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RESUMO

Estudos epidemiolégicos mostram que uma parcela significativa da populagao
mundial, independente de idade, etnia e localizagdo geografica, apresenta baixos
niveis séricos de vitamina D3. Neste contexto, a incorporacdo da vitamina D3 em
novos sistemas de liberacdo de farmacos, como os sistemas transdérmicos, tém sido
apontados como alternativa para a administracido deste medicamento. A extracido da
nanocelulose de fibras vegetais e sua utilizagao na fabricagdo de insumos da area da
saude tem se destacado na medicina, pois apresenta propriedades como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade. A celulose tem um longo
histérico de aplicagdes na area da saude, agindo como mediador na liberagao
controlada de farmacos, mas sua utilizacido nanoestruturada em membranas, como
sistema de liberagdo local de farmacos ainda € um desafio. Neste estudo foi
desenvolvida uma membrana, pela técnica de “casting”, de nanocelulose extraida do
linter de algodao e vitamina D3 acrescidos dos componentes, alcool polivinilico,
glicerina e tween 80. A nanocelulose e as membranas foram caracterizadas por
microscopia eletrénica de varredura de alta resolugdo (MEV-FEG), espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), teste de tracdo no dinamdmetro
e a cinética de liberacdo do farmaco por espectroscopia molecular no ultravioleta
visivel (UV-Vis). A membrana apresentou reprodutibilidade na sintese, o6timas
propriedades fisicas como flexibilidade, transparéncia e elasticidade, bem como
resisténcia adequada para aplicagbes biomédicas. Por meio do FT-IR observou-se a
presenca de todos os componentes ativos na amostra, sem alteracdo estrutural ou
formacdo de novas ligagbes. Os resultados da MEV-FEG mostraram cristais do
farmaco na superficie e no “bulk” da membrana. A liberagdo da vitamina D3 em
solugéo alcoolica, ocorreu de forma crescente e rapida, com valores de 3029 Ul mL""
de vitamina D3 em 60 minutos. Desta forma este estudo revelou a possibilidade do
uso da membrana na liberagao sustentada de vitamina D3, o novo biomaterial obtido
pode no futuro se transformar em um novo modelo de suplementacédo para pessoas

com deficiéncia de vitamina D3.

Palavras Chave: Membranas de Nanocelulose. Sistema de liberagdo de drogas.
Colecalciferol. PVAI. Bioprodutos.



ABSTRACT

Epidemiological studies show that a significant portion of the population has low serum
vitamin D3 levels, regardless of age, ethnicity and geographical location. In this
context, the incorporation of vitamin D3 in new drug delivery systems, such as
transdermal systems, has been suggested as an alternative for the administration of
this drug. The extraction of nanocellulose from plant fibers and its use in the
manufacture of health inputs has been highlighted in medicine, as it has properties
such as biocompatibility, biodegradability and low toxicity. Cellulose has a long history
of healthcare applications, acting as a mediator in controlled drug release, but its
nanostructured use in membranes as a local drug delivery system is still a challenge.
In this study a membrane was developed by casting technique of nanocellulose
extracted from cotton linter and vitamin D3 plus the components, polyvinyl alcohol,
glycerin and tween 80. Nanocellulose and membranes were characterized by high
scanning electron microscopy. resolution (SEM-FEG), Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR), dynamometer tensile test and drug release kinetics by visible
ultraviolet molecular spectroscopy (UV-Vis). The membrane showed reproducibility in
synthesis, excellent physical properties such as flexibility, transparency and elasticity,
as well as adequate resistance for biomedical applications. Through the FT-IR it was
observed the presence of all active components in the sample, without structural
alteration or formation of new bonds. SEM-FEG results showed drug crystals on the
membrane surface and bulk. The release of vitamin D3 in alcoholic solution occurred
rapidly and rapidly, with values of 3029 |IU mL-1 of vitamin D3 in 60 minutes. Thus, this
study revealed the possibility of using the membrane in sustained release of vitamin
D3, the new biomaterial obtained may in the future become a new supplementation

model for people with vitamin D3 deficiency.

Keywords: Nanocellulose Membranes. Drug release system. Cholecalciferol. PVAL.

Bioproducts.
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1.  INTRODUGAO

A vitamina D3 (VITD3) ou colecalciferol € um horménio esteroide produzido a
partir da acdo fotolitica da radiacdo ultravioleta B sobre a molécula de 7-
dehidrocolesterol encontrado no tecido epitelial, originando a pré-vitamina D3, a qual
apos absorvida, é metabolizada pelo figado em 25-hidroxivitamina D3 e chegando até
os tubulos renais é convertida na sua forma ativa a 1,25-di-hidroxivitamina D3 (KWAK
et al., 2014). Evidéncias laboratoriais indicam que a forma hormonal ativa da VITD3
gera um numero de respostas biologicas extra esqueléticas, além das ja observadas
no metabolismo 6sseo, incluindo regulagao da proliferagédo celular da pele, efeitos no
sistema cardiovascular, protecdo contra um numero de doencas autoimunes,
esclerose multipla, cancer, obesidade e doenga inflamatdria intestinal (CHRISTAKOS
et al., 2015).

Nos ultimos anos, a VITD3 recebeu maior atengao devido a deficiéncia deste
hormonio e do aumento de casos de raquitismo, tornando-se uma questao de saude
global. Estudos epidemiolégicos demonstram niveis baixos desta vitamina em todo a
populagdo mundial, independente de faixa etaria, escolaridade ou raga (PALACIOS;
GONZALEZ, 2014).

Os trés principais fatores para manter niveis saudaveis de VITD3 sédo a
ingestdo adequada de alimentos ricos em colecalciferol, exposicdo adequada aos
raios UV-B do sol para permitir a sintese transdérmica deste hormbnio e
suplementacido adequada. Portanto, as populagdes que ndo possuem uma ou mais
dessas fontes de VITD3 correm risco de deficiéncia (REJINOLD et al., 2019). No
entanto os métodos orais de ingestdo possuem limitagbes em pacientes com
disturbios intestinais, doenca de Crohn, disturbios hepaticos, gastricos e renais
crbnicos. Estes pacientes possuem a absorcdo intestinal desta vitamina
comprometida (BARRAL; 2007; COSTA, 2017).

Os principais fatores de risco para a diminuigcao dos niveis séricos de VITD3
sdo: uso excessivo de protetores solares, estilo de vida em ambientes de trabalho
fechados, uso crénico de medicamento que reduz o colesterol sérico e
consequentemente diminuicdo dos niveis de 7-dehidrocolesterol na pele, idade

avangada, distancia da linha do Equador, poluigdo do ar, pele negra, tabagismo,
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sindromes de ma absorgao intestinal, entre outros (PEIXOTO et al., 2012; JORGE et
al., 2018).

A VITD3 exibe baixa solubilidade em agua, inumeras formulagbes, como
lipossomos, emulsdes lipidicas e micelas mistas, foram criadas para aumentar a sua
solubilidade. No entanto, essas formulagcbes sao instaveis e ocorre facilmente a
degradacgao e oxidagao durante o armazenamento. Assim, estudos de incorporagao
da VITD3 em novos sistemas de liberacédo sdo ainda necessarios (LI et al., 2014;
BURKIEWICZ et al., 2012).

Neste contexto, os materiais a base de nanocelulose (NC) tém potencial para
serem usados como compostos de liberag&o controlada de cosméticos e drogas. Além
do efeito sistémico, também tem sido explorada a liberagcao local de farmacos com
materiais a base de NC. Os materiais transdérmicos desenvolvidos, como
membranas, hidrogéis e microesferas, potencializam a eficacia da droga reduzindo os
efeitos colaterais. (HALIB et al., 2017).

O objetivo deste estudo é desenvolver um sistema de liberagdo da VITDS3,
empregando-se uma matriz de NC extraida do linter de algoddo. Desta forma, foi
obtida uma membrana com a adigdo do alcool polivinilico, glicerina e tween 80. O
alcool polivinilico foi utilizado visando potencializar a permeacao cutdnea do
medicamento. Como a VITD3 é lipossoluvel, foi utilizada a glicerina como agente
solubilizador e tal composto também pode facilitar o deslocamento do farmaco na
matriz polimérica. Na etapa de sintese da membrana, foi adicionado o surfactante
tween 80 para diminuir a tensao superficial entre os componentes da formulacido, uma
vez que a nanocelulose tem carater hidrofilico e a VITD3 é lipofilica, este composto &
conhecido por atuar com um carreador de farmacos lipossoluveis. Desta forma,
usando um polimero natural (nanocelulose), com um polimero sintético (alcool
polivinilico) e um surfactante foi desenvolvida uma membrana para a liberacéo da
VITD3, que podera no futuro ser utilizada como modelo de suplementagdo desta
vitamina ou até mesmo ser empregada em tratamentos topicos da pele, como
curativos ou potencial efeito cosmético na regeneragdo e cicatrizacdo do tecido

epitelial cutaneo.
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OBJETIVOS:

1.1. Objetivo geral

Desenvolver uma membrana de nanocelulose acrescida do componente

ativo vitamina D3 para liberagao do farmaco.

1.2. Objetivos especificos

v' Desenvolver uma membrana de NC/VITD3 através do método de “casting”.

v' Caracterizar a membrana quanto as suas propriedades fisicas e quimicas

através de:

Analise de resisténcia a tracao e alongamento, teste de esmagadura e
teste de resisténcia ao rasgo.

Caracterizacao por espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier das membranas e de seus componentes.

Caracterizacao por microscopia eletrénica de alta resolugdo de emissao
por campo (MEV-FEG) da nanocelulose do linter de algodao e das
membranas produzidas.

Desenvolvimento do método analitico de quantificacdo por
espectrofotometria no ultravioleta-visivel para a determinagao da VITD3.

Liberar o componente ativo, VITD3, em solugao receptora especifica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Vitamina D3

O principio ativo de escolha neste estudo foi a vitamina D3 ou colecalciferol
(Figura 1). Este composto apresenta uma massa molar de 384,64 g mol!, possuindo
a formula quimica C,,H,,0, com ponto de fusao entre 82° e 87°C. Pertence a um
grupo de moléculas secosteroides derivadas do 7-dehidrocolesterol, interligadas
através de uma cascata de reagbes fotoliticas e enzimaticas. E um hormonio
lipossoluvel que é essencial na dieta humana para regulagdo de uma série de
sistemas do metabolismo celular (CASTRO, 2011).

Figura 1 - Estrutura molecular da vitamina D3

H4C

CH4

HO™

Fonte: http://structuresearch.merck-chemicals.com/getimage/MDA_CHEM_500936.

A deshidrogenacgéo do colesterol gera 7-dehidrocolesterol na pele humana e
este é convertido em pré-vitamina D3 por irradiacdo UVB na faixa de 295 a 315 nm
(OZTURK et al.,, 2015; KWAK et al.,, 2014). Como ilustrado na Figura 2, estes
compostos apds absorvidos sdo metabolizados no figado em 25-hidroxivitamina D3,
a qual é a forma presente na corrente sanguinea. O 25-hidroxivitamina D3 é ainda
metabolizado pelos rins para a forma metabolicamente ativa em 1,25-di-
hidroxivitamina D3 (STROBEL et al., 2013).
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Figura 2 — Vias metabdlicas da vitamina D3.
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Fonte: Adaptado de Deep, Trump e Johnson (2007).

A forma ativa da VITD3, o 1,25-di-hidroxivitamina D3 ou calcitriol, desempenha
um papel importante na regulagdo da homeostase do calcio e mineralizagéo de 0ssos.
Também foram associadas outras fungdes no corpo, por exemplo, pode influenciar na
diferenciacao dos queratindcitos da pele e autoimunidade e, portanto, sao utilizados
em tratamento de varios disturbios da pele, incluindo psoriase. Também estao
envolvidos no controle de multiplas vias intracelulares no controle da pressao arterial,
protecao contra alguns tipos de cancer como de prdostata, mama e célon, bem como
obesidade (RAMEZANLI et al., 2017).

A Figura 3 apresenta um resumo das principais fungdes da VITD3 na pele,
demonstrando outras fungbes deste hormdnio que vao além do efeito classico no
metabolismo 6sseo. Observa-se que na pele a sintese de VITD3 ocorre por meio da
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luz solar. A radiagcao UV-B (290-315 nm) realiza a fotdlise sobre o 7-dehidrocolesterol
encontrado no tecido epitelial, originando a pré-vitamina D3, esta sofre a agdo de uma
série de enzimas que irdo culminar com a formacéao de 1,25-di-hidroxivitamina D3, o
metabdlico ativo da VITD3, o qual sera absorvido pelos capilares teciduais e
transportado por todo o corpo (DINIZ, 2012)

Figura 3 - Resumo da via da vitamina D3 e fun¢gdes na pele humana.
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Fonte: Adaptado de Umar, Sastry e Al Ali (2018).

O seu papel no bom funcionamento de varios tecidos e 6rgaos incluindo a
pele tem recebido um interesse crescente. Os principais efeitos produzidos pela
VITD3 na pele séo o estimulo e inibigdo do crescimento epitelial, regula a proliferagao,
apoptose (morte celular programada), diferenciagdo e € imunorregulador do tecido
epitelial (KIM et al., 2018). Até o momento, intervengdes terapéuticas (topicas e
sistémicas) foram provadas como sendo benéficos no tratamento da psoriase e na
regeneracao celular. Estudos futuros sao necessarios para explorar as vias
especificas afetadas e avaliar a segurancga e eficacia do tratamento a base de VITD3
nas varias doengas inflamatérias da pele (COSTA, 2017).
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Como ilustra a Figura 4, estudos epidemiolégicos tém mostrado que uma
parcela significativa da populagao mundial, independente de idade, etnia e localizagao
geografica, apresenta baixos niveis séricos de VITD3. Alguns paises chegam a
apresentar taxas de deficiéncia de vitamina D superiores a 50%, como observado no
Brasil, Finlandia, india e Alemanha (JORGE et al., 2018).

Figura 4 - Prevaléncia mundial da deficiéncia da vitamina D3 em adultos.
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Fonte: Adaptado de Palacios e Gonzalez (2014). Valores de Referéncia de 25 (OH) Vitamina
rl';)ﬂIIB_:_1Deficiéncia: inferior a 20 ng/mL Insuficiéncia: 21 a 29 ng/mL Suficiéncia: 30 a 100 ng
A sua deficiéncia surgiu como um grande problema de saude publica em todo
o mundo (KIM et al., 2017). Tais evidéncias levaram a debates relacionados, até que
certo ponto as medidas fotoprotetoras que visam proteger contra o cancer de pele,
estariam causando a deficiéncia deste horménio. Mas a exposi¢cao ao sol ndo deve
ser usada como a unica fonte de VITD3, pois também pode ser nocivo ao homem,
devido ao risco carcinogénico (GILABERTE et al.,2011). Outros fatores que também
estariam contribuindo para niveis baixos desta vitamina, como estilo de vida “indoor”,
uso cronico de estatinas (medicamentos para redugao do colesterol), idade avangada,

residéncia em locais distantes da linha do equador, poluicdo do ar, cor da pele,
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tabagismo, sindromes de ma absorcao intestinal (PEIXOTO et al.,2012; JORGE et al.,
2018).

Unidades Internacionais (Ul) é o sistema de medidas adotado pela industria
farmacéutica para quantificar vitaminas, como a VITD3. Segundo a Tabela 1, as
doses diarias recomendadas de VITD3 para a maioria das faixas etarias nao
ultrapassam 800 Ul, porém em populagdes de risco doses de manutencgao entre 1.000

Ul e 2.000 Ul sdo necessarias.

Tabela 1 - Doses de manutencao diarias da vitamina D3 recomendadas para

populagao geral e para populagao de risco para deficiéncia

Faixas etarias Populacéao geral (Ul) Populagao de risco (Ul)
0 — 12 meses 400 400 - 1.000

1 -8 anos 400 600 — 1.000

9 — 18 anos 600 600 — 1.000

19 — 70 anos 600 1.500 - 2.000

> 70 anos 800 1.500 - 2.000
Gestantes 600 600 — 2.000
Lactantes 600 1.500 — 2.000

Fonte: Adaptada de (MAEDA et al., 2014), com base nas tabelas nutricionais do Institute of
Medicine e da Endocrine Society.

A analise de risco define o limite maximo toleravel para 10.000 Ul ao dia, para
a populagao saudavel em geral. Mas em algumas situagdes clinicas especificas, como
na deficiéncia severa de VITD3 estes valores podem variar de 100.000 a 600.000 Ul
ao dia durante 3 a 5 dias (WISHER, 2012; GIL; PLAZA-DIAZ; MESA, 2018).
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2.2. Nanocelulose

A celulose, (CsH1005)n, € 0 polimero organico mais abundante na Terra, o
principal componente da parede celular dos vegetais, sendo considerada uma fonte
de energia sustentavel e praticamente inexaurivel (SALVI, 2010). A Figura 5
representa a estrutura quimica da celulose, um polimero linear de até 10.000 unidades
de D-glicose, com ligagdes intermoleculares por pontes de hidrogénio e for¢cas de Van
der Walls (MORAN et al., 2008)

Figura 5 - Estrutura molecular da celulose
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Fonte: https://www.acs.org/content/acs/en/cellulose.html.

Com o surgimento e desenvolvimento da nanotecnologia a celulose
ganhou atengao na forma de nanomaterial (LIN; DUFRESNE, 2014). Segundo Drexler
(2004), a nanotecnologia consiste em produzir estruturas atbmicas estaveis, com pelo
menos uma dimensao (comprimento, largura ou didmetro) inferior a 100 nanémetros
(10™ m), as quais podem ser manipuladas no sentido de se obter materiais com
melhores performances (NUNES, 2014). Em geral os materiais nanométricos
apresentam caracteristicas fisicas e quimicas inovadoras em relagdo ao seu material
de origem, o que resulta na possibilidade da utilizagdo dos mesmos em aplicagdes
tecnoldgicas (BORJESSON; WESTMAN, 2015).

Segundo Santos (2012), as primeiras pesquisas sobre a nanocelulose (NC)
surgiram em 1950 com Ranby. Ele obteve suspensdes coloidais (hidrogéis) de
celulose a partir da degradacéo controlada das fibras de celulose catalisada com acido

sulfurico. Esse estudo foi realizado a partir do trabalho de Nickerson e Habrle (1947),
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onde foi realizada a degradacgéao das fibras de celulose por aquecimento em solugéo

acida.

Desde entao pesquisas sobre nanotecnologia e nanocompostos, entre eles
a nanocelulose, cresceram exponencialmente. Muitas dessas pesquisas abordam o
isolamento da NC em diferentes fontes de matérias primas, sua estrutura e
propriedades quimicas (OKSMAN et al., 2016).

A celulose ganhou proeminéncia como material nanoestruturado,
principalmente devido ao interesse no uso da biomassa vegetal como fonte de energia
renovavel. Como exemplificado na Figura 6, o termo NC é dado a nanocristais de
celulose (CNC), extraidos quimicamente por hidrélise acida, a celulose nanofibrilada
(CNF), extraidas mecanicamente, e celulose bacteriana (CB) produzida por diversas
espécies bacterianas (SPENCE; HABIBI; DUFRESNE, 2011; DUFRESNE, 2013; LEE
et al., 2014).

Figura 6 - Microscopia eletrbnica de transmissdo dos trés principais tipos de

nanocelulose (nanocelulose cristalina. nanofibrilada e bacteriana).

Fonte: Adaptado de Abitbol et al., (2016).

O Quadro 1 apresenta as principais fontes de extracdo de NC, que sao
madeiras em geral, fibras vegetais, algodéo, linter do algodao, polpa de batata, entre

outros.
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Quadro 1 - Principais fontes de nanocelulose, procedimento de extragao e tipo de

nanocelulose.

Fontes de Principais Procedimentos Tipos de NC | Referéncia
extracao
Polpa de Pregséo mecanica aptgs e/ou | CNC e CNF Hamada and
macera | osvatamero quinco 0. Boustil (2010
Linter de Hidrolise acida da celulose. CNC Saito, Okita, et al.
algodao Diametro: 5—70 nm (2006)
Polpa de Pressao mecanica antes e / ou CNF Dufresne et al.
batata | o iico. Diametio: 5-60 nm (2000)
Fibras Press&o mecanica antes e/ou CNC e CNF Heiskanen et al.
vegetais | O e da da colulose. (2011)
Didmetro: 5-70 nm
Algodao hidrélise acida da celulose. CNC Saito, Nishiyama,
Diametro: 5-70 nm et al. (2006)
Celulose Sintese Bacteriana. CB KLEMM et al.
bacteriana Diametro:20—100 nm (2011)

Fonte: KLEMM et al. (2011). NC: nanocelulose, CNC: nanocelulose nanocristalina , CNF:
nanocelulose nanofibrilada.

A estratégia de desestruturagdo quimicamente induzida € comumente realizada

para a extracdo de CNC da celulose nativa, através da remocéo de regides amorfas

e preservacao de cristais de NC da estrutura. Do outro lado, procedimentos mecanicos
sdo mais utilizados para extragao da CNF (NING LIN, 2014).

2.3. Liberagcdo de Farmacos

Nos ultimos anos tem havido um crescente interesse no uso de NC na area da

saude. Existem varias razdes possiveis para este fendmeno: i) os custos de produgéo
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sao relativamente baixos em comparagéo com outros biopolimeros. ii) a celulose esta
amplamente disponivel. iii) as fontes sdo sustentaveis. iv) o material tem excelentes
propriedades mecanicas. v) NC possui uma area superficial especifica alta. vi)
apresenta ampla possibilidade de modificagées quimicas. vii) € biocompativel e viii)
apresenta baixa toxicidade (HUA, 2016).

A celulose tem uma longa histéria de aplicagdes na industria farmacéutica,
em particular como excipientes, funcionando como mediadores especiais na liberagao
controlada e prolongada de drogas em comprimidos, sobretudo em razao de sua taxa
de desintegracdo. Neste contexto, as formas fisico-quimicas de transportadores de
farmacos a base de nanocelulose podem ser divididas em 3 grupos: i) as microesferas
(ou microparticulas). ii) hidrogéis (ou géis) e iii) membranas (ou biofilmes). Estudos
relatados sobre a NC dao uma grande perspectiva de avangos para a aceitagao da
nanocelulose como material comercial disponivel para aplicagbes biomédicas (LIN;
DUFRESNE, 2014; LAVOINE et al.,2012).

Uma das vantagens de se utilizar a NC esta nas suas mais variadas
propriedades como a alta pureza, cristalinidade, fibrilas finas, alta resisténcia
mecanica e capacidade de retencao de agua. Sendo assim, ha a perspectiva de que
o composto possa ser comercializado como biomaterial devido a sua
biocompatibilidade, capacidade de cicatrizagcdao de feridas, moldabilidade e baixo
custo (SOUZA, 2015; OLIVEIRA et al.,, 2012). As membranas derivadas da NC
poderdo ser utilizadas na medicina, bioengenharia, industrias farmacéuticas e

futuramente nas pesquisas para produgao de cosméticos (UDDIN et al., 2018).

Além do efeito sistémico, também tem sido explorada a liberacdo local de
farmacos com materiais a base de NC (HALIB et al., 2017). Esta possui propriedades
unicas, essenciais para a engenharia de tecidos. Na area médica ja foram relatados
estudos para aplicagdo como vasos sanguineos artificiais para microcirurgia, enxertos
para engenharia tecidual, substituicdo de pele e como sistema liberagédo de farmacos,
além do material também funcionar como barreira contra microrganismos em lesdes

de pele e queimaduras, reduzindo a dor e o tempo de cicatrizagao (FISCHER, 2017).

A Figura 7 ilustra o mecanismo hipotético de liberacdo tépica de VITDS3,

proposto por Kim, Gater e Kim (2018), o qual estamos adaptando ao nosso estudo.
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Neste contexto, a VITD3 ao atravessar o tecido epitelial podera atingir a corrente
sanguinea e ser transportada até o figado e rins por proteinas de transporte
especificas, exercendo seu efeito sistémico sobre o metabolismo celular ou podera

desempenhar o seu efeito topico sobre o tecido epitelial.

Figura 7- llustragdo esquematica do mecanismo hipotético proposto de liberagao da

Vitamina D3 na pele através da aplicacdo da membrana de NC.
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Fonte: adaptado de Kim, Gater e Kim (2018).

A pele, apesar de suas propriedades de barreira, oferece varias vantagens
como via de administragcado de farmacos. A administracdo dérmica de medicamentos
por aplicagao topica pode localizar uma alta concentracdo de ativos nas camadas
superiores da pele, que é o local de acdo de muitos medicamentos que tratam
disturbios dermatolégicos, e minimizar a exposi¢ao sistémica do medicamento. A
administracdo do medicamento depende das caracteristicas fisico-quimicas do ativo
e de seus transportadores na formulacao. Muitos estudos tém se concentrado no uso
de nanomateriais para melhorar a administragcdo topica de moléculas grandes e
lipofilicas (RAMEZANLI et al., 2017).
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A VITD3 é muito hidrofébica e sensivel a muitos fatores ambientais (por
exemplo, umidade, calor e luz), que podem induzir isomerizagao ou oxidacao de sua
estrutura e afetar adversamente sua bioatividade (BALLARD et al., 2007). Embora a
manipulagdo de compostos lipofilicos em transportadores de tamanho nanométrico
tenha recebido atencéo significativa na industria alimenticia e farmacéutica, poucos
relatos na literatura estao disponiveis para analogos da vitamina D (GUTTOFF et al.,
2015; ALMOUAZEN et al., 2013).

O desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos tem crescido
na industria farmacéutica nos ultimos anos, dentre esses sistemas pode-se citar: i) os
sistemas transdérmicos. ii) os lipossomas. iii) hidrogéis e iv) sistemas poliméricos
matriciais (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002). Nas matrizes com farmacos hidrofébicos
a liberacado da substancia ativa ocorre por mecanismos de difusdo através dos poros
ou por erosao, prevalecendo um ou outro mecanismo de acordo com as propriedades
do farmaco e do excipiente utilizado (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Neste estudo foi associado dois polimeros, sendo a NC um polimero natural e
o alcool polivinilico (PVAL) um polimero sintético, que funcionam como agentes
moduladores da liberacdo da VITD3. Neste contexto, o material a base de NC
associado com a VITD3, pode permitir uma liberagao controlada do principio ativo, o
que pode melhorar a eficacia do farmaco reduzindo os possiveis efeitos adversos pela

passagem deste horménio pelo trato intestinal.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais
Os materiais utilizados no preparo das membranas foram:

Nanocelulose obtida por hidrélise acida da celulose do linter de algodéo,
alcool polivinilico (Dindmica®, Lote 94332), vitamina D3 (Fagron® (Fabr/Orig:
Zhejiang Garden Biochemical High-Tech, lote C20170603A-5), glicerina liquida
(Synth®), tensoativo tween 80 (Dinamica®) e agua ultrapura (resistividade < 18,3 MQ

/cm).
3.1.1. Alcool Polivinilico (PVAL)

A Figura 8 ilustra a estrutura quimica do PVAL, (C2H40)n, este € um polimero
sintético hidrossoluvel devido a presenga de grupos hidroxila (-OH) ligados a sua
molécula. E um tensoativo ndo idnico empregado em formulagdes cosméticas como
estabilizante, para aumentar a viscosidade das formulacbes e como lubrificante.
Também se aplica para férmulas geleificadas com secagem rapida apds aplicagao na
pele formando uma pelicula plastica hidrossoluvel denominada mascara plastica na
concentrag&o usual de 5 a 12% (SWEETMAN et al., 2008).

Figura 8 - Estrutura quimica do PVAL.
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Fonte:https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/polyvinyl-alcohol-polymer-

chemical-structure. Onde n € numero de monémeros que constituem o polimero.

Utilizado como agente de permeacgao cutanea, provavelmente pela interagao
deste polimero com o estrato cérneo da pele, possui acdo como carreador de
principios ativos. O PVAL surge como uma substancia com alto potencial para a
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liberacdo de farmacos, uma vez que pode auxiliar na liberagdo de compostos na
epiderme (VIEIRA, 2015).

Para a etapa de sintese das membranas foi preparado uma solugédo a 5% de
PVAL, pesando 10g do p6 quimico e solubilizando em 190 mL de agua ultra pura. Esta
solucéo foi aquecida a 80°C sobre agitacdo constante em agitador magnético (Ethik®)
durante 90 minutos até a completa solubilizacdo do PVAL. Por meio deste

procedimento obteve-se uma solugao limpida e cristalina.

3.1.2. Tensoativo Polissorbato 80 (Tween 80)

A Figura 9 ilustra a estrutura molecular do tensoativo polissorbato 80,
Ce4H124026. O tween 80 € um surfactante sintético composto por ésteres de acidos
graxos de polioxietileno sorbitano. Os surfactantes s&o produtos capazes de promover
a solubilidade de substancias hidrofébicas em agua (GRIPPA, 2010).

Figura 9 - Estrutura molecular do Tween 80.
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Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=TWEEN%C2%AE+80&interface

Véarios sistemas de liberagdo de farmacos exigem propriedades
surfactantes, devido ao carater lipofilico e hidrofébico de seus constituintes na
membrana, os mais amplamente recomendados sao os surfactantes nao-ibnicos com
um balango hidrofilico-lipofilico relativamente alto (GURSQY; BENITA, 2004)
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Estudos anteriores de citotoxicidade revelaram que o surfactante nao-
ibnico, como o tween 80, tem menor efeito toxico que os catidnicos, anibnicos e
anféteros. Devido as suas propriedades menos citotoxicas, este surfactante foi
selecionado para este estudo. Usando uma concentracdo adequada de surfactante a
liberagdo cumulativa e a taxa de liberagdo da droga podem ser controladas
(GUNATHILAKE, 2018).

Na etapa de sintese da membrana foi acrescido o tween 80, uma vez que
a NC tem caracteristicas hidrofilicas e a VITD3 possui carater lipofilico. Este tensoativo
foi adicionado para promover a solubilizagdo do componente ativo e diminuir a tenséo

superficial da mistura.

3.1.3. Nanocelulose

A extracdo da NC foi feita por hidrolise acida da celulose do linter de
algodao com &cido sulfurico (64% m/m) na proporgéo de 1:10 (polpa (g):acido (mL),
na temperatura de 60°C e tempo de hidrélise de 30 minutos. Apds esta etapa foi
realizada a dialise da solugé&o obtida com uma membrana da servapor de 21 mm de
didmetro (SOUZA, 2019). A determinagao da dimensao da nanocelulose obtida foi
feita por meio de microscopia eletrbénica de alta resolugdo de emissao por campo
(MEV-FEG).

3.1.4. Vitamina D3

A VITD3 é um p¢ cristalino, esbranquigado, com concentracao inicial de
40.000.000 Ul g'. A quantidade de vitamina D3 é comumente apresentada em duas
unidades: i) microgramas (ug) ou ii) unidades internacionais (Ul). Um micrograma é
igual a 40 Ul de VITD3. Devido a esta elevada concentragao foi feita uma pré-diluicao
1:50 (m/m). Foi pesado 1,0 g de VITD3, a qual foi solubilizada em 49,0 g de alcool
etilico absoluto. Sabendo-se que cada grama do pé puro possui 40.000.000 Ul de
VITD3, obteve-se assim uma solugéo cuja concentragédo € de 800.000 Ul (m/m) por

grama de solucao.
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3.1.5. Glicerina:

A glicerina ou glicerol, formula molecular C3sHsOs, (Figura 10), pode ser usado
como solvente, umectante, plastificante, emoliente e veiculo na liberagédo de farmacos.
E miscivel em agua e alcool, como solvente da VITD3 é comparada ao alcool e tem
propriedades preservantes (LUBI; SATO; GAENSLY, 2003).

Figura 10 - Estrutura quimica da glicerina

CH2 ——CH——CH:

OH OH OH

Fonte: http://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/Glycerol-850-0

3.2. Métodos

3.2.1. Sintese das membranas

Conforme a Tabela 2, foram produzidas neste estudo trés tipos de membranas.
Sendo duas membranas contendo VITD3 em concentragdes diferentes e uma
membrana controle sem a adi¢gao do principio ativo. No primeiro caso, foi produzida
uma membrana com uma concentracdo de 8.000 Ul mL-' de VITD3, denominada
membrana nanovit. No segundo caso, foi produzida uma membrana com 40.000 Ul
mL-' de VITD3, devido a concentracdo elevada de vitamina essa membrana foi
denominada nanovit super. Na membrana denominada controle foi adicionado

glicerina sem a adigéao do farmaco.

Foi utilizada a glicerina liquida como agente solubilizante da VITD3 e como
agente plastificante da mistura para potencializar a formagdo da membrana. Para a
sintese das membranas com o principio ativo foram preparadas duas solucdes de
glicerina liquida com diferentes concentragdes desta vitamina. Na primeira foi pesado
1,0 g de solugéo diluida 1:50 de VITD3 em alcool etilico absoluto e acrescentado a 30
ml de glicerina liquida (v/v). Tendo assim 800.000 Ul de vitamina nesta solugcédo. Na

segunda foi pesado 5,0 g de solucédo diluida 1:50 de VITD3 em alcool etilico absoluto
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e acrescentado a 30 ml de glicerina liquida (v/v). Tendo assim 4.000.000 Ul de

vitamina nesta solucgao.

Para a pesagem dos compostos foi utilizada balanga analitica
Marte/Shimadzu®, com precisao de 0,0001g, modelo AW 220.

Tabela 2 - Composi¢ao das membranas.

Membranas Nanocelulose

PVAL 5% Glicerina Tween 80 Vitamina

mL mL mL D3
(mL) (mL) (mL) (mL)

(Ul mL™)
Membrana 15 50 30 5 8.000
nanovit
Membrana 15 50 30 5 40.000
nanovit
super
Membrana 15 50 30 5 Sem adicao
Controle

Fonte: o autor.

Como esquematiza a Figura 11, os componentes foram processados segundo
a técnica de “casting”, que consiste na preparagdo de uma solugdo com capacidade

de formar membranas, segundo a metodologia de Fakhouri et al. (2007).

Foi medido 15 mL de nanocelulose e adicionado a 50 mL de solugao a 5% de
PVAL. Esta solugdo foi submetida a sonificagcdo por 60 min para uma completa
dissolugédo da nanocelulose, em um sonicador ultrassénico, Ultronique®, Ecosonics,
com poténcia de 500 W, frequéncia de 20 khz e macroponta de titdnio com 13 mm de

diametro. Apds estes procedimentos, a solucdo de PVAL e de NC foram misturadas
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as solugdes de glicerina com diferentes concentragdes de VITD3. Apds estas etapas
foi acrescentado em todas as solugdes o emulsificante tween 80, como agente
tensoativo. Entéo foi realizada a sonicagao desta solugcao por 60 minutos. As solugdes
foram colocadas em placas de petri e deixadas a temperatura ambiente para
evaporagao por 48 horas. Em seguida foram deixadas em estufa por mais 24 horas a
60°C.

Figura 11 - llustracdo da técnica utilizada para a produ¢do da membrana de

nanocelulose acrescidos do componente ativo vitamina D3.

SOLUCAD
GLICERINA VD3 »
TWEEN B0 EMPLACAMENTO

] — @ (9
1 |

¢
oSO

Temperatura ambéente por 48 horas

sonificador por 60’ sonificador por 60'

Estufa 60 Graus Celsius por 24
horas

Fonte: o autor.

3.2.2. Caracterizagao fisica da membrana

Os seguintes parametros foram considerados na avaliagao das caracteristicas
fisicas das membranas: massa, espessura, diametro, elasticidade e flexibilidade. As
membranas foram divididas em dois grupos: i) Membranas controle, sem adigao da

vitamina D3. ii) Membranas nanovit, com adi¢ao da VITD3.

Foram realizados os testes mecanicos de tracdo no equipamento

Dinamo&metro, Qualitylabor®. Os ensaios de tragdo foram realizados para determinar
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o alongamento e a resisténcia das membranas antes e apds a incorporagao da
vitamina D3. As membranas foram confeccionadas e tiveram suas extremidades
presas pelas cargas de tragdo, ao acionar o equipamento, o corpo da membrana se
deforma até a ruptura, determinando assim o alongamento do material e a forga

necessaria para o rompimento da membrana (Figura 12).

Figura 12 - Teste mecanico de tragdo e alongamento das membranas de nanocelulose

Fonte: o autor.

O moddulo de elasticidade, também chamado de médulo de Young, refere-se a

capacidade do material em resistir ao alongamento, foi calculado utilizando-se da

Equacéo 1:
- Al/ ANl (1)
lo
Em que:

F= forga de tracédo (N)

A = area transversal do corpo de prova (mm?)



37

A €= e o alongamento sofrido (mm)

fo=¢o comprimento do corpo n&o tracionado (mm)

Para a determinagao da area transversal foi padronizado um corpo de prova
das membranas com 60 mm de comprimento, 20 mm de largura e 4 mm de espessura.
Estas medidas seguiram as especificagdes do dinambémetro para a realizagdo do
teste. Portanto, foi padronizado um corpo de prova com 80 mm? de area transversal
(largura x espessura). A temperatura durante a realizacdo dos testes foi de
aproximadamente 26°C. Os calculos de tensédo (for¢a/area) e deformagao especifica
(deformagao/comprimento da membrana) foram determinados manualmente a partir

da Equacéo 1.

O teste de resisténcia ao rasgo foi realizado no equipamento Digital EImendorf
Tear Tester, modelo 53984 FRANK®. O aparelho opera por meio de um péndulo com
cargas definidas para determinar a forca (Kgf) requerida de forma a avaliar a
resisténcia de materiais ao rasgo. Foi confeccionado um corpo de prova, da
membrana controle e nanovit, com 100 mm de comprimento, 60 mm de largura e 4

mm de espessura.

O teste de esmagadura foi realizado para medir a resisténcia (KN/m) a
compressdo das membranas no equipamento SCT - Short Compression Tester,
modelo 18510 FRANK®. A amostra é colocada nos grampos abertos e pressionando
o botéo iniciar as bragadeiras fecham e se movem junto com uma velocidade de 3 +/-
0,1 mm / min. Foi padronizado um corpo de prova com 60 mm de comprimento, 20

mm de largura e 4 mm de espessura.

Os testes de tracgao, resisténcia ao rasgo e esmagadura foram realizados na
membrana controle e membrana nanovit. Os testes foram realizados em triplicata,
extraidos as médias e o desvio padréo. A temperatura durante a realizagao dos testes

foi de aproximadamente 26°C.
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3.2.3. Espectroscopia no infravermelho com transformada de fourier (FT-IR)

O FT-IR define-se como uma das técnicas qualitativas para identificacao de
compostos quimicos desconhecidos mais utilizada atualmente, ela tem um baixo custo
operacional, as analises podem ser realizadas de forma rapida e simples e pouco
residuo € gerado apds a sua aplicagao. Esta técnica consiste em observar as bandas
geradas e relacionar cada numero de onda resultante com modos vibracionais de

grupos funcionais ou ligagdes entre atomos especificos (STUART, 2004).

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) é uma
das mais importantes técnicas para a caracterizacdo de polimeros, em termos de
identificacdo e determinacao de caracteristicas estruturais, principalmente no que se
refere a grupos funcionais e de ligagbes quimicas entre as moléculas presentes na
amostra. Desta forma foram realizadas analises de FT-IR de todos os componentes
da membrana de forma individualizada, sendo também realizada a leitura da
membrana de nanocelulose com e sem o componente ativo. As determinagdes foram
realizadas no Equipamento FT-IR Bruker-Tensor 27®. Os espectros foram obtidos
das membranas preparadas apos a secagem das amostras. Foi utilizado o médulo de
espectroscopia de reflexdo totalmente atenuada, na regido 350-4000 cm™'. Cada
espectro foi obtido acumulando 32 varreduras, com resolugédo de 4 cm-.

3.2.4. Microscopia eletrénica de varredura de alta resolugao (MEV-FEG)

A microscopia eletrénica de alta resolugdo (MEV-FEG) permite obtencdo de
imagens detalhadas da morfologia dos materiais com resolugédo de até 1 nm e
determinacao do tamanho de particulas de dimensdo minima de 10 nm. Com a técnica
de MEV-FEG é possivel obter imagens de topografia utilizando elétrons secundarios,
estudar a porosidade, defeitos, contaminagbes, granulometria e morfologia dos

materiais.

Para a obtencdo das imagens foi utilizado o Microscépio eletrbnico de alta
resolucao de emissao por campo (MEV-FEG) Marca JEOL, modelo JSM-7500F.
Foram realizadas analises de 4 materiais distintos: i) das superficies da membrana
controle e ii) membranas nanovit, iii) da superficie da membrana nanovit apos esta

ser submetida ao processo de liberagdo da vitamina D3 em solucédo receptora de
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alcool etilico absoluto, iv) a determinagdo da dimensao da nanocelulose obtida do

linter de algodao.

As amostras foram previamente desidratas e montadas diretamente em stubs
e metalizadas em equipamento de metalizagdo BAL-TEC® coating system (modelo
SCD-50). Foi necessario realizar um revestimento das amostras com carbono a
vacuo. A distancia entre o alvo e a amostra foi mantida em 50 mm para todos os
depositos de carbono. Durante a deposicdo, o vacuo foi mantido a 2x10-' mbar. Uma
camada condutora de carbono € geralmente necessaria para reduzir o efeito da carga
elétrica na superficie causada pela interacao entre o feixe de elétrons e a amostra, o
que pode resultar em distorgdo da imagem (BARRETO; TITA; ORLANDI, 2019).

3.2.5. Estudos de liberagao do farmaco

A quantificagado da VITD3 liberada nos estudos de liberacéo foi realizada por
espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-Vis), utilizando-se do equipamento
SPECORD 50®; espectrofotdmetro de feixe unico com detector para medi¢ao na faixa
de 190 a 1100 nm, com lampadas de deutério (UV) e de halogénio (Vis). Para as
leituras de absorbancia foram utilizadas cubetas de quartzo de 1 cm. Embora a
farmacopeia americana em seus ultimos estudos recomende a utilizagdo de métodos
cromatograficos para a determinagdo direta de farmacos, os métodos por
espectrofotometria ainda apresentam vantagens por serem técnicas de quantificagéo
relativamente baratas e de determinacdo rapida. Desta forma o emprego de
espectrofotometria passou a apresentar uma alternativa promissora desde que sua
metodologia seja padronizada (SENA et al., 2007; AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2010).

Para os estudos de liberacdo da VITD3 foram realizados os seguintes
procedimentos:

v' Selecdo do comprimento de onda em que a VITD3 com maior pico de absorbancia
Optica.
v" Confeccdo da curva padrédo de calibragcdo da resposta 6ptica da VITD3. Sendo

realizadas diluicdes seriadas do principio ativo, para isto foi escolhido como
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solvente o alcool etilico absoluto. A curva foi realizada empregando padrdes na
faixa linear de 0 a 8.000 Ul mL"" de VITDS3.

Escolha do liquido receptor para avaliar a liberagdo da VITD3: Foram escolhidos
dois liquidos receptores para liberagdo da VITD3: i) solugdo contendo uma mistura
de alcool etilico absoluto 50% e tampéao fosfato-alcalino 50% (v/v) e ii) solucao
contendo apenas alcool etilico absoluto.

Leitura dos picos de absorbancia dos reagentes utilizados na manipulagdo das
membranas.

Liberacdo do principio ativo no liquido receptor e confeccédo da curva de liberagao
da VITD3 em funcéo do tempo. A liberacdo da VITDS3 foi realizada em um béquer
contendo 200 ml dos liquidos receptores, as membranas foram colocadas no seu
interior e aliquotas da imersao de 5 ml de solugéo foram retiradas apds decorridos
5, 15, 30, 45 e 60 min. Foi realizada a leitura das amostras por espectrofotometria

UV-Vis e determinada a concentracado de VITD3 liberada em fung¢ao do tempo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao e dimensdes das membranas

O primeiro passo apos as etapas de secagem em estufa e sintese das
membranas foi a avaliagdo dos aspectos gerais e visuais das membranas. A Figura
13 ilustra o aspecto fisico, avaliado visualmente, das membranas em especial a
espessura, elasticidade e flexibilidade. Percebe-se que a membrana apresentou

pouca transparéncia e coloragao branca opalescente.

Figura 13 - Aspectos gerais e caracterizacdo visual da membrana de

nanocelulose.

Fonte: o autor.

O segundo passo foi avaliar o peso, a espessura e o diametro das membranas
de NC apés as etapas de secagem. A Tabela 3 apresenta os resultados encontrados

nas membranas controle e na membrana nanovit.
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Tabela 3 - Caracteristicas encontradas nas membranas controle e nanovit.

Membrana Massa Espessura Diametro
(9) (mm) (mm)
controle 11,30 £ 1,25 3,55+0,26 91,5+1,29
nanovit 12,095 + 1,27 3,75+0,35 93 +1,41

Fonte: o autor.

Os resultados encontrados na Tabela 3 demonstram que a membrana controle
e a membrana nanovit apresentaram caracteristicas fisicas muito semelhantes, n&o
apresentaram variagdes significativas na sua massa, espessura e diametro apds as

etapas de secagem, dentro dos desvios padrdes.

As membranas nanovit e nanovit super apresentaram maior oleosidade na
superficie em relacdo a membrana controle, isto se deve a caracteristica lipofilica da
VITD3.

4.1.1. Testes mecanicos de tragao

Na Tabela 4, sdo apresentados os resultados dos testes mecanicos de
tracdo e alongamento sofrido pelas membranas controle e membrana nanovit, o
modulo de Young, a deformagéo especifica e a forga necessaria para a ruptura das

membranas.
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Tabela 4 - Valores médios dos resultados do médulo de Young, deformacéao

especifica, forga e alongamento.

Membrana Forca Lo At ?f Area Tensao Deformagéao Moédulo de
Young
(N) (mm) (mm?3) (N/ mm?) Especifica
(mm) (mm) (MPa)
(MPa) (%)
Nanovit 23,7+2,68 60 40,8 +2,76 98,8 +2,77 80 0,29+0,04  64,7+4,66 0,46+ 0,02
Controle 13,9+0,98 60 27,1 +1,87 85,7+1,87 80 0,17£0,17  42,9+3,18 0,40+ 0,05

Fonte: o autor. Legenda: ¢0- comprimento do corpo de prova nio tracionado, A ¢ -
alongamento sofrido, £ comprimento final do corpo de prova apos ser tracionado.

A analise dos dados dos testes de tracdo sugerem que a composi¢cao
quimica das membranas influencia no alongamento e em especial a presenca de
VITD3 leva a um aumento da elasticidade do material. Nota-se na Tabela 4, que a
membrana nanovit apresentaram valores de alongamento 40,8 mm com desvio
padrao de 2,76, superior a membrana controle com 27,1 mm com desvio padréo de
1,87.

O modulo de Young, indica a rigidez intrinseca do material. Nota-se na
membrana nanovit um valor médio de 0,46 MPa, com desvio padrao de 0,02, enquanto
0 moédulo de Young da membrana controle foi em média de 0,40 MPa, com desvio
padrao de 0,05. Quanto maior o modulo de Young, maior sera resisténcia a
deformagdo do material. Analisando dados da literatura, estudos realizados por
Cinman (2014) e Drago (2014) obtiveram resultados similares em membranas de latex
impregnadas com medicamentos, com resultados de mdédulos de Young 0,86 MPa e

0,63 MPa, respectivamente.

Foi observado na Tabela 4, uma maior porcentagem de deformagao do
material rico em VITD3, em média 64,7%. Uma vez empregada uma tensao sobre o
material este se deformou plasticamente, ndo retornando a sua forma original. Os

polimeros, como as membranas de celulose, apresentam um comportamento
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intermediario entre os materiais com caracteristicas elasticas e os liquidos com
viscosidade alta (HERCULANO, 2014).

Os testes mecanicos aos quais as amostras foram submetidas revelaram
em hipotese, que o farmaco adicionado a matriz polimérica da membrana nanovit
pode influenciar na resisténcia e na deformacéo especifica do material em relagao a
membrana controle. A VITD3 agregada ao “bulk” da membrana pode proporcionar
teoricamente um aumento das ligagdes cruzadas, um aumento na interagcao dentre as
cadeias por forgcas de van der Walls e pontes de hidrogénio, formando uma rede

tridimensional no interior do material (SILVA, 2016).

A formagao de ligagdes cruzadas tem um grande efeito nas propriedades
mecanicas dos materiais poliméricos. Na tecnologia de liberagcédo controlada, € muito
importante que as caracteristicas mecanicas dos materiais sejam bem conhecidas,
pois a for¢a das ligagdes entre os componentes presentes nas membranas influencia
nos sistemas de liberacdo local de farmacos. Matrizes com ligagdes cruzadas entre
as cadeias de polimeros permitem que as membranas absorvam mais agua sem se
dissolver e desta forma aderir a superficies de aplicagao, permitindo assim prolongar
os periodos de liberagédo de drogas (COELHO, 2012).

4.1.2. Teste de compressao e resisténcia ao rasgo

Nos testes de resisténcia a compressao € determinada a forca, a uma
velocidade de deformagdo constante, necessaria para comprimir ou romper um
material colocado entre duas placas paralelas controladas. Observa-se na Tabela 5
que as membranas nanovit, apresentaram maiores valores de resisténcia a
compressao do que as membranas controle. No teste de resisténcia ao rasgo, onde
se determina a forca necessaria para romper a membrana percebe-se que as

membranas ricas em VITD3 possuem uma maior resisténcia.
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Tabela 5 — Valores médios e desvio padrao dos dados dos testes de esmagadura e

resisténcia ao rasgo.

Membrana Teste de Esmagadura  Teste de Resistencia ao
(KN/m) Rasgo (Kgf)
Nanovit 3,16 £ 0,10 15,2+ 0,66
Controle 3,02+0,10 11,5+ 1,50

Fonte: o autor.

Analisando as caracteristicas mecanicas encontradas nas membranas
pode-se afirmar que a adicdo do componente ativo VITD3 proporcionou um
incremento na resisténcia mecanica da membrana nanovit. Como € apresentado nas
Tabelas 4 e 5, houve aumento dos valores dos testes tragdo, médulo de Young
(elasticidade), percentual de deformagdo, esmagadura e teste ao rasgo em

comparagao com as membranas controle, sem adi¢cdo do farmaco.

Machado et al. (2014) relataram mddulos de Young em membranas
biodegradaveis de fibras de cocos branqueadas da ordem de 3 MPa em compdsitos
contendo 30% de fibras. Membranas de latex apresentam mddulos de Young entre
0,76 e 4,14 MPa (CALLISTER; RETHWISCH, 2012; HERCULANO; 2010). Ao
comparar os valores biomecanicos da pele excisada em tensdao, ha uma grande
variabilidade entre diferentes estudos, variando entre 2.9 e 150 MPa (GRIFFIN et al.,
2016). Membranas de nanocelulose bacteriana utilizadas como curativo de pele em
pacientes com queimaduras extensas apresentaram moédulos de Young de 4,5 MPa
(FU; ZHANG; YANG, 2013). Segundo Zanela et al. (2018) para materiais com PVAL
o0 médulo de Young variou de 1,0 a 2,6 MPa, o alongamento na ruptura varia de 42 a
421%., sendo diretamente influenciado pela concentragcdo do polimero e pela

temperatura.

Desta forma € possivel afirmar que as membranas sintetizadas possuem
resisténcia suficiente para aplicagcao biomédica como curativos ou aplicagcédo sobre a
pele. Como observa-se na Tabela 4, os valores do moédulo de elasticidade
apresentaram valores médios na faixa de 0,46 MPa. Os testes de esmagadura e

resisténcia ao rasgo foram realizados para simples comparagao entre as membranas
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produzidas, comprovando assim que o acréscimo do farmaco proporcionou um

aumento da resisténcia na membrana.
4.2. Caracterizacao por FT-IR dos componentes e das membranas.

A analise de FT-IR permite detectar possiveis modificagdes das propriedades
fisico-quimicas e interagdes entre os componentes do material. Desta forma foram
obtidos espectros de todos os componentes utilizados na sintese do material de forma
individualizada e das membranas controle e da membrana nanovit. A Figura 14
apresenta as bandas do espectro infravermelho da NC obtida por hidrdlise acida do

linter de algodao.

Figura 14 - Espectro no FT-IR da nanocelulose.
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Fonte: o autor.

O espectro de FTIR mostrou duas principais regides de absorgdo, uma na
regido de baixo comprimento de onda (800-1800 cm™) e o outra na regido de maior
comprimento de onda (2700-3800 cm™'). A presenga da banda em 1633 cm™ é
caracteristica da lignina e celulose, sendo atribuida as ligagbes de hidrogénio
intramoleculares da lignina e vibragdes C-H e C-O dos anéis polissacarideos de
celulose. As ligagdes de alongamento de -OH s&o observadas em 3286 cm™' (WANG
et al., 2014; NASCIMENTO, 2018)
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A Figura 15 mostra os espectros de FT-IR da glicerina. O espectro apresenta
picos caracteristicos de grupos funcionais encontrados na estrutura molecular deste

composto.

Figura 15 - Espectro no FT-IR da glicerina
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Fonte: o autor.

As vibragdes obtidas na banda de 3292 cm™ s&o atribuidas ao grupo -OH.
Outra regido caracteristica que é semelhante em todos os espectros analisados da
glicerina por diferentes autores é a regidao de vibragdo de 2700-3000 cm™
caracteristica de vibragbes assimétricas do -CH2 e -CH3 em 2937 cm™' e simétricas
em 2872 cm'. As vibragbes de estiramento axial da ligagdo C-O em alcoois se
encontram na regido de 1260-1000 cm™. Em 1410 cm™' observa-se a presencga da
vibragdo caracteristica da ligagdo C-O-H (JAKUBOWSKA et al., 2017; LOPEZ-DIAS
et al., 2017).

Na Figura 16 € mostrado o espectro de FT-IR da amostra de PVAL, onde

observa-se 0s principais picos associados a este polimero.
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Figura 16 - Espectro do infravermelho do PVAL.
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Fonte: o autor.

Pode-se observar a banda de alongamento C-H entre 2850-3000 cm' e bandas
intensas de hidroxila tipicas de alcool (banda de alongamento -OH em 3325 cm-"). Ao
redor de 1090-1425 cm' nota-se os picos associados ao grupo C-O e em 1726 cm"’

verifica-se uma banda que pode ser atribuida a ligagdo -C=0 (ANICUTA et al., 2010).

A Figura 17 mostra o espectro infravermelho da vitamina D3. O espectro exibe
picos caracteristicos em 3317, 2972, 2891, 1377 e 881 cm.
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Figura 17 - Espectro do infravermelho da Vitamina D3 em solugéao alcdolica.
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Fonte: o autor.

O picoem 3317 cm™ é atribuido a ligagéo de hidrogénio -O-H, ja as bandas em
2972 cm™ e 2891 cm™ correspondem a estiramentos -C-H. A banda em 1377 cm'
corresponde a deformag&o angular em caso de dimetil geminal, em 880 cm™' pode ser
associado a vibragdo de C=CHz2. Em 1043 cm~" corresponde ao estiramento C-O de
alcool secundario. As bandas observadas estdo com conformidade com a literatura
(HEIDARI, 2016; MEDEIROS, 2013; STRATULAT et al.,, 2015; KOSHY; BEYER,
1984).

Os espectros de infravermelho obtidos da membrana nanovit com vitamina D3

encontram-se ilustrados na Figura 18.
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Figura 18 - Espectro do infravermelho da membrana nanovit.
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Fonte: o autor

A avaliagdo das bandas de vibragdo apresenta em 3277 cm™' o grupamento -
OH, em 2937 cm™ e 2883 cm™! 0 alongamento C—H, em 1645 cm™ o alongamento de
C=C, em 1413 cm™ a flexdo de CH2 e em 845 cm™ a deformacé&o angular de C=C-H
(PAVIA, 2010).

A Figura 19 apresenta uma comparagao entre os espectros no infravermelho
por transformada de Fourier da membrana controle (sem vitamina D3) e da membrana

nanovit (com vitamina D3).
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Figura 19 - Espectro de absor¢cdo no FT-IR da membrana controle e membrana

nanovit.
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Fonte: o autor.

Ao compararmos os espectros de FT-IR da membrana controle com a
membrana nanovit verifica-se que ndo houve alteracido estrutural dos componentes
das membranas. Em especial ndo se pode notar a formagado de novas bandas e
alteracbes espectrométricas, o que indica a auséncia de cross-linking e formagdes de
novas ligagbes na membrana. A formacdo de tais ligagbes poderiam de fato,
influenciar no processo de liberag&o controlada da vitamina D3, (DRAGO, 2014).

Na Tabela 6 é apresentado um sumario acerca das principais bandas
vibracionais identificadas nos reagentes e nas membranas controle e nanovit, pela
analise de FT-IR. Foi feita a atribuicao e tipo de vibracdo encontrados na literatura

para as correspondentes bandas vibracionais (PAVIA, 2010).
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Tabela 6 - Analise comparativa da posi¢ao das bandas e tipo de vibragao

NC Glic. PVAL VITD3 MbCtrl Mb
nanovit
NUmero de onda (cm-") Atribuicdo e tipo de vibracao
3286 3292 3325 3317 3290 3277 —OH alongamento
2937 2929 2972 2933 2937 Vibragcao de estiramento assimétrica
de —CH3
2872 2891 2873 2883 Vibragao simétrica de alongamento
de —CH2
1633 1654 1645 C=C de aromaticos
1321 1425 1377 1346 1413 vibragéo da ligagao -C-O-H
1034 1090 1043 1036 1035 estiramento C-O de alcool secundario
881 920 deformacgéao angular de C=C-H

Fonte: o autor. Legendas: NC - nanocelulose, Glic - glicerina, PVAL — alcool polivinilico,
VITD3 — vitamina D3, Mb Ctrl — membrana controle, Mb nanovit — membrana nanovit.

Ao analisar os dados do FT-IR, verifica-se que o alongamento -OH estado

presentes em todos os componentes. Nota-se que as bandas 3286 cm™' e 1633 cm™

da NC sdo observadas na membrana controle e nanovit, os estiramentos 1377 cm™,

1043 cm™ e 881 cm™ da VITD3 tem correspondéncia nas bandas encontradas na

membrana nanovit.

Vale a pena ressaltar, mais uma vez, que nenhuma banda nova foi detectada

pela analise por FT-IR das membranas, isto refor¢ca a integridade do farmaco na

membrana, pois seus grupamentos funcionais foram mantidos, ndo induz ao cross-

linking, indicando que este sistema possui as caracteristicas necessarias para

funcionar como carreador deste principio ativo
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4.3. Caracterizagdao da nanocelulose e das membranas por Microscopia
Eletrénica de Alta Resolugao (MEV-FEG).

As analises realizadas por esta técnica permitiram a visualizagao da topografia
das membranas e avaliagdo mais detalhada da superficie do material, permitindo
avaliar as dimensdes da NC utilizada na confecgcdo das membranas. A Figura 20
apresenta o resultado da analise de MEV-FEG da suspensao de NC extraida por
hidrolise acida do linter de algodao; é possivel observar que ao menos uma das
dimensbes apresenta escala nanométrica. Observa-se uma rede emaranhada de
nanocristais com alto grau de orientag&o preferencialmente paralelas. As fibras de NC

tem formato tubular e apresentam largura na faixa de 15 nm.

Figura 20 - Analise de microscopia eletrbnica de varredura (MEV-FEG) da

nanocelulose com aumento de 100.000 vezes.

— 100nm IQ-UNESP 8/26/2019
X 100,000  2.00kv SEI  GB LOW WD 6.8mm 9:29:51

Fonte: o autor.

Segundo Damasio (2015) os nanocristais de celulose s&o similares a pequenos
cilindros ou bastonetes, isolados a partir da hidrdlise acida das fibras. O mecanismo
de obtencao da nanocelulose demonstra que a agao dos agentes de hidrolise promove

a extracdo das regides amorfas das fibrilas elementares de celulose. A Figura 20



54

demonstra que a suspensao obtida é constituida de fragmentos em forma de agulha
confirmando a formagao dos nanocristais de celulose.
A Figura 21 apresenta a analise de microscopia eletrébnica da membrana

utilizada como controle, ou seja, sem adigédo de VITD3.

Figura 21 - Analise de microscopia eletrénica (MEV-FEG) da membrana controle,

auséncia de VITD3, com aumento de 100.000 vezes.

— 100nm IQ-UNESP 8/26/2019
X 100,000 2.00kVv SEI GB_LOW WD 7.0mm 9:03:40

Fonte: o autor

A membrana controle apresenta continuidade, distribuicdo homogénea dos
materiais, auséncia de porosidade e leve textura superficial. Em outras palavras, ndo
ha sinais de agregacgao de polimeros visiveis na superficie da membrana. Esse é um
aspecto muito importante para os compdsitos, a fim de obter o0 maximo proveito da
incorporagao de nanoparticulas em matrizes de polimeros (POONGUZHALI; BASHA,;
KUMARI, 2017). Estudos realizados por Luo et al. (2017), Frone et al. (2011) e
Belbekhouche et al. (2011), apresentaram resultados de microscopias eletronicas de
membranas de nanocelulose com caracteristicas semelhantes aos aqui apresentados

em relacao a topografia.
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A Figura 22 apresenta a membrana nanovit com adigao da VITD3, pode-se

observar a presenca de cristais na superficie.

Figura 22 - Analise de microscopia eletrénica (MEV-FEG) da membrana nanovit com

aumento de 25.000 vezes.

| lum IQ-UNESP 8/26/2019
X 25,000 2.00kV SEI GB LOW WD 5.9mm 9:23:54

Fonte: o autor.

Esta membrana apresenta superficie lisa, homogénea e continua, sem
porosidade e possivelmente seja a presencga do farmaco na superficie da membrana
na forma de cristais esbranquicados. A membrana nanovit apresentou maior
oleosidade em comparagao a membrana controle, sobretudo pela presenca da VITD3,
a qual apresenta propriedades lipofilicas, justificando a oleosidade encontrada.

A Figura 23 apresenta a analise de microscopia eletrbnica na membrana
nanovit, aumentada (1500 e 50.000 vezes), ha presencga de estruturas com aspecto

oleoso semelhantes a micelas com cristais de VITD3 no seu interior.
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Figura 23 - Analise de microscopia eletronica (MEV-FEG) da membrana nanovit
aumentada 1.500 vezes (A) e 50.000 vezes (B).

— 10pm  IQ-UNESP 8/26/2013 — 100nm IQ-UNESP 8/26/2019
2.00kV SEI GB_LOW WD 5.5mm 9:18:23 X 50,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.9mm 9:22:09

Fonte: o autor.

As imagens obtidas revelam a presenca de estruturas semelhantes a micelas
na membrana nanovit, isto ja era esperado, visto que na composi¢gdo quimica da
membrana foi adicionado o surfactante tween 80 para diminuir a tensao superficial
entre os componentes da formulacéo. Este tensoativo tem como caracteristica formar
micelas em misturas 6leo em agua. Na Figura 23A, com aumento de 1.500 vezes,
nota-se a presencga de inumeras estruturas semelhante a micelas. Ja na imagem 23B
em aumento de 50.000 vezes pode-se avaliar que no interior das micelas ha presencga
de cristais, atribuidos a VITD3, visto que na membrana controle nao foi observado tais
estruturas. Ha auséncia de aglomerados na superficie da membrana o que contribui
para que a matriz de NC e PVAL seja considerada um bom sistema de liberacéo da
VITD3.

Na Figura 24 verifica-se o resultado da analise de MEV-FEG da membrana
nanovit, apés a membrana ser submetida a testes de liberagdo do farmaco em solucao

alcdolica.
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Figura 24 - Imagem de MEV-FEG da membrana nanovit apds procedimento de
liberacdo em solucéo alcoolica.

— 100nm IQ-UNESP 8/26/2019
X 50,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 7.1lmm 9:11:31

Fonte: o autor

A membrana apresenta-se com superficie porosa, heterogénea e irregular apos
a fase de liberagdo da droga. Nota-se a presenca de cristais de VITD3 no interior do
“bulk” da membrana. Observa-se que a membrana apresentou alteragao estrutural em
comparagao com a membrana controle, isto pode indicar que o processo de liberacéo

do farmaco ocorre por erosédo e nao por difusdo.

Como mostrados pelas analises de MEV-FEG as particulas de celulose
apresentaram diametros menores que 100 nm, o que caracteriza o material extraido
do linter de algoddo como nanoestruturado. A membrana controle e membrana
nanovit apresentaram caracteristicas condizentes com materiais poliméricos com
topografia homogénea, sem porosidade, aspecto liso, continuo e sem aglomerados.
Ha uma clara diferenca na textura da superficie entre a membrana controle e a
membrana nanovit em relacdo a oleosidade superficial e a presenca de micelas. As
analises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV-FEG) mostraram que cristais
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de VITD3 estavam presentes na superficie da membrana nanovit, o que corrobora

para que este sistema tenha uma liberacao rapida do farmaco.
4.4. Estudo da liberagao do farmaco

4.4.1. Selegao do comprimento de onda

Para a confeccado da curva de calibragdo da resposta 6ptica da VITD3, em
funcdo da sua concentracdo em solucdo, foram realizadas diluigdes seriadas do
principio ativo. Para tanto foi escolhido como solvente o alcool etilico absoluto, devido
ao carater lipofilico da VITD3 de acordo com a Farmacopeia Brasileira 52 ed. (2010).
A escolha de um solvente na espectroscopia € muito importante, um critério a ser
seguido é que um bom solvente ndo deve absorver radiagdo no mesmo comprimento

de onda do soluto cujo espectro esta sendo analisado (PAVIA, 2010).

O espectro UV-Vis é geralmente registrado como a absorbancia do material em
fungcdo do comprimento de onda da luz empregada na excitagdo das amostras. A
Figura 25 apresenta o valor maximo de absorbancia encontrado em uma solugédo com

VITD3 diluida em alcool etilico absoluto.

Figura 25 - Espectro de absor¢ao da Vitamina D3 em solugao alcdolica.

3 4 265
s nm

Absorbancia (UA)
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Comprimento de onda (nm)

Fonte: o autor.
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O principio basico é que cada composto absorve ou transmite luz em uma certa
amplitude de comprimento de onda, ou seja, a quantidade de luz absorvida ou
transmitida & proporcional a concentragédo da substancia em solugao (XAVIER; DORA;
BARROS, 2016). Apés uma varredura entre 100 e 800 nm verifica-se um pico de
absorgao em 265 nm, como mostra a Figura 25. Trabalhos realizados por Medeiros
(2013), Costa (2017) e Ashok e Kumar (2011) encontraram picos de absorbancia da
VITD3 com valores em 265 nm.

4.4.2. Curva padrao de calibragao da resposta éptica da Vitamina D3.

Como observa-se na Figura 26, o grafico da curva de calibragdo foi
confeccionado com padrdes de VITD3 entre 250 Ul mL-' e 2000 Ul mL™".

Figura 26 - Curva de calibragdo da Vitamina D3 diluida em alcool etilico absoluto.
Leituras realizadas em 265 nm.
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Concentragao (Ul/mL)

Fonte: o autor.
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O gréfico foi confeccionado para determinar a quantidade de farmaco liberado
no estudo no liquido receptor. Observa-se na Equagao 2 a equacéo de regressao
linear obtida com um coeficiente de correlagéo (r) =0,996. Este valor é considerado
satisfatério pela RDC 166/2017 que preconiza um valor de coeficiente de correlagao
acima de 0,990 (BRASIL, 2017).

Azss = (1,30.103 x Cyrps)— 0,20| @)

(y) (a) (x) (b)
Onde:

(y) = A265 - absorbancia em 265 nm

(a) = coeficiente angular = 1,30.10°3

(x) = concentragéo da VITD3 em Ul mL-"

(b) = coeficiente linear (b) = -0,20

Observa-se que na metodologia empregada é possivel detectar valores de
concentragédo de VITD3 na faixa de 250 Ul mL™" até 2.000 Ul mL-"'. Valores inferiores
a 250 Ul mL' ndo apresentaram leitura no espectrofotdmetro UV-Vis e superiores a

2.000 Ul mL" foi necessario realizar a diluicio das amostras.

4.4.3. Escolha do liquido receptor para avaliar a liberagao da Vitamina D3:

Como demonstra a Figura 27, o liquido receptor que apresentou melhor

resposta optica foi o alcool etilico absoluto, visto que na solugdo com 50% de alcool
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etilico e 50% de tampéo fosfato alcalino, percebe-se interferéncia direta na leitura

espectrofotométrica, ndo sendo possivel realizar a analise de UV-Vis destas solugoes.

Figura 27 - Espectro UV-Vis dos liquidos receptores selecionados

= ALCOOL ETILICO PA

= VITD3 EM TAMPAC

=——VITD3 EM ALCOOL ETILICOPA

= TAMPAQ FOSFATO

Absorbancia (UA)

T T T - T ; T
180 240 300 360

Comprimento de onda (nm)

Fonte: o autor.

O Aalcool etilico absoluto ndo apresentou picos de absorbancia em 265 nm,
deste modo a VITD3 apresentou pico de absorbancia bem evidente. Ja na solugao
com tampéo fosfato alcalino puro e na solugdo com VITD3 em tampao fosfato alcalino,
os resultados dos espectros de absorgéo obtidos s&o largos e sobrepdem-se sobre a
faixa de leitura éptica de 265 nm, n&o sendo possivel realizar a identificagdo da VITD3
nesta solucdo. Desta forma foi padronizado neste estudo que o melhor liquido receptor

para a VITD3 nas etapas seguintes de liberacao seria o alcool etilico absoluto.

4.4.4. Leitura dos picos de absorbancia dos reagentes

Como demonstra a Figura 28 foi realizada a espectrofotometria 6ptica de todos

0s componentes presentes na membrana.
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Figura 28 - Espectro de absor¢ao molecular UV-Vis dos constituintes da membrana
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Fonte: o autor.

De modo geral é possivel observar a sobreposi¢cao parcial dos espectros da
VITD3 em 265 nm e do tween 80 com dois picos de absor¢do um em 269 nm e outro
em 280 nm. Tal fato evidencia a necessidade de se fazer uma corregao dos valores
de absorbancia encontrados no liquido receptor nesta regido, a fim de se utilizar a
equacao de calibragdo proposta para a VITD3 (MALUF et al., 2017). Utilizando da
propriedade aditiva da absorbancia tem se a Equacgao 3:

[Abs Total = Abs ( vitamina D3) + Abs ( membrana controle em 265 nm)| (3)

4.4.5. Estudo de liberagao do principio ativo no liquido receptor

Apds a imersdao das membranas em 200 mL de alcool etilico absoluto, sob
agitacdo constante, aliquotas de 5 mL foram retiradas no intervalo de 60 min e

realizada a leitura da absorbancia por espectrofotometria UV-Vis. Foi definido o
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comprimento de onda de 265 nm como referéncia para a determinacado dos valores

de absorbancia e calculo da concentragao de VITD3 liberada em solucéao.

A Figura 29 apresenta as leituras de absorbancia da membrana controle em
funcdo do comprimento de onda onde se percebe um pico de absor¢ao da luz em 269

nm e 280 nm.

Figura 29 - Espectro UV-Vis de liberacdo da membrana controle em fungédo do tempo

de liberagéo.
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Fonte: o autor.

Os picos de absorbancia encontrados no estudo de liberacdo da membrana
controle apresentam valores similares, entre os comprimentos de onda em 269 nm e
280 nm, com os encontrados no espectro de absorcéo do tween 80, como observado
na Figura 29. Isto demonstra que o tween 80 se desloca da membrana controle em
direcao ao liquido receptor. Desta forma foram medidos os valores de absorbancia em

265 nm e referenciados como branco dos testes de liberacdo (Tabela 7).
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Na Figura 30 é apresentada o espectro de liberagdo da membrana nanovit em

solucéo alcodlica no intervalo de 60 min.

Figura 30 - Espectro UV-Vis de liberacdo da membrana nanovit em fung¢do do tempo

de liberacéo.
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Fonte: o autor.

Os picos de absorbancia em 233 nm s&o atribuidos a liberagédo da glicerina no
liquido receptor. Os valores de absorbancia encontrados em 265 nm da membrana
nanovit estdo muito préximos aos valores de absorbancia da membrana controle. Isto
se deve possivelmente a baixa concentragao de VITD3 liberada neste sistema. Desta
forma foi realizada o estudo de liberagdo na membrana nanovit super, a qual

apresenta maior concentracido de VITD3.

A Figura 31 mostra o espectro de absor¢dao da membrana nanovit super em
funcdo do tempo de liberagcdo. As aliquotas do liquido receptor coletadas foram
diluidas previamente pois os valores de absorbancia encontrados no comprimento de

onda de 265 nm ultrapassaram o limite de detecgao do espectrofotdmetro.
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Figura 31 - Espectro de absorgdo UV-VIS da membrana nanovit super em fungao do

tempo de liberacao.
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Fonte: o autor.

Comparando as Figuras 30 e a Figura 31 percebe-se nitidamente que
aumentando a concentragcdo de VITD3 na membrana ocorre um aumento na
absorbancia no comprimento em 265 nm em relagdo a membrana controle. Como o
tween 80 apresenta valores de absorbancia com picos em 269 nm, este seria a unica
substancia presente na membrana capaz de interferir nas leituras em 265 nm. Porém
com o aumento da concentracio da VITD3 na membrana nanovit super a interferéncia
do tween 80 nao é percebida, desta forma pode-se afirmar que o aumento da

absorbancia esta correlacionado com o aumento da concentragao da VITD3.

Na Tabela 7 sao apresentados as amplitudes de absorbancia encontrada na
membrana controle, nanovit (8.000 Ul de VITD3) e nanovit super (40.000 Ul) em

funcao do tempo de liberacao.
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Tabela 7- Leitura de absorbancia em 265 nm nas membranas controle, nanovit e

nanovit super em funcao do tempo de liberagao.

LEITURAS DE ABSORBANCIA X TEMPO DE LIBERAGAO

Tempo Membrana controle Membrana nanovit Membrana
Minutos (UA) super (UA) nanovit(UA)
S 0,09 1,28 0.15
15 0,22 2,37 0,35
30 0,31 3,97 0,41
45 0,42 4,20 0,53
60 0,45 4,20 0,62

Fonte: o autor. UA: Unidades de absorbancia

A partir destes valores pode-se estimar a quantidade de VITD3 liberada no
liquido receptor. Nota-se que os valores de absorbéncia encontrados na membrana
controle e na membrana nanovit em fungcdo do tempo de liberagdo estdo muito
proximos, mas assim que se aumenta a concentracdo da VITD3 de 8.000 Ul para
40.000 Ul na membrana nanovit super os valores de absorbancia sobem nitidamente.
Estes dados s&o importantes pois, no sistema de liberagao formado pela associacao
da NC com o PVAL, as interagdes entre os componentes da membrana permitem a
liberacdo dos elementos presentes na matriz. Uma vez que pela analise dos espectros
de absorgéao verifica-se a liberagédo da glicerina (Figura 30), do tween 80 (Figuras 29

e 30) e da VITD3 de forma mais acentuada na Figura 31.

Na Figura 32, utilizou-se as leituras de absorbancia da membrana controle
como referéncia e assim pode-se no sentido de se estimar as concentragdes de VITD3

das solugdes expostas a membrana nanovit e nanovit super.
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Figura 32 - Curva de liberagdo da Vitamina D3 nas membranas nanovit e nanovit
super em 265 nm.
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Fonte: o autor.

Observa-se na membrana nanovit que o farmaco atingiu pico de
concentragdo rapidamente em 5 min com concentragdo de 250 Ul mL™" na fase 1 do
grafico, isto se justifica devido ao “releasing” de superficie ou seja pela presenca de
farmaco adsorvido na superficie da membrana e posteriormente na fase 2 os valores

de concentragao atingiram um platd e se mantiveram constantes o0 que se deve a
baixa concentracédo de VITDS3.

E possivel verificar na Figura 32 que a membrana nanovit super apresentou
3 fases distintas: i) na fase 1 ocorreu o “releasing” de superficie em 5 min onde atingiu
a concentragédo de 1066 Ul mL™", ii) na fase 2 ocorre a liberagdo do farmaco entre 5
min e 30 min isto se deve pelo fato do farmaco estar presente em regiées mais internas

da membrana (“bulk”), com valores entre 1066 Ul mI' e 2965 Ul mL™" e iii) na fase 3
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onde a membrana atingiu um platé de liberagdo da VITD3 com valores constantes

com pico maximo de 3063 Ul mL-".

Nota-se que a membrana nanovit liberou a VITD3 rapidamente em 5 min, ja na
membrana nanovit super o processo de liberacao até a saturagao do liquido receptor
durou 30 min. Os resultados apresentados demonstram que a VITD3 foi incorporada
a membrana, pois a interagdo gerou a liberagdo da VITD3 no liquido receptor no
decorrer do tempo, sendo gradativa, rapida, cumulativa e crescente.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo, a vitamina D3 foi incorporada em um novo sistema de liberacéo
de drogas, formado pela associagdo entre a nanocelulose, extraida do linter de
algodao e o alcool polivinilico com a possibilidade de desenvolver um novo bioproduto

de liberacao sustentada.

A técnica de produgdo da membrana por “casting” revelou-se reprodutivel
facilitando a producdo de novas membranas. A membrana formada apresentou
flexibilidade e elasticidade propria para uso em sistemas de liberacdo de drogas.
Analisando as caracteristicas fisicas pode-se afirmar que a adicdo do componente
ativo proporcionou um incremento na resisténcia mecanica da membrana. O modulo
de Young, em média 0,46 MPa, indicou que ha resisténcia suficiente para aplicagéo
biomédica funcionando como uma verdadeira matriz para incorporagao da vitamina
D3.

Os resultados indicam que ha compatibilidade entre os constituintes da
membrana, revelada pelo espectro de FT-IR, sem formacdo de novas ligagbes
quimicas. As analises de MEV-FEG mostraram distribuicdo homogénea dos materiais,
sem porosidade e leve textura superficial, destacando-se a presenca cristais do

farmaco na superficie e no “bulk” da membrana.

A cinética de liberagéo da vitamina D3 em solugao alcdolica, ocorreu de forma
crescente, gradativa e rapida, tais resultados sugerem que este biomaterial tem
excelente potencial na liberagcdo desta vitamina, revelado pelas curvas de liberacao
da vitamina D3 por espectroscopia no UV-Vis. Percebe-se que correlacionando os
resultados obtidos nas curvas de liberagdo da VITD3 com as imagens obtidas por
MEV-FEG ocorre desestruturacio interna nas membranas e isto possivelmente indica
que a liberagdo do farmaco ocorre por erosdo. Desta forma este estudo revelou a
possibilidade do uso da membrana na liberacao sustentada de vitamina D3, o novo
biomaterial obtido pode no futuro se transformar em um novo modelo de

suplementacao para pessoas com deficiéncia de vitamina D3.

Percebe-se neste estudo alguns pontos que podem ser melhorados e
implementados no futuro: i) necessidade da escolha de um liquido receptor mais

similar com a pele humana, ii) a utilizagdo de métodos analiticos de quantificagcado da
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VITD3 que sofram menos interferentes dos componentes da formulacdo, iii) a
aplicacdo da membrana em estudos de liberagcdo do farmaco “in vivo” e iv)
desenvolvimento de um protocolo de controle de qualidade das membrana para

verificacdo da estabilidade de seus componentes.
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