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RESUMO - Filmes de quitosana-xantana (Q-X) apresentam grande potencial na
cicatrizacdo de lesGes dérmicas, auxiliando no tratamento e na diminui¢do da dor. Estes
filmes podem ser associados a um anti-inflamatério com efeito analgésico como o
cetoprofeno. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo verificar a incorporagéo
de cetoprofeno em filmes de Q-X por impregnacdo supercritica com CO,. Os experimentos
foram realizados de acordo com um planejamento experimental 23, variando a temperatura
(40 e 50°C), a pressao de operacdo (150 e 300 bar) e a presenca do cossolvente etanol. A
andlise da incorporacao de cetoprofeno foi realizada através da liberacdo deste em solugédo
de PBS por 24 h (37°C, 100 rpm) e quantificacdo por espectrofotometria a 260 nm. Foram
obtidos resultados para a incorporacéo entre 1,6 e 20,0 mg/g de filme. A adigéo de etanol e
0 aumento da pressao de operacdo resultaram no aumento da incorporacao, enquanto que a
temperatura ndo teve efeito significativo na impregnacdo. Os resultados obtidos
demonstram a viabilidade de impregnacédo de cetoprofeno em filmes de Q-X utilizando o
método de impregnacdo supercritica.

1. INTRODUCAO

A incorporacdo de farmacos em dispositivos formados por polimeros biocompativeis tem
recebido atencdo crescente nos ultimos anos na area farmacéutica (Duarte et al., 2006). Muitos
compostos ativos apresentam pouca solubilidade em &gua e sua incorporacdo é dificultada em
tais dispositivos (Coimbra et al., 2008).

As tecnologias envolvendo fluido supercritico tém sido cada vez mais aplicadas na
formacdo de dispositivos, polimerizacdo, intumescimento e impregnacdo de polimeros. O
interesse no uso dessas tecnologias é atribuido aos efeitos substanciais destes fluidos em
polimeros, tais como a diminuicdo da temperatura de transigéo vitrea (efeito plastificante) e o seu
intumescimento reversivel (Kikik e Vecchione, 2003).

Os processos de impregnacdo utilizando fluidos supercriticos sdo viaveis quando o
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farmaco € soltvel no fluido, a matriz polimérica é intumescida pela solucdo supercritica e o
coeficiente de particdo do farmaco no polimero é favoravel (Kikik e Vecchione, 2003). Neste
caso, o farmaco é solubilizado, por exemplo, em dioxido de carbono supercritico, e introduzido
em uma célula de alta pressao que contenha o dispositivo polimérico. Posteriormente é realizada
a descompressdo lenta nesta célula para remocdo do didxido de carbono sem danificar a matriz
polimérica (Braga et al., 2008; Davies et al., 2008).

As principais vantagens desta abordagem séo a obtencéo de produtos com elevada pureza e
isentos de solventes nocivos, bem como a reducdo de custos, uma vez que ndo é necessaria a
remocao de solventes residuais (Kikik e Vecchione, 2003). Outra vantagem € que os fluidos
supercriticos, como o dioxido de carbono, podem atuar como um agente plastificante, ajudando
na difusdo do farmaco para a matriz (Braga et al., 2008).

A solubilidade do soluto no meio supercritico € um dos pardmetros mais importantes para a
otimizacdo do processo de impregnacao. O uso de um cossolvente pode modificar as interacdes
entre o farmaco, a matriz polimérica e o fluido, alterando as taxas de impregnacdo. Cossolventes
podem contribuir significativamente para o aumento da eficiéncia do processo de impregnacao
supercritica através do aumento da polaridade do diéxido de carbono e, consequentemente, da
solubilidade de farmacos polares. E possivel também melhorar a impregnacdo de farmacos
hidrofébicos em matrizes hidrofilicas, como hidrogéis, pela redugdo da polaridade da agua na
matriz (Braga et al., 2011).

Matrizes hidrofilicas biocompativeis podem ser obtidas com sucesso pela complexacdo dos
polimeros quitosana e xantana (Veiga e Moraes, 2012). Tais matrizes podem ser empregadas
como curativos, dispositivos de liberacdo controlada, scaffolds em engenharia de tecidos e como
cobertura para alimentos. Para esse fim, os filmes devem apresentar adequada estabilidade em
solucBes aquosas, assim como satisfatoria permeabilidade ao soluto que sera incorporado, além
de outras propriedades relevantes.

Frente a isto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a viabilidade de incorporagao
de cetoprofeno, um agente anti-inflamatério, em filmes de quitosana e xantana utilizando a
técnica de impregnacdo supercritica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais

Os filmes foram obtidos de acordo com o procedimento descrito por Veiga e Moraes
(2012). O farmaco utilizado foi o cetoprofeno (Sigma-Aldrich), os solventes foram didxido de
carbono (Praxair) e etanol absoluto (Synth). Os experimentos de liberacdo do farmaco foram
realizados em tampdo fosfato salino (PBS) em pH 7,4 (Sigma-Aldrich).
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2.2. Experimentos de impregnacao com CO, supercritico

O sistema de impregnacdo supercritica consistiu de uma célula de alta pressdao de aco
inoxidavel com volume interno Gtil de 15,7 cm®, uma estufa com circulagéo de ar (Nova Etica)
para manter a temperatura da célula que € instalada no seu interior, uma bomba reciproca
refrigerada (Thar SFC modelo P-50A) para compressao do dioxido de carbono liquido e valvulas
para o controle de entrada e saida do fluido. O efeito das varidveis independentes pressdo (150 a
300 bar), temperatura (40 a 50 °C) e presenca do cossolvente etanol (zero ou 0,5% em fragéo
molar) na incorporacdo do cetoprofeno foi analisado por meio de um planejamento experimental
do tipo 2% (Tabela 1). Foram utilizadas amostras de 1 x 1 cm? com massa de farmaco
considerando-se a saturacdo do sistema (determinada atraves do dados de solubilidade do
farmaco nas condic@es utilizadas e do volume interno da célula), por um tempo de contato de 4 h
e taxa de despressurizacdo de 5 bar/min. Os resultados foram analisados estatisticamente através
do software Statistica 7.0.

Tabela 1 - Planejamento experimental utilizado nos experimentos de impregnacéo de
cetoprofeno em filmes quitosana-xantana.

Experimento Temperatura (°C) Pressao (bar) Presenca de cossolvente
1 40 150 -
2 50 150 -
3 40 300 -
4 50 300 -
5 40 150 +
6 50 150 +
7 40 300 +
8 50 300 +

2.3. Analise da morfologia dos filmes

A morfologia dos filmes foi avaliada através de microscopia eletronica de varredura
(MEV) em microscopio Leica (modelo LEO 440). As amostras foram previamente mantidas em
ambiente com silica-gel ativada por 24 h, apés foram criofraturadas com nitrogénio liquido,
fixadas em um suporte adequado e metalizadas (mini Sputter coater, SC 7620) através da
deposicéo de uma fina camada de ouro (espessura de 92 A) em suas superficies.

2.4. Determinacéo da eficiéncia de incorporacao de cetoprofeno

A eficiéncia de incorporacdo (g), foi calculada de acordo com a Equacéo 1, apos a extracdo
do farmaco das amostras com PBS a 37 °C por 24 h e analisado em espectrofotdmetro a 260 nm.

e = massa final defarmaco/massa de filme x 100% (1)

massa inicial defarmaco/massa de filme
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2.5. Liberacéo in vitro do cetoprofeno

Para o0 estudo da liberacéo in vitro do farmaco, amostras de 1 x 1 cm? foram colocadas em
cubetas de quartzo contendo 3,5 ml de PBS. Estas cubetas foram mantidas a 37 °C sob agitacao
orbital de 100 rpm e a absorbancia da fase liquida a 260 nm foi analisada periodicamente para a
determinacdo da concentracdo do farmaco.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da variacdo da pressédo, da temperatura e da adigéo de etanol na incorporagéo
de cetoprofeno nas matrizes estdo apresentados na Figura 1. Observa-se variacGes na
incorporacdo de 1,6 até 20 mg de farmaco por g de matriz.

Figura 1 - Resultados obtidos para incorporacao de cetoprofeno nos filmes quitosana-xantana
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O diagrama de Pareto obtido pela andlise estatistica dos resultados de massa de
cetoprofeno incorporado por massa de matriz polissacaridica € mostrado na Figura 2, na qual se
observa que todas as varidveis tiveram efeito positivo na incorpora¢do do farmaco. Entretanto,
apenas a pressao e a presenca de cossolvente apresentaram efeito significativo no sistema, sendo
estes duas e trés vezes maiores que o efeito da temperatura, respectivamente. O uso de etanol,
adicionado na célula anteriormente ao CO,, resulta no aumento da polaridade da fase movel,
possibilitando o aumento da solubilidade do cetoprofeno no meio supercritico e da quantidade de
farmaco transportado até o interior do filme. Além disso, o fluido supercritico € capaz de
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aumentar o volume livre e a mobilidade das cadeias poliméricas, facilitando o processo de
difusdo do fa&rmaco em matrizes poliméricas (Natu et al., 2008).

De acordo com Sabegh et al. (2012), as variaveis temperatura e pressao tém efeito direto e
positivo na solubilidade do cetoprofeno em dioxido de carbono supercritico. Este
comportamento estd associado a maior densidade do CO, quando em maiores pressoes,
aumentando a capacidade de solvatacdo no meio e, consequentemente, a solubilidade do
farmaco. O aumento da temperatura nas faixas estudadas ocasiona diminui¢do da densidade do
fluido supercritico, entretanto eleva a pressdo de vapor, havendo assim competicdo destes dois
fatores no efeito da temperatura na modificacdo da solubilidade do cetoprofeno. Neste caso e nas
condicOes testadas pelos autores, o efeito da temperatura na pressdo de vapor € dominante em
relacdo a diminuicdo da densidade, elevando a solubilidade do cetoprofeno (Sabegh et al., 2012).

Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados; Variavel: Incorporagdo (mg/g)
Planejamento 2**(3-0); MS Residual=,2775125
DV: Incorporacdo (mg/g)
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Figura 2 - Diagrama de Pareto dos efeitos da incorporacao de cetoprofeno em filmes de
quitosana e xantana por impregnacgao supercritica.
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A baixa eficiéncia de incorporacao observada nas matrizes, inferior a 6 % (Tabela 2), pode
ser atribuida ao limitado intumescimento dos polissacarideos complexados no sistema testado.
Cortesi et al. (2000) observaram eficiéncia de incorporacdo de cetoprofeno em matrizes de
PMMA um pouco maiores, em torno de 8%, provavelmente devido a maior capacidade de
intumescimento desta matriz frente ao dioxido de carbono supercritico em comparacdo aos
filmes deste trabalho.

O aspecto tipico da superficie e da seccdo transversal dos dispositivos processados €
ilustrado na Figura 3, com foco no ensaio que resultou em maior incorporacdo do cetoprofeno
(ensaio 8) e no ensaio 4, que difere do 8 apenas pela ndo utilizacdo do etanol como cossolvente.
Observa-se na Figura 3A um fragmento cristalizado de cetoprofeno precipitado na superficie do
filme, enquanto que estruturas similares ndo sdo visiveis na Figura 3B. Nota-se também a
formagéo de ondulac6es globulares (com diametro entre 1 ¢ 10 um) na superficie das amostras
gue foram processadas na presenca do cossolvente etanol (Fig. 3D). Tal formacdo pode estar
relacionada com a maior incorporagdo de farmaco neste caso (20 mg/g) em compara¢do com o
experimento sem cossolvente (8 mg/g). Os polimeros tendem a intumescer na presenca de
dioxido de carbono supercritico e retornar a sua forma original ap6s a lenta despressurizacao.
Porém, com a presenca de uma quantidade maior de cetoprofeno no interior da matriz, o retorno
dos polimeros a sua forma inicial pode ter sido comprometido.

Figura 3 - Superficie e secc¢do transversal dos filmes quitosana-xantana expostos a impregnacao
de cetoprofeno com CO, supercritico: (A,B) experimento 4 e (C,D) experimento 8.
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O comportamento de liberacdo do farmaco ao longo do tempo dos filmes processados nas
condicGes dos ensaios 4 e 8 € mostrado na Figura 4. Nota-se que a liberacdo ocorreu quase que
em sua totalidade na primeira hora de contato. Bazzo et al. (2009) também observaram este tipo
de comportamento em microparticulas de quitosana e poli(3-hidroxibutirato) e relacionaram com
a rapida difusdo do farmaco pela matriz polimérica e com a distribuicdo preferencial deste na
superficie dos dispositivos. Wang et al. (2011), em estudo similar, associaram a répida liberacao
inicial de cetoprofeno incorporado em filmes microfibrosos de quitosana a alta capacidade de
intumescimento do filme no meio de liberacdo e a pouca interacdo entre o farmaco hidrofobico e
o0 polimero hidrofilico.
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Figura 4 - Porcentagem de liberacdo em PBS a 37 °C de cetoprofeno incorporado em membranas
de quitosana-xantana em diferentes condic¢des supercriticas: (¢) 50 °C, 300 bar, sem cossolvente
e (m) 50 °C, 300 bar, com cossolvente.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram a viabilidade de impregnacédo de cetoprofeno em filmes
de quitosana-xantana utilizando o método de impregnacdo supercritica. O uso de um cossolvente
como o etanol melhora a eficiéncia do processo, visto que aumenta a polaridade do fluido
supercritico e facilita a penetracdo do farmaco na matriz polimeérica. Outro pardmetro importante
neste processo é a pressao (e consequentemente a densidade do fluido), uma vez que esta é a
principal responsavel pelo aumento da solubilidade do cetoprofeno no diéxido de carbono. Nas
condicdes testadas, o cetoprofeno apresentou liberacdo na primeira hora de contato,
demonstrando que os filmes produzidos ndo apresentam capacidade de controle da liberacdo do
agente ativo.
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