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RESUMO

O presente estudo visa a avaliacdo da eficiéncia de incorporacdo de diclofenaco de
sodio (DS) em particulas de sericina (ser) e alginato (alg) produzidas pelo método de
gotejamento seguido de reticulacdo. A sericina € uma proteina presente nos casulos do
bicho-da-seda (Bombyx mori) que apresenta diversas caracteristicas necessarias para a
incorporacdo de farmacos, sendo que a mistura com o biopolimero alginato pode
fornecer caracteristicas mais adequadas para melhorar a encapsulacdo. O DS é um anti-
inflamatdério amplamente utilizado e que apresenta efeitos colaterais recorrentes no
sistema gastrointestinal, além de necessitar de multiplas doses diarias para manter o seu
efeito terapéutico no plasma sanguineo. Diante disso, a modificacdo da forma
farmacéutica de apresentacdo do DS torna-se desejavel para minimizar os efeitos
colaterais e ndo adesdo do paciente ao tratamento. Formulacdes com diferentes fracoes
de sericina e alginato em sua composicdo foram produzidas e avaliadas quanto a
eficiéncia de incorporacdo de DS, sendo que as particulas F5 (38% ser + 31% alg + 31%
DS) e F6 (36% ser + 36% alg + 28% DS) apresentaram-se mais vidveis para a
encapsulacdo, com eficiéncias de 56,3% e 47,1%, respectivamente. Sendo assim,
analises de MEV para verificar a morfologia das superficies e FTIR para verificar a
interacdo da blenda com o DS, das formulacGes F5 e F6 e da formulacdo F12 (sem
presenca de sericina) foram realizadas, sendo possivel comprovar as melhoras das
caracteristicas de encapsulacdo do DS na presenca da blenda de sericina e alginato.

1 INTRODUCAO

A sericina € uma proteina globular
hidrossoluvel, presente nos casulos do bicho-
da-seda (Bombyx mori) (ARAMWIT,
SIRTIENTONG e SRICHNA, 2012), que
constitui de 25 a 30 % da massa seca do
casulo (ZHANG, 2002). A presenca de
sericina nos efluentes da industria da seda
impacta negativamente o meio ambiente,
sendo assim, h4 um crescente interesse na
recuperacgdo da sericina dos efluentes de seda

nos ultimos anos (CAPAR, AYGUN e
GECIT, 2009).

A proteina sericina apresenta excelentes
propriedades antioxidantes e antibacterianas
(KONGDEE, BECHTOLD e TEUFEL,
2004), capacidade de gelificacdo, capacidade
de retencdo de umidade e propriedades
adesivas (PADAMWAR e PAWAR, 2004).
Estas caracteristicas tém atraido a atencdo de
pesquisadores para diversos usos, sendo
exploradas atualmente em aplicacbes como
cosméticos, suportes para enzimas
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imobilizadas,  suplementacdo  alimentar,
materiais medicos e farmacéuticos, e fibras
funcionais (MONDAL, TRIVEDY e
KUMAR, 2007). Devido aos grupos
funcionais reativos presentes na estrutura
quimica da sericina, uma alternativa para
melhorar suas propriedades estruturais € a
formacdo de blendas a partir dessa proteina
(MONDAL, TRIVEDY e KUMAR, 2007).

O biopolimero alginato, amplamente
empregado nas industrias farmacéutica e
alimenticia (GARCIA-CRUZ, FOGGETTI e
SILVA, 2008), apresenta algumas
propriedades que o tornam adequado para a
incorporagdo de farmacos, como a sua
bioadesividade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e versatilidade quimica
que possibilita modificacbes adicionais para
adequar as suas propriedades (SOSNIK,
2014). Desta forma, a producdo da blenda
entre sericina e alginato pode fornecer
particulas com propriedades favoraveis para a
incorporacédo de farmacos (KHANDAI et al.,
2010).

O diclofenaco de sédio (DS) é uma
substancia anti-inflamatéria ndo esteroidal,
utilizado para reduzir a inflamacéo e aliviar a
dor, agindo como analgésico em situacdes de
artrites e lesdes agudas (NAYAK e PAL,
2011). A meia-vida biologica desse farmaco é
de 1 h a 2 h, sendo necessarias multiplas
doses diarias para manter o efeito terapéutico
(SINHA et al., 2015). Os efeitos colaterais
mais comuns desse farmaco s&o 0s
relacionados com o trato gastrointestinal,
incluindo hemorragia, erosdo da mucosa e
ulceracdo (NAYAK e PAL, 2011).

O custo das pesquisas na area
farmacéutica para o desenvolvimento de
novas substancias ativas €, em geral, muito
elevado, sendo de grande interesse o0
desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas com o0s principios ativos ja
existentes (ALLEN, POPOVICH e ANSEL,
2007). Blendas poliméricas adequadas podem
melhorar a encapsulacdo da droga e, além
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disso, solucionar problemas presentes nos
ativos, como a baixa absor¢édo, reducédo dos
efeitos colaterais e ndo adesdo do paciente ao
tratamento (SINHA et al., 2015).

O presente estudo tem como objetivo a
avaliacdo da eficiéncia de incorporacdo do
diclofenaco de sédio em particulas a base de
sericina e alginato. A morfologia do material
produzido e sua estrutura quimica foram
avaliadas por microscopia eletronica de
varredura e espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier,
respectivamente.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extracéo da Sericina

Os casulos do bicho-da-seda Bombyx
mori, utilizados nos experimentos, foram
obtidos na empresa de fiacdo de seda
BRATAC, com sede na cidade de Londrina,
Parand. A preparacdo dos casulos para a
extracdo de sericina consistiu na limpeza
manual dos mesmos, reducdo de tamanho,
lavagem com &gua corrente, enxague com
agua deionizada e secagem em estufa a 50 °C
por 12 h. Apds esse periodo, os casulos foram
colocados em erlenmeyer com 4&gua
deionizada na razdo de 40 g de casulo para
1L de agua, e em seguida, conduzidos a
autoclave para o processo de extracdo da
sericina por 40 min a pressdo manométrica de
1 kgf/cm? e temperatura de 120 °C.

A fim de realizar o fracionamento da
sericina, foi utilizado o método de
precipitacdo por congelamento. Nessa etapa, a
solucdo de sericina extraida foi acondicionada
em ambiente fechado e mantida em
temperatura ambiente por 12 h e, logo em
seguida, em congelador comum por um
periodo de 24 h. Apds esse periodo, a solucéo
foi descongelada e filtrada com papel filtro de
porosidade 14 um. A concentracdo da solugédo
obtida foi ajustada para 25 g/L.
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2.2 Preparacédo da Blenda e Incorporagdo
do Farmaco

A metodologia empregada para produzir
a blenda de sericina e alginato foi adaptada de
Silva et al. (2013) e Khandai et al. (2010).
Para tanto, a solucdo de sericina 2,5 %
(m/v) foi aquecida em autoclave a 70 °C por
10 min e entdo, foi agitada mecanicamente
a 4000 rpm em Ultraturrax® até que
atingisse 55°C. Em seguida, alginato de
sodio (Sigma-Aldrich) foi adicionado a
solucédo de sericina mantendo-se a agitacédo
até a completa homogeneizacdo da blenda.

Com a blenda formada, procedeu-se a
incorporacdo de diclofenaco de saddio.
Foram adicionados 2 g do farmaco a
formulacdo sob agitacdo de 8000 rpm em
Ultraturrax® até completa homogeneizag&o.
As diferentes formulacGes preparadas sao
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Formulacdes das particulas de sericina
e alginato com diclofenaco de sodio incorporado.

Formulagio Sericina | Alginato Diclgft_anaco

(@) () de sodio (g)
F1 2,5 0,50 2,0
F2 2,5 1,00 2,0
F3 2,5 1,25 2,0
F4 2,5 1,50 2,0
F5 2,5 2,00 2,0
F6 2,5 2,50 2,0
F7 2,5 2,60 2,0
F8 2,5 2,80 2,0
F9 2,5 3,00 2,0
F10 2,5 3,30 2,0
F11 2,5 3,60 2,0
F12 - 4,00 2,0

2.3 Preparacao das Particulas

As particulas foram preparadas pelo
método de gotejamento  seguido de
reticulacdo, conforme empregado por Silva et
al. (2013). Nesse método, a blenda de sericina
e alginato contendo o farmaco incorporado foi
gotejada, com o auxilio de uma bomba
peristaltica, em uma solucdo de cloreto de
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calcio 3 % (m/v) sob agitacdo magnéetica, de
maneira a ocorrer uma rapida gelificacdo da
formulacdo. Em seguida, as particulas foram
mantidas sob agitacdo em Jar Test a 100 rpm,
durante 30 min. Por fim, as particulas foram
lavadas com &gua deionizada e secas a
temperatura ambiente.

2.4 Eficiéncia de Incorporacao

Com a finalidade de determinar a
eficiéncia de incorporagdo do diclofenaco de
sodio a blenda, 0,01 g de microparticulas
moidas em almofariz de porcelana foram
transferidas para um baldo volumétrico de
25 mL, onde se adicionou 15 mL de metanol.
Em seguida, o baldo foi colocado em banho
ultrassénico modelo Brason 1510-USA por
30 min, para a dissolugdo da amostra. Apos
esse periodo, completou-se 0 volume do baldo
volumétrico com metanol, deixando-o em
repouso por 1 h, para a total sedimentagéo de
toda a suspensdo. Por fim, coletou-se uma
aliquota de 400 pL, a qual foi diluida com
metanol em baldo volumétrico de 10 mL, a
fim de determinar a concentragdo de
diclofenaco de sodio presente na solucéo.

Para a determinacéo da concentracao de
diclofenaco de sdédio na solucéo, utilizou-se
um espectrofotometro modelo UV mini 1240
Shimadzu — Japdo, no comprimento de onda
de méxima absorcao do diclofenaco de sddio,
determinado previamente, equivalente a
282 nm. A partir dessas concentracdes, foi
possivel calcular a eficiéncia de incorporacédo
do diclofenaco de sdédio a blenda pela
Equacéo 1.

[ farmaco obtido]
[ farmaco tedrico]

%incorp = x100 (1)

Sendo:

%incorp a eficiéncia de incorporacdo,
[farmaco obtido] a concentracdo de farmaco
obtida através da leitura espectrofotométrica,
e [farmaco tedrico] a concentracdo tedrica do
farmaco.
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2.5 Avaliacdo da interagdo do fArmaco com
a blenda polimérica

A fim de avaliar a interacdo do farmaco
com a blenda polimérica, a andlise de
espectroscopia de infravermelho  com
transformada de Fourier (FTIR) foi realizada
em espectrometro  (Thermo  Scientific,
Madison, USA). As medidas foram realizadas
no modo de transmitdncia, utilizando o
acessorio snap-in baseplate (método KBr), na
faixa de 4000 - 400 cm™, com resolucéo de 4
cm™ e 32 scans.

E possivel notar que as particulas com
baixa fracdo de alginato em sua composicao
(F1 a F4) ndo apresentam uma forma regular,
alem de se apresentarem mais frageis.
Conforme a fracdo de alginato na composi¢édo
da blenda aumenta (F5 a F11), as particulas
apresentam forma esférica bem definida e
maior rigidez. Ja a particula F12, a qual ndo
possui  sericina em sua composicdo,
apresenta-se sob a forma oval irregular.
Diante disso, é possivel verificar que as

Figura 1 — Fotografias das particulas F1 a F12
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2.6 Andlise morfoldgica das particulas

A morfologia  superficial das
formulagbes produzidas foi analisada por
microscopia eletronica de varredura (MEV)
(LEO Electron Microscopy, Oxford).

3 RESULTADOS

A Figura 1 apresenta as diferentes
formulagdes preparadas, conforme Tabela 1.

formulacbes F5 a F11 sdo mais viaveis para o
encapsulamento de diclofenaco de sddio,
visto que F1 a F4 sdo muito frageis e
irregulares, ndo sendo reprodutiveis. Observa-
se também que a sericina contribui para a
formacdo da particula com forma bem
definida, o que pode melhorar a encapsulacéo
do farmaco.

A Figura 2 mostra a eficiéncia da
incorporacdo de DS a blenda de sericina e
alginato. Embora a formulacdo F1 apresente a
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maior eficiéncia de incorporacdo (63,6 %), o
seu emprego nao é indicado por se tratar de
uma particula fragil e sem forma definida.
Sendo assim, dentre as formulagdes viaveis
para 0 encapsulamento de DS, F5 e F6
apresentaram  maiores  eficiéncias  de
incorporagéo, equivalente a 56,3 % e 47,1 %,
respectivamente. A baixa eficiéncia de
incorporacdo apresentada em F12 (34,6 %)
quando comparada as eficiéncias apresentadas
por F5 e F6, confirma a melhora nas
propriedades de encapsulacdo da droga
quando empregada a sericina na formulagéo.
Verifica-se ainda que F11 apresenta a menor
eficiéncia de incorporacao (32,3 %) devido a
maior fracdo de alginato presente na blenda,
evidenciando que uma fragdo massica
equilibrada de sericina e alginato favorece a
encapsulagéo.

Figura 2 — Eficiéncia da incorporacdo de DS nas
particulas F1 a F12.
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As imagens obtidas por microscopia
eletrbnica de varredura do DS puro e das
formulagdes F5, F6 e F12 sdo apresentadas na
Figura 3. A particula F5 com ampliacdo de
150 x apresenta-se sob a forma esférica
regular rugosa, sendo possivel observar com
uma ampliacdo de 3000 x a presenca de
cristais de DS, confirmando a incorporacédo de
DS a blenda de sericina e alginato. Assim
como em F5, a particula F6 apresenta forma
esférica bem definida, superficie rugosa e
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presenca de cristais de DS que podem ser
observados na sua forma pura em (DS a) e
(DS b). Em (12 a) verifica-se a forma oval da
particula F12, além da rugosidade da
superficie, enquanto que em (12 b) ndo foram
observados tantos cristais de DS quanto em
F5 e F6. Tal fato pode ser justificado pela
menor incorporacdo de DS ao alginato puro,
confirmando a melhora das propriedades de
encapsulacdo quando adicionada sericina na
formulacgéo.

A Figura 4 apresenta os espectros FTIR
do DS, da blenda de sericina e alginato sem a
presenca de farmaco (blenda) e das particulas
F12, F6 e F5. Conforme destacado na figura,
verifica-se a  presenca de  bandas
caracteristicas do DS nas formulagdes. Ha
evidéncias de incorporacdo do DS ao verificar
a presenca do pico 1530 cm™, correspondente
ao grupo NH, em todas as formulacdes
analisadas e no proprio DS puro. Em
1510 cm™ e 1580 cm™ tem-se os picos
correspondentes ao estiramento C=C e C=0
do grupo carboxilico, respectivamente. Ainda,
€ possivel evidenciar a incorporacdo pela
presenca do pico 723 cm™ correspondente ao
grupo alquila do DS e pelo pico 746 cm™
correspondente a ligacdo C-H proveniente do
anel aromatico da molécula de DS.
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Figura 3 — MEV do DS puro, F5,F6e F12 com (a) ampllagao de 150 X € (b) ampllagao de 3000 x
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Figura 4 — Espectro FTIR do diclofenaco de
sodio (DS), da blenda de sericina e alginato
(blenda), da formulagéo 12 (F12), da formulagéo
6 (F6) e da formulacédo 5 (F5).
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4 CONCLUSOES

Pode-se concluir que a incorporacao de
diclofenaco de sodio a blenda de sericina e
alginato  foi  satisfatoria. Além  disso,
verificou-se uma grande melhora nas
caracteristicas morfologicas e de
encapsulacdo das particulas contendo sericina
e alginato quando comparadas a particula
composta somente por alginato e DS.

As particulas com baixa fracdo massica
de alginato formam-se sem uma geometria
definida e com grande fragilidade, sendo
inviaveis para a encapsulacdo de farmacos.
Por outro lado, particulas com maior fracao
massica de alginato ndo apresentaram elevada
eficiéncia de incorporacdo. Sendo assim,
verificou-se que as particulas a base de
sericina e alginato ideais para a incorporacao
de diclofenaco de sédio sdo aquelas que
apresentam fracdes massicas de sericina e
alginato equilibradas, assim como F5 e F6.
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NOMENCLATURA

DS — Diclofenaco de sddio

MEV — Microscopia eletronica de varredura
FTIR — Espectroscopia Infravermelho com
Transformada de Fourier
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