenabilidade, € um método relacionado com a
velocidade de perda de agua da folha em formacao. Consiste em drenar uma suspensao

de 2g fibras a 20°c diluida a 1 litro através de uma malha (Norma ISO 5267).
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2.4.5. Método de andlise pelo Espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier acoplada a técnica de reflexao total (FTIR-ATR)

A técnica de FTIR-ATR é utilizada para determinar os compostos presentes nas
amostras. Permite obter espectros de absorcao associados a vibracdo das ligacoes
quimicas dos constituintes da amostra (Zorba et al, 2007; Umare et al, 2007). O
principio fisico baseia-se na interacao de um feixe de radiacao electromagnética com
a amostra na regiao do infravermelho. Quando a frequéncia da radiacao incidente se
aproxima de uma das frequéncias da vibracao de um determinado grupo molecular, a
amostra absorve energia o que origina um pico de absorcao no espectro. Desta forma,
possibilita identificar espécies, grupos funcionais e ligacdes entre os elementos que
constituem o material. Existem varios tipos de vibracoes possiveis, identificaveis
através da frequéncia de vibracao dada pelo nimero de onda caracteristico, e desta
forma é possivel identificar qual o grupo funcional das moléculas da amostra (Zorba et
al, 2007; Umare et al, 2007). A transformada de Fourier apresenta vantagens como:
maior velocidade e maior sensibilidade, podendo coletar dezenas de amostras e
guarda-las na memoria de um computador. Quando se realiza uma transformada de
Fourier na soma dos interferograma guardadas, pode-se obter um espectro com uma

razao melhor de sinal/ruido (Solomons, 2001).

2.5. Representacao 3D estrutural das moléculas

Na Quimica, as representacoes estruturais sao consideras fundamentais na natureza do
conhecimento quimico, por estar ligado a interpretacoes de imagens utilizadas para
representar conceitos. Na Quimica organica em particular, programas de estruturacao
molecular sao capazes de virtualizar estruturas planas e tridimensionais, através de
varios softwares. Entre os softwares, € utilizado o Chemsketch, para desenhar
estruturas, incluindo compostos poliméricos (Goncalves et al., 2014).

As representacoes lineares (2D) dos diferentes materiais, apenas ilustram os atomos
ligados entre si. Ao passo que as tridimensionais (3D), fornecem inclusive as posicoes
espaciais destes atomos. Por esta representacao, as moléculas assumem uma
conformacao de mais baixa energia, permitindo a boa compressao dos processos

biologicos a nivel atomico (Curto et al., 2016; Ferreira et al., 2016).
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2.5. Simulacdo computacional e Modelacdo 3D de redes de

Materiais poliméricos das estruturas

No desenvolvimento e caraterizacdo de SEF na area de Quimica Medicinal, a otimizacao
das propriedades estruturais para alcancar funcionalidades pretendidas é
fundamental. Para tal, a utilizacao de modelos computacionais 3D demonstrou ser uma
ferramenta de elevado potencial para melhorar a eficacia dos sistemas de entrega. A
estrutura 3D e a porosidade de SEF poliméricos sao determinantes para otimizar a
funcao de transporte e libertacao de farmacos a partir destes sistemas (Bhardwaj et
al. 2013).

A simulacao computacional apresenta algumas vantagens, quando comparado com os
sistemas produzidos laboratorialmente como: a economia do tempo e dos recursos
experimentais, para além de permitir a compreensao das interacoes entre os SEF e os
farmacos, na medida em que estes farmacos se encontram neste formato 3D (Curto et
al., 2011).

0 desenvolvimento de sistemas de entrega de farmacos (SEF) ou Drug Delivery Systems
(DDS) é uma area atual e que conjuga investigacoes na area da Quimica Medicnal na
qual se destacam os seguintes artigos de revisao (Khalil et al., 2013; Dufresn, A. and
Lin N., 2014; Butun et al., 2011; Ummadi et al., 2013; Zimmermann et al., 2009;
Lavoine et al., 2012; Shaik et al., 2012; Liechty et al., 2010; Lopes et al., 2005;
Oliveira et al., 2006; Bhardwaj et al., 2013).
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3. Materiais e métodos

3.1. Materiais
3.1.1 Materiais Fibrosos

e Pasta de Eucalyptus globulus branqueada obtida pelo processo Kraft nao
refinada,

e celulose nanofibrilada (CNF),
e celulose microfibrilada (CMF),
e carboximetilcelulose (CMC).

3.1.2 Reagentes

e alginato Sodico,
e Cloreto de Calcio (CaCly),
e Diclofenac

e Eterocoxib

A CMF foi produzida a partir de pasta Kraft de Eucalyptus globulus, utilizou-se um
tratamento mecanico designado por refinacao, com a pasta a uma consisténcia de 10%,
num refinador PFl, de acordo com a norma ISSO, fazendo uma refinacao com 9000
revolucoes. As fibras foram colocadas em suspensao utilizando um processo designado
por desintegracao, utilizando-se a agua desmineralizada. A desintegracao das pastas
fez-se segundo a norma ISO 5269, um desintegrador, marca Karl Frank GMBH-BIRKNAU.
Utilizou-se um agitador continuo com velocidade regulada para manter as fibras em
suspensao da marca Heidolph. Utilizou-se agua desmineralizada ou agua destilada em
todas as experiéncias.Para incorporacao nos SEF, foram usados o Diclofenac puro para
a reta de calibracao, o Diclofenac e Etoricoxib na forma de comprimido (adquiridos
numa Farmacia e aprovados pelo INFARMED), ambos pertencentes a familia dos anti-
inflamatorios nao esteroides.A caraterizacao biométrica das fibras fez-se por analise
de imagem das fibras em suspensao no equipamento Morfi da TechPAP versao 7,95. O
Grau Schopper-Riegler determinou-se utilizando um dispositivo da marca AB Lorentzen
e Wettre, para medicao do grau de drenabilidade das pastas e assim acompanhar a

refinacao das fibras. O Microscopio Eletronico de varrimento (MEV) ou em Inglés SEM
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tem marca Hitachi (Tokyo, Japan, modelo S$-2700, Quorum Technologies, United
Kingdom e utilizou-se para caraterizacao morfologica das fibras de celulose. O angulo
de contacto for medido num equipamento da marca OCAH 200, para a caraterizacao
da superficie das estruturas em folha. O Micrometro, marca Adamel Lhomargy-CASSEL,
utilizou-se para determinacao das propriedades estruturais das folhas de papel. Com
excecdo do SEM que é pertenca do Laboratério Otico da faculdade de Ciéncias da
Salde, todos os outros equipamentos sao do laboratorio de Investigacao de Fibras do

Departamento de Quimica, Unidade FibEnTech da Universidade da Beira Interior.

Para a elaboracao das solucdes tampao utilizadas nos estudos cinéticos de libertacao,
utilizaram-se os seguintes produtos quimicos: o Fosfato de Potassio dibasico (K;HPO.),
o Fosfato de Potassio monobasico (KH,PO.), a agua destilada e o Acido Cloridrico (HCL).
Todos os reagentes se encontram no laboratoério referido, com grau de pureza e
fornecedor indicados nas fichas técnica dos reagentes. Neste estudo, utilizou-se
também uma placa de aquecimento e agitacdo, com velocidade controlada, marca
Heidolph, modelo MR3001K, pertencentes ao laboratoério de Investigacao de Fibras do

Departamento de Quimica da Universidade da Beira Interior.

Quanto a analise da absorvancia das moléculas terapéuticas utilizou-se o
espectrofotometro, marca Helios Omega UV- Vis Thermo Scientific, pertencente ao
laboratorio dos materiais fibrosos e Tecnologia Ambiental da Unidade de investigacao
FibEnTech da Universidade da Beira Interior. Também foi usada uma célula de quartzo
QS-10,00um, fornecida pela professora Joana Curto. Para analise quimica dos grupos
funcionais no infravermelho, foi utilizado o espectrofotometro FTIR-ATR, marca
Nicolet IS 10 Thermo Scientific, do departamento de Quimica da Universidade da Beira

Interior.

Utilizaram-se ainda outros equipamentos como a balanca analitica marca Mettler,
modelo Toledo AG104, para determinacao das massas; o medidor Metrohm, modelo
827 pH lab, para a determinacao dos valores de pH e a balanca de infravermelhos,

marca Mettler, modelo LJ16 Moisture Analyzer, para determinacao do TMS.

Para a modelacao molecular das estruturas, utilizou-se o programa Chemsketch, versao
12.0, disponivel na sala de Informatica 4.18, do Departamento de Quimica da
Universidade da Beira Interior. Foi igualmente usado Microsoft Office Excel 2010, para
analise estatistica. Para a simulacao das mesmas utilizou-se um simulador de materiais
fibrosos desenvolvido e validado (Curto et al.,2011) em MATLAB® versao 7.9.
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3.2. Métodos

Neste capitulo, sdao apresentados os procedimentos para o alcance dos objetivos

estabelecidos, seguindo a metodologia apresentada na figura 3.1.

Estudos Simulacao
cinéticos computacional

W S

Caracterizacao

Figura 3.1 Esquema resumos da metodologia adotada no trabalho

3.2.1. Determinac¢ao do teor de massa seca (TMS)

O conhecimento do teor de massa seca é fundamental para que se possa utilizar a
fibra, pois permite que se obtenha com exatidao a quantidade seca de celulose na
amostra. Aplica-se a materiais hUmidos, ou higroscopicos como a celulose, sujeitos a
aquecimento em condicoes controladas de laboratorio, extraindo toda a agua possivel,
afim de se obter um material completamente seco. Utilizou-se uma balanca de
infravermelhos, marca Mettler para determinar a percentagem do material celuldsico
seco. A figura 3.2 apresenta uma fotografia da balanca de infravermelhos, que

permitiu a determinacao do teor de massa seca.

Figura 3.2. Medidor de Teor de Massa Seca

3.2.2. Tratamento por desintegracao das fibras de Eucalyptus globulus

Apds a determinacdao do TMS, uma quantidade de pasta seca de 30g de um lote
selecionado de Pasta de celulose Kraft foi sujeita a desintegracao, para que fosse

possivel separar as fibras, e obter uma suspensao de fibras, ou pasta. Para tal, efetuou-
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Os procedimentos relativos da desintegracao foi realizada segundo a norma ISO 5263,
gue se encontra no anexo B. As imagens da figura 3.3 ilustram os principais elementos
usados na desintegracao, desde o desintegrador, onde as fibras de celuloses sao
colocadas em suspensao; o agitador continuo acoplado ao balde, que faz com que as
fibras nao se aglomeram; o formador dinamico, onde as folhas sao produzidas até a

consequente formacao das folhas.

Figura 3.3. Principais equipamentos usados para a formacao das folhas em papel.

a) Desintegrador; b) Agitador continuo acoplado ao balde; ¢) Formador dinamico; d)
Folhas em papel formadas a partir do formador dinamico.

3.2.3 Producéao laboratorial da CMF a partir da Pasta Kraft de Eucalyptus
globulus

A celulose microfibrilada (CMF), foi obtida por método mecanico, designado de
Refinacao, a 10% de consisténcia, antecedido de desintegracao segundo as normas 5263
e 5264 e 5269 (as normas utilizadas nas etapas de producao laboratorial da CMF
encontram-se no anexo B). A refinacao € uma acao mecanica que permite a obtencao
de fibras mais flexiveis e homogeneizadas e posteriormente a obtencao de estruturas
com poros mais reduzidos (Chinga-Carraco, 2011). Por este processo, sao quebradas
algumas ligacoes de pontes de Hidrogénio entre as fibras, bem como a fibrilacao da
parede celular, podendo ocorrer a producao de finos devido as fortes forcas de
cisalhamento, que podem por vezes conduzir a rutura da fibra e diminuicao do seu
commprimento. A refinacao foi efetuada em laboratério num refinador PFl (Figura
3.4), segundo a norma ISO 5264, usando-se em cada ensaio 30 gramas de pasta com
consisténcia de 10% e durante 9000 revolucdes. Os procedimentos desta operacao,
estao descritas no anexo B3. A figura 3.4 € uma fotografia do Refinador (PFI Mill-Elnor)
do laboratorio 1, da Unidade FibEnTech da Universidade da Beira Interior, que se

utilizou para a fibrilacao das fibras de celulose.
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Figura 3.4. Refinador (PFI Mill-Elnor)

3.2.4. Formacgao das Estruturas

A partir da Pasta Kraft de Eucalyptus globulus, foram produzidas as estruturas em folha
utilizando pasta nao refinada e pasta refinada (CMF), que serviu de base para producao

dos SEF. A formacao das estruturas obedeceu a norma ISO 5269 (ver anexo B).

Na figura 3.5. encontram-se fotos da pasta seca se celulose e da pasta de CMF (10%

consisténcia) obtida laboratorialmente a partir de pasta Kraft de Eucalyptus globulus.

g 2 =

Figura 3.5.a) Imagens das folhas de Pasta Kraft de Eucalyptus globulus; b) Pasta de Celulose
microfibrilada (CMF) obtida a partir de Pasta Kraft de Eucalyptus globulus

3.2.5 Producao de uma estrutura em filme de dupla camada com CMF e CNF

Foi desenvolvido um método para producao de uma estrutura contendo CMF e CNF que
consistiu na associacao da celulose micro e nanofibrilada em folha de dupla camada.
Para o efeito prepararam-se suspensoes de CNF e CMF com 0,01% de CMC. Numa
primeira etapa, foi despejada a suspensao de CMF num Buchner com papel de filtro e
numa segunda etapa a suspensao de CNF, numa quantidade de 50mL para ambas. O
tempo de duracao da drenagem do filme foi de 52 minutos. Seguidamente, a folha foi
colocada no disco e no empilhador e conservada no laboratério condicionado (50% de
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humidade relativa e temperatura de 22°C, de acordo com a norma ISO 5269) de forma
a manter as mesmas condicdes de humidade e temperatura.

Nota: As folhas produzidas e utilizadas no ambito deste trabalho para a caracterizacao
e comparacao da celulose nao refinada e CMF nao foram prensadas, sendo esta uma
modificacao da norma que se justifica para se poderem obter estruturas mais porosas

(menos compactadas por prensagem).

3.2.6. Caraterizacao biométrica das fibras de Eucalyptus globulus utilizando

o Morfi

A caraterizacao morfologica da suspensao de fibras foi realizada através do
equipamento de medicao por analise de imagem denominado, MORFi (Morphological
Fibre) acoplado a um computador, como mostra a Figura 3.5.6 A determinacao de
tamanhos das fibras e quantidade de finos foi realizada de acordo com o manual do

equipamento.

A figura 3.6. inclui uma fotografia do equipamento MORFI (aberto e desligado) e uma
imagem dos resultados obtidos no ecra do computador durante uma analise. Nesta
imagem em tempo real podemos observar as fibras e os finos presentes na amostra

analisada.

Figura 3.6. Equipamento MORFI para caraterizacdo biométrica das fibras.

Foram analisadas duas amostras de pasta, sendo uma nao refinada e a outra refinada
(CMF), ambas com CMC a 0,01%.
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3.2.7. Caraterizacdo da drenagem das pastas de fibras de Eucalyptus

globulus utilizando o grau Schopper-Rieder (SR)

O grau SR é uma propriedade que indica o grau de dificuldade na drenagem das pastas
e que esta relacionada com as caracteristicas quimicas e morfoldgicas das fibras.
Consiste em drenar uma suspensao de 2g fibras a 20°C diluida a 1 litro através de uma
malha. A agua vai drenar para um funil que contém duas aberturas com diametros
diferentes e a alturas diferentes. Se a drenagem for muito rapida, a agua acumula no
cone e sai maioritariamente pela abertura superior e de maior diametro, caso
contrario, a agua escoa pela abertura inferior. A agua que escoa pela abertura superior
cai num copo graduado de 100 a 0, base para o topo, de tal forma que, se a drenagem
for muito facil, a estrutura sera mais aberta e o grau Schopper-Riegler sera mais baixo.
Caso contrario, a estrutura sera mais fechada e consequentemente, maior sera o grau
Schopper-Riegler. O método para determinacdao do grau Schopper-Riegler (°SR) foi
realizado segundo os procedimentos da norma I1SO 5267 (anexo B7) para a pasta nao

refinada e refinada (CMF).

A figura 3.1.2.5.2. Apresenta a imagem do equipamento que permitiu a determinacao

do grau Schopper-Riegler das estruturas.

Figura 3.7. Medidor Grau Schopper-Riegler

3.2.8. Caraterizacdo morfologica das fibras de celulose de Eucalyptus
globulus provenientes de pastas Kraft utilizando Microscopio Electrénico de

Varrimento (MEV)
Para analise neste trabalho, foram utilizadas fibras de celulose de Eucalyptus globulus
provenientes de pastas Kraft. Estas pastas foram desintegradas e refinadas de forma a

obter fibras de celulose microfibrilada (CMF).
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O procedimento de preparacao da amostra para o MEV (ou SEM em Inglés) consistiu no
corte da amostra em na sua colocacao num suporte de aluminio com ajuda de uma fita
adesiva, em dois planos, o xy da face da folha e 0 z da espessura da folha. Em seguida
as amostras foram revestidas de ouro de modos a torna-las condutoras, usando um
sputter Quorum Q 15 OR ES, e por fim colocadas no microscopio eletronico.

A figura 3.8. ilustra o equipamento SEM da Faculdade de Ciéncias de Saude da UBI

utilizado para a analise das amostras, com a assisténcda Doutora Ana Paula Gomes.

Figura 3.8. Equipamento SEM da FCS da UBI

3.2.9. Caraterizacao superficial das estruturas em folhas utilizando o dngulo
de contacto

A determinacdo do angulo de contacto entre uma estrutura em folha (ou filme) e a
gota de agua colocada, é uma técnica de caracterizacao da superficie que permite
determinar o caracter hidrofébico ou hidrofilico da estrutura em que se coloca a agua.
Foram analisadas varias amostras de folhas nao refinadas e folhas refinadas (CMF) com
o aditivo CMC com diferentes concentracées (0,1%, 0,01% e 0,001%), tendo sido
realizados trés ensaios para cada tipo de folha.

Para a analise das amostras, usou-se os procedimentos descritos por Stay, 2009 e o
manual do equipamento. Sobre a superficie de cada amostra foi depositada uma gota.
Posteriormente é captada uma imagem da gota por uma camara digital e os angulos
de contacto sao medidos com recurso a um programa existente no mesmo
equipamento. Esse programa faz o ajuste do perfil da gota tendo em conta a equacao

de Young (ys -yg( -Y| c0s8=0), e traca uma tangente ao perfil da mesma, a partir da

qual se determina o angulo de contacto entre o liquido e a amostra.
Aimagem 3.1.2.5.4. ilustra o equipamento de angulo de contacto e o resultado da gota

sobre uma superficie.

Universidade da Beira Interior Benjamim J.P.Maielano 5,



tangente a superficie
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Figura 3.9. a) Equipamento de angulo de contacto (b) esquema da gota sobre a superficie
(Adaptado de Feng L. et al., 2002).

Se o espalhamento da gota for completo, o angulo de contacto tende a zero,
correspondendo a materiais hidrofilicos. Quanto menor € o valor mais afinidade o

material tem com a agua. Se o angulo de for maior que 90° o material é hidrofobico.

3.2.10. Caraterizacao das Estruturas

Apds serem produzidas, as folhas de pasta Kraft de Eucalyptus globulus nao refinadas
e refinadas (CMF) caraterizaram-se com base nas suas propriedades fisicas estruturais

determinando-se a espessura, gramagem e porosidade.

3.2.10.1 Espessura

A Espessura refere-se a distancia entre as duas faces da estrutura em folha e mede-se
em milimetros (mm). Para determinacdo da Espessura, utilizou-se o equipamento de
medicao denominado Micrometro. Para este ensaio foram efetuadas trés leituras por

cada folha. A figura 3.10 apresenta o equipamento utilizado para medicao da Espessura

das estruturas de folha em papel.

Figura 3.10. Micrometro, medidor da Espessura das folhas de papel
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3.2.10.2 Gramagem

A gramagem consiste na massa da estrutura por unidade de area e expressa-se em
g/m?, Para este ensaio produziram-se folhas com 60 g/m?, segundo a Norma ISO 536.
Como se pretendia produzir folhas com uma gramagem de 60+2,0 g/m? e as folhas sao
circulares e de 20 cm de diametro. Apresenta-se um exemplo dos calculos que se
utilizaram para determinar o volume da suspensao a utilizar para obter a massa

pretendida para as folhas, em base seca, segundo a norma 1SO 5269.
Area da folha isotropica = 0,02138 m?

1 m? de papel < 60 gramas o.d.

0,02138 m? de papel < X gramas o.d. ; X=1,28g

Determina-se a consisténcia da pasta no recipiente de 6l tirando uma amostra de
volume conhecido e determinado a massa seca. Para uma amostra tirada do
reservatorio com a suspensao da pasta em agitacao continua de 400 mL de suspensao
de fibras e uma massa de 1,55g seca (0.d. ou “oven dried” ou “seca em estufa”) de

fibras (exemplo de consisténcia determinada através da folha teste)

Calculam-se o volume (ml) de suspensao de fibras que tem 1,28 g de pasta seca.

3.10.3. Porosidade
A porosidade é definida como sendo a razao em percentagem entre o volume dos poros
do papel e seu volume total e determinou-se utilizando os valores da massa e espessura

utilizando uma folha de calculo em excel

p = volume total - volume vazio/volume total *100, onde:

e Volume total da folha= Area de base*altura. A drea da base =+ r2e r*=d/2
e Volume vazio (volume da celulose) — p = m/v (volume do vazio)e v=m/p
Utilizou-se um valor de densidade da celulose de 1,5 e um valor de raio da folha de

8,305 cm. Os valores de espessura e massa das folhas foram determinados para dez

folhas e utilizadas suas médias ponderadas.

3.11. Caraterizacdo das estruturas de folha utilizando Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier ATR

A técnica de FTIR-ATR foi utilizada para determinar quais grupos funcionais presentes
e 0s 0s compostos presentes nas amostras. Para analise das amostras foi usado o

Espectrofotometro, marca Nicolet IS 10.
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3.12. Producao dos Sistemas de Entrega de Farmacos

Os sistemas de entrega de farmacos, foram produzidos em laboratorio, na forma de
esferas, seguindo procedimentos adaptados da literatura (Vijayalakshmi, Gomathi, and
Sudha 2014). Produziram-se SEF na forma de esferas, e procedeu-se a incorporacao
nos sistemas poliméricos das moléculas terapéuticas: o Diclofenac e o Etoricoxib.
Ambas as moléculas pertencem a mesma familia dos anti-inflamatdrios nao esteroides
(AINE) com propriedades medicinais similares. Utilizaram-se as moléculas contidas nas
formas comerciais e o Diclofenac de pureza analitica para a determinacao da reta de
calibracao. As esferas foram preparadas por mistura da solucao de Alginato 2% (m/v)
com a matriz refinada de CMF em suspensao e com as moléculas terapéuticas na mesma
proporcao, com homogeneizacao a 1000 rpm, durante cerca de 30 minutos. Apds este
processo, a mistura preparada foi em seguida adicionada gota a gota a uma solucao de
CaClyp 0,02M, com o auxilio de uma pipeta graduada, de forma a obter os SEF na forma
de esferas. Estas esferas foram deixadas nesta solucao durante 24 h. Por fim, as esferas

foram filtradas e enxaguadas e lavadas com agua destilada, seguindo-se a sua de

secagem, sendo o total de esferas produzidas cerca de 120, e a sua massa determinada.

Aimagem da figura 3.1.2.6. ilustra os sistemas produzidos em laboratério e conservado

para posterior analise.

Figura 3.11. a) Sistemas de entrega de farmaco (SEF) produzidos em laboratério; b)
conservacao dos SEF na solucao de CaCla.
Produziram-se de sistemas de transporte com o Diclofenac puro para se poderem
comparar com os sistemas produzidos com as moléculas terapéuticas contidas nos
comprimidos comerciais aprovados pelo INFARMED com dosagem conhecida. Utilizou-
se Diclofenac de pureza analitica incorporado com uma suspensao de CMF refinada
(0,01% CMC) e seguiram-se os procedimentos ja descritos para a producao dos sistemas

de transportes.

Universidade da Beira Interior Benjamim J.P.Maielano 5,



3.13. Estudos cinéticos de libertacao das moléculas terapéuticas

Os Estudos Cinéticos, consistiram na retirada de amostras ao longo dum determinado
tempo e analisadas as suas absorvancias, através do Espectrofotometro de Uv-vis. Os
estudos realizaram-se em laboratorio seguindo procedimentos descritos por
Vijayalakshmi, Gomathi, and Sudha 2014 (ver anexo C1).

Os ensaios envolveram as esferas produzidas em laboratério com incorporacao de trés
moléculas terapéuticas, sendo uma pura (Diclofenac) e outras duas de formulacoes
comerciais (Diclofenac e Etoricoxib). Foram preparadas trés solucoes, sendo a solucao
tampao HCl, para igualar o pH do estomago (2), a solucao tampao fosfato, para igualar
o pH do intestino (6,6) e outra solucao tampao fosfato, para igualar o pH da corrente
sanguinea (7,4). A figura 3.1.2.7. ilustra o fenémeno da desintegracao do farmaco de
Diclofenac a partir dos sistemas nos minutos 20 e 60 do ensaio, bem como o

Espectrofotometro que serviu de analise das absorvancia.

I

Figura 3.12. Estudos cinéticos de libertacao das moléculas terapéuticas. a) Esferas em solucao
tampao nos minutos 20 e 60 dos ensaios; b) Desintegracao completa dos SEF; c)

Espectrofotometro Uv-vis, que serviu para a analise da absorvancia das amostras.

3.3. Caraterizacao estrutural e simulacdao computacional das
estruturas
Utilizaram-se simulacdes computacionais para obter as representacdes estruturais das

moléculas 3D a das estruturas das matrizes formadas com as fibras utilizados.

3.3.1. Representacado das moléculas em 3D
Utilizou-se o software ChemSketch, para a representacao estrutural das moléculas em

estudo. As representacoes lineares (2D) das diferentes moléculas ilustram os atomos
ligados entre si e as representacdes tridimensionais (3D), fornecem as posicoes
espaciais destes atomos. Fizeram-se as estruturas 3D da moléculas mais importante
dos SEF, para se visualizarem os grupos funcionais dos monémeros dos materiais
poliméricos como o alginato de sodio, a celulose e seus derivados (CMC) bem como dos

farmacos incorporados (Diclofenac e Etoricoxib).
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3.2.1.2. Simulacdao computacional das estruturas

Produziram-se estruturas no simulador computacional implementado e validado em
MATLAB® (Curto et al, 2011), que permitiu a modelacao computacional das fibras
celulodsicas porosas de acordo com as suas dimensoes e flexibilidades. Utilizou-se o
simulador com o proposito de comparar as simulacdes com as estruturas produzidas

em laboratorio e prever que pode acontecer com a mistura de fibras.

No simulador as fibras sao posicionadas aleatoriamente e orientadas no plano xy para
simular a formacao das estruturas 3D produzidas no laboratorio. O simulador permitiu
obter diversas imagens computacionais, que foram analisadas de forma a compreender
como seria possivel com os mesmos elementos fibrosos obter varias possibilidades para

a porosidade, dimensao e variabilidade dos poros da matriz polimérica.
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CAPITULO IV:

APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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4. Apresentacdo e discussao dos resultados

Neste capitulo, sdao apresentados, analisados e discutidos os resultados obtidos

seguindo a metodologia apresentada na figura 4.1.

Caraterizagdo biométrica
das fibras pelo Morfi e
SEM

Figura 4.1. Esquema resumo exemplificativo da metodologia seguida

4.1. Caraterizacao biométrica das fibras de Eucalyptus globulus
utilizando o MORFI

Caraterizaram-se as pastas de celulose nao refinadas e refinadas (celulose
microfibrilada) obtidas a partir de pasta Kraft branqueada de Eucalyptus globulus.
Utilizou-se a CMC como aditivo com o valor de referéncia de 0,01%. Na tabela 4.1
apresentam-se os resultados da analise biométrica das pastas nao refinadas e das

refinadas.

Tabela 4.1. Caraterizacdo biométrica das fibras utilizando o MORFI

Materiais Comprimento* Largura Curvatura Massa
(Pasta m/v) (mm) (um) (%) linear(mg/m)
Nao refinada 0,8 19,3 7,4 0,07

Refinada 0,8 18,6 7,2 0,07

*comprimento pesado em comprimento
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Figura 4.1. Caraterizacao biométrica das fibras pelo MORFI

Observa-se que as fibras de ambas as amostras apresentam dimensoes aproximadas
quanto ao comprimento, largura, curvatura e massa linear. A diminuicao na largura
para as fibras de pasta refinada € consistente com a perda de parte da parede da fibra
por fibrilacdo. A percentagem de finos também foi avaliada, no entanto os valores

obtidos precisam de confirmacao.

4.2. Caraterizacao das folhas utilizando o SEM

Neste trabalho produziram-se e caracterizaram-se folhas de pasta de celulose nao
refinada e refinada.

Na figura 4.2.a) apresenta-se a imagem das folhas obtidas a partir de pastas de fibras
nao refinadas. Na figura 4.2.b) as imagens sao da mesma pasta apos refinacao e nesta
visualizam-se microfibrilas, isto é fibrilas com tamanhos na escala micro, podendo

concluir-se que é celulose micro fibrilada (CMF)

‘i OOIu rnI
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Figura 4.2.a) Imagem obtida no Microscépio Eletronico de Varrimento de pasta nao refinada e

b) pasta refinada (ampliacao de 500x).

Na figura 4.2 podem visualizar-se as microfibrilas com tamanhos na escala micro,

resultantes da refinacao das pastas.
A tabela 4.2. apresenta as dimensoes retiradas de diferentes pontos duma folha, com

uma ampliacao de 500 vezes.

Tabela 4.2. Caraterizacao biométrica das fibras celuldsicas utilizando SEM

Materiais CMC Médias biométricas das
(Pasta m/v) (%) fibras
(nm)
16,6
Nao refinada - 12,4
5,95

total: 34,95

4,44
Refinada 0,01 6,46
8,52

total: 19,42
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4.3. Determinacao das propriedades estruturais das folhas de

papel

Determinaram-se as propriedades das de folhas de papel provenientes de pastas Kraft
de Eucalyptus globulus, para além das caracteristicas biométricas e estruturais ja
descritas, foram também determinadas a espessura, a gramagem e a porosidade das
folhas.

A tabela 4.3 apresenta os resultados obtidos para as propriedades das folhas de papel:
espessura, massa e porosidade. Estes resultados médios obtiveram-se a partir da
medicao de dez folhas, e os valores da média aritmética determinaram-se utilizando
o programa Microsoft Excel. A porosidade obteve-se a partir dos valores da espessura

e da massa, utilizando os valores para a densidade da celulose e do raio conhecidos.

Tabela 4.3. Resultados da determinacao das propriedades estruturais das folhas de papel

Materiais CMC Espessura Massa Porosidade
(Pastas m/v) % (mm) (g) (%)
Nao refinada 0,1 0,194 1,3622 74
Nao refinada 0,01 0,202 1,4053 76
Nao refinada 0,001 0,205 1,417 76

Refinada 0,1 0,146 1,391 56

Refinada 0,01 0,144 1,43 66

Refinada 0,001 0,146 1,397 66

120
100
80 —
60 - mCMC

;8 I I I I I & Espessura (mm)
0 T T T T T T t Massa
®\4\ O N P u Porosidade (%)
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Figura 4.3. Determinacao das propriedades estruturais das folhas de papel

A porosidade é importante nos sistemas de entrega de farmacos, na medida em que os
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poros sao necessarios para reter as moléculas. As dimensoes dos poros também sao
importantes para retardar a sua libertacao. Pela analise dos resultados, pode-se
concluir que o tratamento por refinacao diminui a porosidade comparativamente as

fibras nao refinadas.

4.4, Caraterizacao superficial das estruturas em folhas

As folhas foram caraterizadas medindo o angulo de contacto. Este permite obter
informacao sobre a superficie, afim de determinar-se sua afinidade com a agua, ou
seja, o carater hidrofobico ou hidrofilico da folha que se esta a analisar.

Foram analisadas seis amostras, das quais, trés de folhas nao refinadas e outras com
folhas refinadas, contendo o aditivo CMC em diferentes concentracoes (0,1%, 0,01% e
0,001%). Das analises, resultaram as respetivas médias que estao apresentadas na
tabela 4.4.

Tabela 4.4. caraterizacdo superficial das estruturas e respetivos valores dos angulos de

contacto
Materiais N° CMC Média dos angulos
(Pasta m/v) pontos % de contacto (0)
Nao refinada 3 0,1 30-35
Nao refinada 3 0,01 30-35
Nao refinada 3 0,001 53 (nao tem significado)
Refinada 3 0,1 41
Refinada 3 0,01 45
Refinada 3 0,001 45

60
50

i N9 pontos

30 —

20 -~ WCMC %
10 =

0 T T T T T 1 Médiados ﬁngulos
de contacto (6)

Figura 4.4. caraterizacao superficial das estruturas e respetivos valores dos angulos de

contacto.
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Os valores do angulo de contacto inferior a 90 graus indicam o caracter hidrofilicos dos
materiais em estudo. Pode verificar-se que na pasta Kraft refinada a adicao de CMC
origina estruturas mais hidrofilicas, com valores de angulo de contato inferiores. O
valor do angulo de contato da pasta Kraft nao refinada traduz o fato de serem
estruturas muito porosas, em que ha absorcdao da gota, o que origina valores na
medicao do angulo de contato irregulares, o que significa que valor de 53 nao tem

significado efetivo.

4.5. Modelacao e andlise quimica das estruturas e moléculas
terapéuticas

A figura 4.5, apresenta as estruturas de Alginato, Celulose, CMC, Diclofenac comercial
e Etoricoxib desenhadas através do programa ChemSketch 12.0 da sala 04.18 da UBI.

Estao apresentados na forma linear (2D) e em 3D.

2D
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CMC

Diclofenac Alter

Etoricoxib
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Figura 4.5. Estruturas dos materiais desenhadas através do programa Chemsketch 12.0 na

forma linear (2D) e 3D. (Elaborado por Maielano B.J.P.; Curto J.M.R e Mariti H.N.,
13.04.2018; sala 4.18; 9h).

As representacoes em 3D permitiram uma melhor visualizacao da disposicao no espaco

dos atomos de cada molécula, mostrando deste modo as respetivas flexibilidades
conformacionais. De igual modo, permitiram a visualizacao dos volumes que ocupam
as nuvens electronicas das respetivas moléculas, além de serem visualizadas os
diferentes grupos expostos, que permitam a ligacao intra e intermolecular. Quanto as
moléculas terapéuticas, as representacoes 3D permitiram uma melhor visualizacao da

estrutura molecular, sendo que a do Etoricoxib é mais complexa que a do Diclofenac.
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4.6. Curva de Calibracao do Diclofenac

A figura 4.6 apresenta o grafico que relaciona a concentracao do Diclofenac com os
valores de Absorvancia, para um comprimento de onda de 276nm (Morais, 2017). Pode
verificar-se que a molécula do Diclofenac apresenta uma relacdo linear entre a
concentracao e a Absorvancia (r=0,9993), e que de acordo com a lei de Lambert-Beer,
pode utilizar-se a reta apresentada para calcular a concentracdao desta molécula nos
estudos cinéticos.

o
o

=l
wn

o
iS

y =27,002x + 0,0039
R = 0,9993

Absorvancia (276nm)
o o
~N w

e
o

[=]

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
Concentracao % (m/v)

Figura 4.6. - Curva de calibracao do Diclofenac (Morais,2017).
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4.7. Estudos cinéticos dos SEF

Os resultados dos estudos cinéticos apresentam-se nas figuras 4.7, 4.8 e 4.9 e 4.10.

4.7.1. Estudo cinético de libertacao do Diclofenac do SEF com CMF

J

0,025

0,020 -+

o

o

=

wn
1

Concentragdo (m/v)
o
k)
[
o

0,005 A

0,000 - . . : r )
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)

Figura 4.7 - Estudo cinético de libertacao da molécula terapéutica Diclofenac (farmaco
comercial) do SEF com CMF
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4.7.2. Estudo cinético de libertacao do Etoricoxib do SEF com CMF

N
N (O3]
1 1

Absorvancia
=
(0]
1

0,5 A

0 50 100

150

Tempo (min)

200 250 300

Figura 4.8 - Estudo cinético de libertacao da molécula terapéutica Etoricoxib farmaco

comercial) do SEF com CMF

4.7.3 Estudos comparativos

O grafico da figura 4.9 apresenta o estudo comparativo dos SEF de CMF para os dois

anti-inflamatorios em estudo.
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Figura 4.9 - Grafico comparativo com o estudo cinético de libertacao dos anti-inflamatoérios

de farmacos comerciais dos SEF com CMF
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Figura 4.10 - Grafico com o estudo cinético de libertacao das moléculas terapéutica

Diclofenac de pureza analitica do SEF com CMF e CMC 0,01%
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Os graficos da cinética apresentam o perfil de libertacao das moléculas em funcao do
tempo. Os graficos 4.7 e 4.10 permitem concluir que, durante o pH acido, nao se
libertou Diclofenac. Ja no pH do intestino, com o passar do tempo ocorreu uma
libertacao mais abrupta, quando comparando com a libertacao da CNF, tendo o
farmaco sido libertado completamente e com uma certa rapidez. A libertacao abrupta
pode justificar-se com a dimensao dos poros da estrutura formada com celulose
refinada (CMF) por esta ser mais aberta que a estrutura formada com CNF, pois as
fibras de CMF sao maiores com dimensdes de comprimento e largura na escala dos
micrometros (comprimento de 800um e largura de 19um) enquanto que as fibras de
CNF tém dimensodes de largura da ordem dos 40nm. Depois de atingir o pico maximo,
a concentracao -se parece diminuir no entanto pelo principio da conservacao da massa
sabemos que esta se mantém constante no copo do ensaio, sendo que as oscilacdes se
podem justificar com os erros experimentais associados a reposicao do liquido que se
faz quando se tiram amostras de volume para a analise por espectroscopia.

Na figura 4.9 encontra-se um grafico comparativo dos SEF de CMF a partir do qual se
pode concluir que o com SEF de CMF contendo o Diclofenac consegue-se evitar a sua
libertacao no estomago, enquanto que com o SEF de CMF que contem o Etoricoxib
ocorre libertacdo no estémago, logo a retencao do Etoricoxib ndao é eficaz pois as
estruturas libertam a molécula terapéutica no pH do estomago (120 minutos).

O grafico da figura 4.10 representa o perfil de libertacao com um sistema similar ao
do grafico 4.7 mas neste ultimo utilizou-se Diclofenac de pureza analitica, enquanto
que nos outros SEF se utilizaram as moléculas de farmacos comercias com a mesma
concentracao de principio ativo. Quando se utilizam farmacos comerciais estes tém
outros constituintes que se encontram identificados nos folhetos informativos. Neste
caso essa informacao foi analisada sendo estes outros componentes inertes. O perfil
de libertacao do Diclofenac de pureza analitica com CMF é similar, podendo concluir-
se que a libertacdo é minima no pH do estobmago (pH 2 até aos 120 minutos) e

controlada no pH do duodoneo.
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4.8. Estudos comparativos entre as matrizes de CNF e CMF no SEF

As matrizes de CMF e CNF registaram um comportamento similar de libertacao
controlada no pH do estomago, para o Diclofenac em que nao se registou nenhuma
libertacao do farmaco.

A CMF apresenta como vantagem a libertacao completa do farmaco no pH do intestino
delgado (Duodeno). Isto revela uma certa eficiéncia dos sistemas na libertacdao do
farmaco, até a corrente sanguinea. Diferentemente das CNF, as fibras de CMF separam-
se completamente em agua e suas redes sao mais abertas. Este comportamento
permite concluir que, com este sistema, existe um maior aproveitamento clinico do
farmaco no organismo. Quando se da a libertacao completa do farmaco, o sistema de
entrega formado por alginato é biocompativel, ou seja, ndo provoca qualquer problema
ao organismo. No caso o alginato este provem das algas. Por outro lado, estes sistemas
sao reais, ou seja, foram desenvolvidos com moléculas comerciais disponiveis em
medicamentos nas farmacias.

Apesar destas vantagens, a CMF apresenta algumas limitacées, pois, a libertacao
controlada no pH do intestino, faz-se duma forma rapida, se comparado com a CNF.
Isto faz com que o efeito clinico, também seja mais rapido.

No grafico da figura 4.10b) encontra-se a cinética de libertacao da CNF obtida nos
estudos de Morais 2017. A CNF apresenta vantagens tais como a libertacao controlada
do farmaco mais lenta no pH do estomago. Em contrapartida, apesar desta libertacao
lenta, constata-se que cerca da metade deste farmaco fica retido nos sistemas que
depois sao eliminados através do trato gastrointestinal. Isto acontece porque os poros
obtidos com a CNF sdao menores, pois estas também sdao menores, e as ligacdes entre
grupos OH das nanofibrilas dao origem a uma matriz mais fechada, reduzindo assim o
tamanho dos poros da matriz. Verifica-se também que libertacao controlada no pH do
intestino delgado ocorre de forma mais lenta com a CNF. Outras limitacées podem ser
o elevado custo, relacionado com a dificuldade de obtencao de nanofibrilas, bem como

as dificuldades de analise das dimensdes na escala nano.
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Figura 4.10.b) - Perfil da cinética de libertacao do Diclofenac em diferentes DDS poliméricos otimizados

através de simulacao computacional, em meios com pH diferentes (Morais, 2017).
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4.9. Caraterizacao da drenagem das pastas de Eucalyptus
globulus utilizando o grau Schopper-Riegler

Produziram-se varias amostras de celulose microfibrilada a partir de pasta Kraft
branqueada de Eucalyptus globulus. Utilizou-se a CMC como aditivo com o valor de
referéncia de 0,01%. Na tabela 4.9 apresentam-se os resultados da analise biométrica

das pastas originais e das pastas refinadas.

Tabela 4.9. Caraterizacao da drenagem das pastas utilizando o grau Schopper-Riegler

Materiais Temperatura GrauSchop
(Pasta m/v) (°C) (°SR)
Nao refinada 20 20
Refinada 20 38

i Nio refinada

u Refinada

QY (°SR)

Temperatura GrauSchop

Figura 4.9. caraterizacao morfologica das fibras utilizando o grau Schopper-Riegler

Os resultados da tabela 4.9 e do grafico 4.9. indicam que o grau Schopper-Riegler das
fibras celulosicas refinadas, € maior que o das nao refinadas. Isto significa que a
estrutura refinada é mais fechada. Os resultados permitem concluir que quanto maior
o grau Schopper-Riegler mais compactas e fechadas serao as estruturas e mais dificil é
a drenagem da agua, resultando num °SR superior (°SR de 38 para a CMF e °SR de 20

para a pasta nao refinada.

4.10. Caraterizacdo por espectrofotometria na regiao do
infravermelho (FTIR-ATR)

Pela técnica do FT-IR, foi possivel a determinacao quimica dos grupos funcionais no

infravermelho das estruturas que constituem a matriz para a producao das esferas.
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Figura 4.10. Espectro resultante da Caraterizacao por espectrofotometria na regiao do
infravermelho (FTIR-ATR)

Analisando o espectro, nota-se a presenca de um pico largo entre 3500 a 3000 cm™,
que geralmente € banda larga por ponte de Hidrogénio. Esse pico, tenciona a presenca
de moléculas com radical OH.

Nota-se ainda a presenca de dois picos, um largo (2800 cm™) e outro agudo (1600 cm-
Y ambos abaixo de 3000 cm™. Esses picos, geralmente estdao sempre presentes em
moléculas com radical _CHs.

Pode-se assim concluir, que a molécula tem dois radicais, CH; e OH, e que estes

radicais estao ligados. Neste caso, o Espectro é de uma amostra de metanol.

4.11. Estudos de simulacao computacional das estruturas e
proposta de novos SEF

A figura 4.11 apresenta um exemplo de um material fibrosos porosos de Celulose
simulado computacionalmente utilizando o simulador de materiais (Curto et al, 2011).
As simulacdes computacionais permitem testar varias possibilidades e prever a
porosidade resultante. Efetuaram-se estudos de simulacao juntando a CMF com a CNF
e estes indicam que se pode variar a porosidade das estruturas com estas duas
celuloses. Sera interessante em trabalho futuro produzir estruturas com CMF e CNF e

estudar a fazer a sua caraterizacao.

Universidade da Beira Interior Benjamim J.P.Maielano 5,



Ve S , ‘
& f“v \.\\" "‘ 3 \}'A ;
\ AN \(}§\~‘\\.

A\w‘\ i\‘ \s\')‘“ !
POBAPEE NS

N ‘u
M,“ \‘\ ‘
‘ ", ' \% \“‘. ‘h’) ~

AL f
L RS, .
‘.".?\\'X\lﬂu-‘ !

Figura 4.11. Exemplo de um material celuldsico poroso obtido utilizando o simulador validado
por (Curto et al, 2011)

Os resultados permitiram concluir que, é possivel obter a partir de um simulador
computacional, os mesmos resultados obtidos com estruturas experimentais ou seja, €
possivel garantir que as estruturas computacionais sao similares as reais produzidas em

laboratorio, apresentando a mesma porosidade e distribuicao de poros (figura 4.12).
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CAPITULO V:

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS DE TRABALHO
FUTURO
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5. Conclusdes e perspetivas de trabalho futuro

As estruturas produzidas a partir de pastas refinadas (CMC) sao hidrofilicos e
apresentaram porosidades diferentes das obtidas sem refinacao, ou com CNF. A
caraterizacao de superficies dos sistemas, feita pelo angulo de contato, indica que a
CMC, quando usada como aditivo, aumenta a hidrolilicidade das estruturas. A refinacao
€ fundamental para a obtencdo de estruturas porosas com poros de dimensdes mais
regulares, e tanto a porosidade como as dimensdes dos poros sao importantes na
cinética de libertacdao controlada do farmaco. Com o processo de refinacdo, a
porosidade diminui, pois, as estruturas de CMF refinada apresentaram menor
porosidade que as estruturas nao refinadas, permitindo que o farmaco fica retido nesta
matriz. Verificou-se que a refinacao alterou sobretudo a morfologia das paredes das
fibras, fazendo diminuir a largura, pois ocorreu microfibrilacdao. O grau Schopper-
Riegler mede a drenabilidade da pasta e permitiu confirmar que as pastas refinadas
apresentam maior valor do grau Schopper-Riegler, pois as fibras celulosicas refinadas
formam uma estrutura mais fechada e menos porosa que a pasta nao refinada. Foi
possivel produzir através de fibras celuldsicas Microfibrilada, SEF que evitam a
libertacdo do Diclofenac comercial no estomago, libertando-o no trato
gastrointestinal, evitando os efeitos colaterais na mucosa do estomago. O perfil de
libertacdao controlado e completa do farmaco sem libertacao a pH do estomago,
revelou a eficiéncia dos sistemas no direcionamento do farmaco até a corrente
sanguinea, permitindo um maior aproveitamento clinico do farmaco pelo organismo
assim como a sua funcionalidade inovadora. Os materiais celul6sicos apresentaram
uma grande influéncia na cinética de libertacao do Diclofenac, permitindo que este
nao ficasse retido no sistema de transporte. Verificou-se pelos estudos cinéticos
realizados que os SEF das moléculas terapéuticas selecionadas nao apresentam o
mesmo perfil de libertacao para e Diclofenac e o Etoricoxib. Os resultados de simulacao
computacional permitiram concluir que é possivel obter a partir de um simulador
computacional, os mesmos resultados de dados experimentais e assim conseguir uma
otimizacdo da estrutura sem ter que realizar tantas experiéncias. O simulador
apresenta algumas vantagens como, a economia do tempo e dos recursos
experimentais, para além de permitir a compreensao e previsao das misturas de fibras

para a producao dos SEF.
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Em trabalhos futuros pretende-se desenvolver sistemas de entrega de farmacos nos
quais se combine a CMF com a CNF, para um resultado mais controlado e eficaz.
Pretende-se também desenvolver sistemas em que seja incorporado um 6leo natural
na matriz. Outra perspetiva que merecera a nossa atencao, sera testar estes sistemas
em modelos in vivo. A investigacao desenvolvida e a sua continuacao podem constituir
contributos importantes para o desenvolvimento de sistemas de entrega dirigida de

moléculas com diferentes matrizes de celulose 3D.
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Abstract

The controlled release of drugs is important so that a suitable concentration of the drug
is maintained in the body for the clinically necessary time and directed at a specific site
of action to avoid side effects. In this work we intend to avoid the release of Diclofenac
in the acidic pH of the stomach (pH of 2) because it is known that has negative effect on
the gastric mucosa. The objective consisted of producing Drug Delivery Systems (DDS)
made from Microfibrillated Cellulose (MFC) for the transport of Diclofenac, allowing its
controlled release in the first part of the intestine, the duodena (pH 6.6). The DDS have
been produced using natural polymeric materials, like alginate, and cellulose derivatives
such as Carboxyl methylcellulose (CMC) and Microfibrillated cellulose (CMF). The
Diclofenac will be compared with other therapeutic molecules to be incorporated in the
innovative DDS. The methods to obtain CMF were based on the disintegration and
refining of the cellulose fibers of Eucalyptus Kraft pulp. The characterization of the
structures included the quantification of the fiber and pore dimensions using the scanning
electron microscope (SEM). The affinity with water was quantified using contact angle
technique. It was found that the refining process decreases the porosity and that, the

pore distribution, is fundamental in the kinetics of controlled release of the drug.

Key words: Microfibrillated cellulose (MFC), Diclofenac, Drug Delivery System, Gastric
side effects, pH controlled release
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Comunicacao 2
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Abstract

The Microfibrillated cellulose (CMF) can be used as a controlled release system due to
its high surface area, biodegradability, high strength and rigidity. The objective
consists in developing 3D porous molecule transport systems made from
microfibrillated cellulose (CMF) of eucalyptus globulus for dermal applications. Kraft
cellulose pulp and its derivatives, CMF and carboxylmethylcellulose (CMC) were used
as materials. The methodology consisted on the disintegration and beating of the Kraft
cellulose pulp fibers to obtain microfibrillated celulose fibres and the use of different
concentrations of CMC (0.1, 0.01 and 0.001 % m / v). The characterization of the
structures was done by measuring the weight, thickness, porosity and pore size using
ISO Standards and the Scanning Electron Microscope (SEM). The molecule chosen to be
introduced in this transport system is the essential oil of eucalyptus due to its
medicinal properties. The analysis of the results shows that the porosity of the 3D
structures obtained by disintegration is superior to the porosity of the structures
obtained by desintegration followed by refining the fibers. The 3D structures obtained
have porosity and pore sizes that can be optimized for the development of new drug

systems containing therapeutic molecules derived from eucalyptus.

Key words: Microfibrillated cellulose (CMF), Eucalyptus globulus, Drug Delivery

System, Qil essences, Porosity.
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Anexos B - Procedimentos experimentais

Anexo B1. TMS (Norma ISO 638)

1. Ligar o equipamento e aguardar aproximadamente 30 minutos para aquecer a
iresisténcia;

2. Abrir o equipamento, colocar um prato limpo na balanca e tarar;

3. Adicionar cerca de 2 gramas de amostra no prato. A amostra deve ser
homogénea e it-representativa do todo;

4. Fechar o equipamento, aquecer a 105 + 2°C durante um periodo
suficientemente longo até massa constante (nao diferindo mais do que 0,1% da
massa) e aguardar até atingir paralisacao dos sinais que indica o final do ensaio
itr(quando o peso da amostra é constante por ndo haver mais perda de agua).
HI
SEP!

O teor de massa seca, X, é dado em percentagem, pela formula:
X="2 % 100
ml
Onde:
m4 é a massa, em gramas, da amostra antes da secagem;iskr;
my é a massa, em gramas, da amostra apos secagem; it

Expressa-se o teor de matéria seca, como o valor médio de todas as determinacoes

efetuadas em paralelo.
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Anexo B2. Desintegracdo mecanica (Norma ISO 5269)

1.

2.

Hw

A partir de um lote selecionado de Pasta de celulose Kraft pesar 30 gramas e
hidratar durante a noite em agua destilada ou desmineralizada.

Perfazer um volume de 2 litros de agua desmineralizada e adicionar no
desintegrador. Nesta etapa, foi adicionado a CMC em diferentes concentracoes
(0,1%; 0,01% e 0,001%);

Fechar o equipamento e aplicar 30000 revolucoes.

Colocar num balde adicionando 6 litros de agua e colocar num agitador
continuo, de modos que a suspensao nao se aglomere.

Colocar num formador estatico, constituido por um cilindro e uma valvula de
contacto de escoamento de agua. O cilindro possui na base uma teia, onde se
depositam as fibras, que de seguida dao origem as estruturas fibrosas (folhas).
Refinar a pasta com 10% de consisténcia utilizando um refinador de pasta PFl a
9000 revolucoes.

Desintegrar a 10.000 ver., adicionar a concentracao de CMC e voltar a
desintegrar a 30000 rev.

. Apos a obtencao das folhas, estas foram colocadas num empilhador e de seguida

secas no laboratdrio de testes fisicos com humidade de 50% e Temperatura de
22°C.
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Anexo B4. Formacéao das folhas ( Norma ISO 5269)

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

A partir de um lote selecionado de Pasta de celulose Kraft pesar 30 gramas e
hidratar durante a noite a uma solucao aquosa a pH 12.

Perfazer um volume de 2 litros de agua desmineralizada e adicionar no
desintegrador.

Fechar o equipamento e programar 30000 revolucoes;

Colocar num balde adicionando 6 litros de agua e com agitacdo, de modos que
a suspensao nao se aglomere;

Lavar a tela de aco, localizada na base da coluna cilindrica de formacao,
fornecendo agua em abundancia (alavanca inferior, a esquerda);

Descer com cuidado a coluna de formacao e fecha-la utilizando a alavanca
apropriada;

Permitir a entrada da agua, até a primeira marcacao interna da coluna de
formacao, fazendo-se uso da mesma alavanca a que se referiu o passo quinto;
Despejar a suspensao de fibras, no volume previamente calculado, para
obtencao da gramagem desejada. Cuidar para que a proveta medidora do
volume da suspensao de fibras seja sempre lavada e o resultado dessa lavagem
seja utilizado no decorrer da formacao das respetivas folhas isotropicas;
Permitir a entrada de agua até a segundo marcacao interna da coluna de
formacao;

Agitar cerca de 6 vezes (movimento de subir e descer), com o
agitador/homogeneizador disponivel para o efeito;

Escoar a agua da coluna formadora, por drenagem e succao, fazendo-se uso da
alavanca inferior, localizada a direita;

Abrir o compartimento superior (coluna de formacao) e colocar um papel mata-
borrao circular sobre as fibras que ficaram retidas na malha circular de aco
inoxidavel. Em seguida, sobre o mata-borrao, centrar e colocar mais 3 mata-
borrées quadrados;

Passar um rolo metalico (~10kg) cerca de 4 vezes, num movimento de
“vaivém”, sobre os papéis mata-borroes. De seguida, retirar os 3 mata-borroes
quadrados, separar a folha da tela e coloca-la, ainda aderida ao papel mata-
borrao circular e voltada para cima, sobre 2 mata-borrées quadrados secos;
Colocar sobre a folha num disco metalico circular, perfeitamente limpo e seco
com auxilio de um guardanapo de papel.

Seca-la através do secador rapido e de seguida pesa-la. Com o valor resultante
desta pesagem, relacionar com a quantidade da suspensao requerida para o
valor de gramagem de 60g/m?, o que corresponde a uma massa de 1,28 g em
cada folha.

Secar e guardas as folhas no laboratorio condicionado seguindo a norma ISO a
temperatura de 22°C e humidade de 50% .
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Anexo B5. Formacao da estrutura de CMF e CNF

Foram preparadas suspensdes de CNF e CMF com 0,01% de CMC. Na primeira etapa, foi
despejada a suspensao de CMF e seguida da suspensao de CNF, numa quantidade de
50mL para ambas. O tempo de formacao da estrutura foi de cerca de 50 minutos.
Seguidamente, a folha foi colocada no disco no empilhador e conservada no laboratério
condicionado (50% de humidade relativa e 22°C) para a manter as condicoes de
humidade e temperatura constantes. Na segunda etapa, fez-se o mesmo procedimento
com as celulose nao refinada e CNF nas mesmas condicoes e com as mesmas
quantidades, tendo a formacao do filme durado cerca de 50 minutos. De igual modo,
a folha foi colocada no disco e conservada no laboratorio condicionado, de forma a

manter as condicoes de humidade e temperatura.

Nota: As folhas produzidas neste trabalho, nao foram prensadas. Isto porque o objetivo

era obté-las mais abertas sem serem comprimidas durante a prensagem.

Folha teste para determinacdo da consisténcia da pasta

Retira-se um volume conhecido, por exemplo 400 mL da suspensao de fibras que se
encontra no recipiente de 6l. Coloca~-se a folha obtida no formador na secadora.
Depois de totalmente seca, pesa-se a folha (dentro de um copo) numa balanca
analitica, obtendo-se a massa seca de fibras.

Como se pretende produzir folhas com uma gramagem de 60+2,0 g/m? e as folhas sao
circulares e de 20 cm de diametro, fazem-se os calculos para determinar o volume de

suspensao que se deve retirar para obter folhas com a massa de 1,28g.
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Anexo B6. Analise das dimensodes das fibras e quantidades de finos pelo
MORFI

1.

2.
3.

4.

Para analise de fibra curta, dilui-se 2,5 gramas de fibra em 1 litro de agua
desmineralizada ifrobtendo-se uma concentracdo de 2500 mg/|;

Colocam-se a suspensao no MORFI;

Programa-se o equipamento para analisar a amostra;

Aguarda-se pelo fim da analise e analisam-se os resultados

Anexo B7. Analise do grau de refinacao pelo método Schopper-Riegler
(Norma ISO 5267

1.

5.

Preparar uma suspensao com 2 gramas secos de matéria, nas percentagens
itrsemelhantes a de uma folha. Diluir para 1 litro com adicdo de agua
desmineralizada. A ittemperatura € controlada com a adicdo de agua mais ou
menos fria, devendo estar a 20 °C;

Fechar a base do aparelho onde sera colocada a suspensao;

Transferir a suspensdo de copo promovendo a agitacdo e istrgarantir a
homogeneidade;

Verter a suspenséo para dentro do aparato aguardar 5 segundos e abrir a base
a cair no istricopo;

Remover a folha formada e seca-la. Pesar a folha e fazer a correcao do
ktrrespetivo grau Schopper-Riegler caso tenha um peso diferente de 2 gramas.

Anexos C_ Procedimentos

Anexo C1_ Estudos cinéticos de libertacdo das moléculas terapéuticas_
Vijayalakshmi, Gomathi, and Sudha 2014.

1.

Os estudos foram realizados em duplicado por 4h, aproximadamente, com o
termopar acoplado a placa de aquecimento a 37°C e 100 rpm. Nas primeiras 2h,
foram adicionadas as esferas produzidas a solucdao tampao (pH 2) e retirado
uma amostra de 5ml, nos segundos iniciais do tempo zero, e foi-se restaurando
por cada intervalo de tempo, igual quantidade do volume de liquido retirado,
de forma a manter mesma quantidade da solucao.

Retirar amostras de 5ml em intervalos de 10 em 10 minutos até atingir o minuto
120.

Filtrar as esferas da solucao tampao e prosseguir com o tampao seguinte sem
paragem.

Adicionar as esferas filtradas para solucao tampao fosfato (pH 6,6) por mais 2h
eir retirando rs's';amostras de 5ml em intervalos de 10 em 10 minutos, conforme
No final ou em cada 1ntervalo de tempo, analisar as amostras retiradas ao longo
do tempo, pelo método de espectroscopia UV- istVis, a 276 nm (maximo de
absorvancia para o Diclofenac).
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