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RESUMO

NEVES, Mirele, C. Estudo da obtencdo e caracterizacdo de micro/nanoparticulas de acetato
de celulose para liberagdo controlada de substéncias bioativas de administracdo oral. TCC
(Curso de Licenciatura em Quimica). Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campo
Mouréo, 2019.

Na busca de novos meios de transporte de substancias bioativas, tais como os farmacos, que
visam minimizar a quantidade de substancia administrada, destacam-se como promissores as
micro/nanoparticulas. As micro/nanoparticulas sdo preparadas com a utilizacdo de polimeros
biodegradaveis ou sintéticos. Dentre os polimeros naturais mais utilizados, o acetato de
celulose se destaca por apresentar caracteristicas promissoras para a obtengdo das
micro/nanoparticulas. Novos meios de administracdo como 0s micro/nanoestruturados tém
sido investigados no sentido de diminuir os efeitos colaterais dos métodos de administracdo
convencionais. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar metodologias
de obtencdo de micro/nanoparticulas produzidas a partir do polimero acetato de celulose para
0 encapsulamento de substancias bioativas visando a administracdo oral, que é a via de maior
aceitacdo entre médicos e pacientes. Obteve-se micro e nanoparticulas, que foram
caracterizadas por microscopia eletrébnica de varredura, microscopia eletrbnica de
transmissdo, nanoplus e através do software size meter, observando a formacdo de esferas
com tamanho médio entre 1000 um para as microparticulas e de 100 - 800 nm para as
nanoparticulas. Observamos também que houve a incorporacdo do farmaco paracetamol nas
micro/nanoparticulas  partindo de um estudo de liberacdo no equipamento de
espectrofotometria  Uv/Vis.. Com esse estudo foi possivel perceber que, as substancias
bioativas (paracetamol e o0s derivados do 4cido cindmico) estudadas mostraram-se
promissoras para serem utilizadas nessas morfologias de carreadores de farmacos. Sendo
assim, os resultados demonstraram que este tipo de material possui grande potencial de

aplicacdo para sistemas de via oral de farmacos.

Palavras Chave: Obtencdo de micro/nanoparticulas. Polimero. Substancias bioativas.



ABSTRACT

NEVES, Mirele, C. Study of Obtaining and Characterizing Cellulose Acetate
Micro/Nanoparticles for Use as a Roure Oral Administration of New Controlled Release
Drugs. TCC (Graduation in Chemistry). University Technological Federal of Parana, Campo
Mourdo, 2019.

In the search for new transport media and drugs and bioactives that target only a quanty of
administred substance, stand out the promising as forms of micro/nanoparticles. These
machines can be used as biodegradable or synthetic polymers. The most commonly used
natural polymers, cellulose acetate, stand out because they present promising characteristcs
for these forms. New means of administration such as micro/nanostructured are highly sought
after. In this context the present work had as its theme the best methodology for the search of
micro/nanoparticles as an oral route for the administration of new drugs. In this way, it was
evaluated as living methodologies for the structures, morphological properties. Micro and
nanoparticles were presented, which were characterized by scanning electron microscopy,
with a mean of 1000 microns for microparticles and 100-800 for nanoparticles. We also
observed that there was a drug incorporation in the micro/nanoparticles starting from a release
study. Whith this study it was possible to perceive how thw bioactive measures studied were
promising for the different dosage forms. Thus, the results demonstrated that this type of

material has great potential of application for oral drug systems.

Keywords: Obtaining nanoparticles. Polymers. Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

Com o passar dos anos e com 0 avanco tecnologico, novos meios de obtencdo de
farmacos vem sendo utilizados, sendo eles associados a nanotecnologia em sistemas
carreadores de farmacos com caracterizacdo de sistemas em escalas nanométricas ou
micrométricas, tais sistemas tem como proposito o sistema de liberacdo controlada,
prometendo diminuir as doses da medicacdo e aumentar o efeito terapéutico do mesmo
(FAHNING e LOBAO, 2011).

A nanotecnologia é utilizada nas mais diversas areas e a mesma estd diretamente
ligada a producdo de novos carreadores de farmacos, possuindo um desempenho terapéutico
mais avancado o qual é capaz de atuar de forma mais direcionada, proporcionando uma maior
seletividade, diminuindo por consequéncia a ocorréncia da toxicicidade que 0S mMesmos
possuem. Esses novos farmacos podem atuar em doencas especificas, podendo ser infecciosa,
virustatica, parasitarias, tumorais, e outras, devido a eficiéncia que o mesmo promete.

Esses métodos de administracdo sdo baseados no encapsulamento de farmacos em
varias formas como nanocapsulas, microcapsulas, microesfera poliméricas ou proteicas. Estas,
por sua vez, liberam o farmaco, ja no interior do organismo, em pequenas doses diarias que
sdo projetadas para liberar o composto ativo de forma controlada, de acordo com a forma que
foi projetada, durante dias, semanas ou meses, passando por varios fatores (eliminacdo de
primeira passagem, ligacbes a proteinas, ligacdes a outros tecidos, etc.), os quais podem
interferir com a biodisponibilidade e chegando a circulagdo sistémica inalterada, pronta para
interagir com seus sitios de acdo (PARVEEN et al., 2012; SCHAFFAZICK et al., 2003). Para
que esses farmacos sejam direcionados a tecidos, 6rgdos afetados de forma mais eficaz,
utiliza-se de transportadores capazes de atender as especificidades dessa tecnologia.

Os sistemas liberadores de substancias bioativas tém sido considerados uma
alternativa revolucionaria para substituir os sistemas convencionais de administracdo de
farmacos. Estes sistemas oferecem inlmeras vantagens quando comparados aos sistemas
convencionais.

Os polimeros sdo materiais que possuem uma versatilidade em relacdo as possiveis
aplicacdes. Polimeros naturais, modificados, ou sintetizados em laboratério, podem ser
utilizados na area farmacéutica para a formulagdo de novos farmacos, atuando como

transportadores e moduladores para que a liberacdo do farmaco ocorra de forma direcionada
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nos sitios especificos do organismo, podendo os mesmos atuar com a liberagcdo convencional
de farmaco ou a liberacdo modificada (VILANOVA et. al., 2010).

O acetato de celulose (CA) é uma matriz polimérica muito utilizada em indUstrias de
embalagens e de materiais plasticos, devido sua transparéncia e sua facilidade de
processabilidade e obtencdo, pois é um polimero que pode ser produzido pela acetilagdo da
celulose por rota homogénea ou heterogénea. O acetato de celulose possui habilidade para a
formacdo de micro/nanoparticulas, visto que um grupo de pesquisadores produziu
microparticulas de acetato de celulose obtido a partir da celulose extraida das fibras do carogo
de manga. Este polimero além de ter estabilidade térmica alta, pode ser bem rigido, possuir
baixa toxicidade, elevada permeacdo a agua e compatibilidade com Varios agentes ativos.

As micro/nanoparticulas biodegradaveis podem ser produzidas através de diferentes
métodos, como por exemplo, evaporacdo/extracdo de solvente, spray-drying, fluidos
supercriticos, polimerizacdo em emulsdo, entre outros, porém, sdo mais frequentemente
preparadas utilizando a técnica de emulsdo (PAL et al., 2011).

Outro desafio para a pesquisa e desenvolvimento na area farmacéutica, em especial
na terapéutica antirretroviral, consiste em diminuir a toxicidade e as reacOes adversas aos
medicamentos, baixa biodisponibilidade dos farmacos devido a propriedades fisico-quimicas
desfavoraveis e resisténcia dos virus aos farmacos utilizados. Para contornar estes problemas,
varios grupos de pesquisas vém estudando o encapsulamento de farmacos antirretrovirais em
matrizes poliméricas para liberacdo controlada (SEREMETA et al., 2013; YANG et al,
2013; ZHANGA et al., 2013; PATTNAIK et al., 2012; SHARMA et al., 2010; SHAIK et al,,
2008).

Sharma et al. (2012) reportaram sobre o0s inconvenientes da administracdo
convencional de farmacos antirretrovirais e da necessidade de formular melhores sistemas
para liberacdo de farmacos. Segundo estes autores, os novos sistemas de liberacdo de
farmacos tém provado ser a melhor abordagem para melhorar a eficicia dos antivirais,
aumentar a adesdo de pacientes e diminuir os efeitos adversos. Estes sistemas tém diminuido a
dose terapéutica e diminuido a duracdo do tratamento, conduzindo a um tratamento mais
custo-efetivo. As abordagens de liberagdo de farmacos, fazem uso de niossomas,
microesferas, microemulsbes, nanoparticulas, que podem ser utilizadas no tratamento de
varias infeccbes causadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

No contexto apresentado, nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo sistemas
baseados em polimeros biodegradaveis/biocompativeis (amido, quitosana e acetato de

celulose) para liberacdo controlada de substancias bioativas  (anticancerigenos e
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antirretrovirais). Desta forma, este trabalho tem como objetivo estudar a infléncia da massa
de polimero e o tipo de solvente e de surfactante na obtencdo de microparticulas de CA

produzidas empregando a técnica de miniemulsificacdo/evaporacao do solvente.
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2 REVISAO TEORICA

2.1 SISTEMAS TERAPEUTICOS MICRO/NANOENCAPSULADOS

O termo microparticulas e nanoparticulas sdo bastante genérico, sendo usado de
acordo com o tamanho da particula a que se esta referindo, ou seja, particulas com tamanho
menor que 1 pm com dimensdes fisicas de 10 metros sdo atribuidas as nanoparticulas, ja as
que possuem dimensdo de 10° metros sdo consideradas microparticulas (INSTITUTO
INOVACAO, 2005).

O estudo e obtencdo de particulas em estruturas micro/nano estdo atrelados ao sistema
de liberacdo controlada de um farmaco, o qual pode contribuir muito para o avanco da saude
humana (PARVEEN et al., 2012).

As nanoparticulas sdo promissores liberadores de farmacos, principalmente as
constituidas por polimeros biodegradaveis, devido as suas potencialidades terapéuticas, a
maior estabilidade nos fluidos biologicos e de armazenamento. Esses sistemas de liberacédo
apresentam caracteristicas tais como; a) maior eficicia terapéutica, com liberacdo progressiva
e controlada do farmaco, a partir da degradacdo da matriz; b) diminuicdo significativa da
toxicidade e maior tempo de permanéncia na circulagdo; c) natureza e composicdo dos
veiculos variada e, ao contrario do que se poderia esperar, ndo ha predominio de mecanismos
de instabilidade e decomposicdo do farmaco (bio-inativacdo prematura); d) administracdo
segura (sem reagOes inflamatorias locais) e menor nimero de doses; e) direcionamento a alvos
especificos, sem imobilizacdo significativa das espécies bioativas; f) tanto substancias
hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas (ZHANGA et al, 2013;
WILCZEWSKA etal.,, 2012).

Entre as micro/nanoparticulas aplicadas a liberagdo de farmacos incluem-se as
micro/nanocapsulas e as micro/nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicao e

organizacdo estrutural representada na Figura 1.
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Figura 1 - Exemplos de nanoesfera (sistema matricial) e nanocdpsula (sistema reservatorio).

Matriz Matriz
Polimérica Polimérica

Nanocapsula Nanoesfera

Fonte: Adaptada de Giancarlo Suffredini (2013).

As nanocapsulas constituem os chamados sistemas do tipo reservatorios, onde é
possivel se identificar um nucleo diferenciado, que pode ser solido ou liquido, encontrando-se
o farmaco envolvido por uma membrana, geralmente polimérica, isolando o ndcleo do meio
externo. Por outro lado, as nanoesferas, sdo sistemas matriciais, onde o farmaco encontra-se
homogeneamente disperso ou solubilizado no interior da matriz polimérica. Desta forma,
obtém-se um sistema monolitico, onde ndo € possivel identificar um nucleo diferenciado
(BRAMBILLA etal, 2013).

Medicamentos micro/nanoestruturados apresentam alto desempenho em casos
especificos (tratamento de cancer ou doencas infecciosas), podendo essas doses serem
liberadas em quantidades programadas dependendo de cada necessidade, assumindo a funcédo
de serem transportadores responsaveis por atingir os sitios de acdo, proporcionando maior
seletividade, baixa toxicidade e degradacdo lenta (VILANOVA, OREFICE e CUNHA, 2010).

Estes sistemas, em especial os materiais em nanoescala, tém sido reportados por
apresentarem promissoras aplicacdes no setor industrial e farmacéutico. Paralelamente,
observa-se que pesquisas continuam sendo realizadas pelas industrias farmacéuticas e pela
academia no intuito de buscar novas substancias bioativas, que apresentem efeito
farmacoldgico mais acentuado e/ou que apresentem menor efeito colateral. No entanto, apesar
da extensa pesquisa nas areas mencionadas, algumas doencas, como o cancer e a AIDS, ainda
ndo possuem adequados sistemas para liberacdo controlada de farmacos convencionais e/ou
de substancias bioativas com potencial atividade farmacoldégica (MOJAVER e KHEIRI,
2015).
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As microparticulas sdo mais frequentemente preparadas utilizando a técnica de
emulsdo miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente. A emulsdo é um sistema contendo dois
liquidos imisciveis onde um dos quais estd disperso no outro na forma de pequenas goticulas.
De um modo geral, este método estd baseado na dissolugdo de um farmaco ou substancia
bioativa, juntamente com um polimero, em determinado solvente, seguida pela adicdo, sob
agitacdo constante, de um ndo-solvente a mistura. O ndo solvente causa a precipitacdo do
polimero ou pode ocorrer também a separacdo de fases. A metodologia descrita pode ser
observada na figura 2 (PAL et al., 2011).

Figura 2 - Representacdo das principais etapas da técnica de miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente.

Polimero + Solvente
+ Substéncia Bioativa

Agua + Surfactante

Formacédo das
micro/nanoparticulas

Agitac3o Magnética Evaporagdo do Solvente

Fonte: Adaptado de Reis et al. (2006).

Quando as nanoparticulas sdo preparadas, existem diversos fatores que sdo essenciais
para a determinacdo do tamanho da particula, tais como o tipo e a concentracdo do surfactante
utilizado, a polaridade do solvente, a concentracdo do polimero, além da relacdo que existe
entre a fase interna do sistema e a fase externa, como o tipo, a eficiéncia de agitador e a
velocidade de evaporacdo do solvente (MOURA-HUERTAS et al, 2010; SOPPIMATH et al.,
2001).

As nanoparticulas apresentam maior area superficial devido seu tamanho pequeno,
sendo assim, o farmaco ou substancia bioativa incorcoprados na superficie das nanoparticulas,
podem fazer com que a liberacdo dos compostos ocorra de forma mais rapida, e ndo de
maneira prolongada como é o esperado. As particulas de diametro maiores possuem nlcleos

que conseguem englobar mais substancias boativas/farmacos levando a liberacdo mais lenta
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do ativo. Existe a necessidade do controle do tamanho da particula para que ocorra a liberagédo
de maneira controlada e prolongada (SINGH e LILLARD, 2009).

2.2 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

Segundo Lopes (2005), a investigagdo de sistemas que buscam condicionar a
velocidade e o local de liberacdo de farmacos tem sido amplamente estudados, isso porque, 0s
sistemas de liberacdo controlada requerem administracdo menos frequente do medicamento
em relacdo as outras formas ( LOPES, 2005).

Os dispositivos de liberagcdo controlada tem sido um dos mais estudados, pois essa
tecnologia aliada a nanotecnologia pode ser vista como a criacdo de materiais funcionais,
dispositivos e sistemas através do controle da matéria na escala de nandmetros, implicando
em sistemas que apresentem novos fendmenos e propriedades, que sdo dependentes do
tamanho, como a super plasticidade devido a alta area superficial destas particulas.

Tratando-se de sistemas de liberacdo controlada podemos citar trés, das quais estuda-
se 0 desempenho dos medicamentos tradicionais, disponiveis hd muitos anos no mercado,
responsaveis pela liberacdo imediata do farmaco e de facil obtencdo, o Sistema de Liberacdo
de Farmaco (SLF) ou Drug Delivery System (DDS), que aumenta a disponibilidade bioldgica
e diminui a acdo colateral e toxicidade do farmaco por meio de principios biologicos e
quimicos, € o terceiro Sistema em questdo trata-se de medicamentos com desempenho
terapéutico avancados pautados na micro e nanotecnologia (ZHANGA et al, 2013;
PARVEEN et al., 2012).

O principio basico desse sistema de liberagdo quando incorporado em nanoparticulas,
por exemplo, é que os polimeros biodegradaveis quando em contato com o0s sistemas
biolégicos e através da acdo de fatores fisico, quimicos e como: pH, temperatura, acéo
enzimatica, entre outros, vdo sendo distribuidos (liberados) lentamente ao organismo, fazendo
com que fracBes pré-determinadas do composto farmacologico ativo sejam liberadas
lentamente e gradualmente.

Os sistemas para liberagdo de farmacos podem ser utilizados nas diferentes vias de
administracdo (via oral, nasal, retal, sublingual e cutdnea). Entre estas vias, a via mais

utilizada é de ingestdo oral, onde os farmacos sdo absorvidos no trato gastrointestinal. Essa
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via apresenta vantagens como a de ficil administracdo, baixo custo, e boa aceitacdo pelos
pacientes se comparado a outras vias de administracdo (PEREIRA, 2007).

Os métodos convencionais de administracdo oral de farmacos podem apresentar
alguns problemas, devido sua imediata liberacdo e rapida neutralizacdo do efeito
farmacologico. Na administracdo via oral, para que se alcancem niveis adequados do farmaco
na corrente sanguinea, 0 medicamento € administrado em curtos intervalos de tempo. Porém,
com esta pratica pode-se observar dificuldades de absorcdo, provocadas muitas vezes pelo pH
ou substdncias enzimaticas presentes nos 6rgdos, como estomago ou intestino, diminuindo
entdo a biodisponibilidade do farmaco (SAWAMURA & FRANCO, 2004).

Nestes sistemas, o farmaco esta ligado a um transportador (carreador), que é o
responsavel por ‘contornar as propriedades fisico-quimicas limitantes dos farmacos
encapsulados, melhorando, desta forma, a farmacodindmica (potencializagdo do efeito
terapéutico), farmacocinética (controle da absorcdo) e os efeitos toxicoldgicos (reducdo da
toxicidade local e sisttmica) dos mesmos (PARVEEN et al, 2012; SCHAFFAZICK et al,
2003).

Os sistemas de liberagdo controlada possuem dois objetivos principais: manter
constante a concentracdo plasmatica de uma determinada substancia bioativa na corrente
sanguinea, assegurando uma maior biodisponibilidade, e reduzir os efeitos colaterais,
realcando, assim, a adesdo do paciente ao tratamento com um menor nimero de dosagens
requeridas (LOPES etal., 2005).

Portanto, a melhoria no desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada
depende da selecdo de um agente apropriado capaz de controlar a liberacdo do farmaco,
sustentar a acdo terapéutica ao longo do tempo e/ou de liberar o farmaco em um determinado
tecido ou 6rgdo alvo. Dentre as varias opcOes para producdo de sistemas liberadores de
farmacos, os polimeros sdo agentes versateis e promissores para exercer tais fungdes (LOPES
et al.,, 2005).

2.3 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS/BIOCOMPATIVEIS

Os polimeros sdo uma classe de materiais excipientes com grande aplicacdo na area
farmacéutica e outras diversas areas, podendo ser polimeros naturais, modificados ou

sintéticos, utilizados como moduladores e direcionadores para a liberagdo do farmaco em
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sitios de acdo, sendo esta liberacdo de forma convencional ou controlada (ZHANGA et al.,
2013; PARVEEN et al., 2012).

A natureza dos polimeros empregados em sistemas de liberacdo de farmacos
influéncia significativamente no tamanho e no perfil de liberagdo do sistema. Existe um
crescente interesse pelos polimeros biodegradaveis na aplicacdo como sistemas de liberagdo,
tendo como principais critérios na selecdo deste polimero a biodisponibilidade,
biocompatibilidade e a sua velocidade de degradacdo. A biodegradabilidade do polimero
utilizado é também um atributo bastante explorados pelas indUstrias, pois € muito interessante
que o material apos ter cumprido sua funcdo desapareca sem a necessidade de intervencéo
(VILLANOVA et al, 2010). Os biopolimeros mais estudados sdo: poli(acido latico),
poli(hidroxibutirato),  poli(succinato de butileno), policaprolactona, poliésteres, celulose,
colageno, alginato de sdédio e a quitosana (ZHANGA et al, 2013; PARVEEN et al., 2012;
VASCONCELLOS et al.,, 2011; MARTINS et al., 2012), entre outros.

Um polimero que também apresenta as caracteristicas necessarias para a fabricagdo
de nanoparticulas para a liberacdo controlada, além de ser biocompativel e biodegradavel
(RUIZ-HITZKY et al., 2005; RAY et al, 2005), é o acetato de celulose (CA) possui
compatibilidade com uma série de agentes ativos e habilidade para a formacdo de micro e
nanoparticulas (EDGAR, 2007).

2.4 ACETATO DE CELULOSE

O acetato de celulose (CA) € uma matriz polimérica muito utilizada em indUstrias de
embalagens e de materiais plasticos, devido sua transparéncia e sua facilidade de
processabilidade e obtencdo, pois € um polimero que pode ser produzido pela acetilacdo da
celulose por rota homogénea ou heterogénea, usando acido acético como solvente &cido
sulfirico como catalisador, e anidrido acético como agente acetilante (MEIRELES, 2007). O
acetato de celulose possui habilidade para a formacdo de micro/ e ou nanoparticulas além de
ter estabilidade térmica alta, ser bem rigido, possuir baixa toxicidade, elevada permeacdo a
agua e compatibilidade com vérios agentes ativos (EDGAR, 2007).

RODRIGUES et al, (2009) produziu o acetato de celulose a partir do bagaco de
cana-de-agUcar, posteriormente prepararam membranas de CA para 0 aprisionamento e

liberacdo controlada do antibidtico doxiciclina. Este mesmo grupo de pesquisadores (CRUZ
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et al, 2011) também produziu microparticulas de acetato de celulose obtido a partir da
celulose extraida das fibras do carogo de manga para liberacdo controlada do paracetamol. Os
resultados obtidos mostram a viabilidade de produzir matrizes microparticuladas para
incorporacdo de farmacos a partir de fontes celulésicas alternativas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Buscando contribuir no avanco da tecnologia de novos farmacos o presente trabalho
busca realizar o estudo da melhor metodologia para a obtengdo de micro/nanoparticulas de
acetato de celulose pura e incorporadas com substancia bioativas (paracetamol, naproxeno e
com derivados do 4cido cindmico), como proposta para a utilizagdo como via de

administracdo oral de novos farmacos de liberacdo controlada.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Estudar a melhor metodologia para a obtencdo das micro/nanoparticulas;
2. Obter micro/nanoparticulas a base de acetato de celulose puro;

3. Obter micro/nanoparticulas a base de acetato de celulose contendo
paracetamol, &cido cindmico e os derivados cinamatos de eugenila, de timila e de

vanilina;
4.  Estudar propriedades morfologicas dos materiais obtidos;

5. Realizar o estudo cinético de liberacdo das micro/nanoparticulas obtidas

através de medidas de espectrofotometria UV-Vis.
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4 METODOLOGIA

A matriz polimérica utilizada nesse trabalho foi o acetato de celulose (CA) da Sigma-
Aldrich, com massa molar de M, = 30.000 g.mol™ e grau de substituicdo de 2,5. Os solventes
utilizados foram: cloroformio (CHCL) e diclorometano (DCM) adquiridos da Synth. Os
surfactantes utilizados foram: polietilenoglicol (PEG), dodecilsulfato de sédio (DSS), Tween
80 (TW80) e poli(alcool vinilico) (PVA), todos adquiridos da Sigma-Aldrich.

4.1 OBTENCAO DAS MICRO E/OU NANOPARTICULAS

Trés métodos foram utilizados na obtencdo das micro e/ou nanoparticulas de CA
utilizando a técnica de miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente.

A infléncia da massa de polimero e tipo de solvente e de surfactante foi investigada
na obtencdo de micro e/ou nanoparticulas de CA no Método 1.

O Método 2 é a otimizacdo do Método 1, onde foi estabelecido o solvente DCM e o
surfactante TW 80, nesse método foi inserida uma nova fase onde incorporou os farmacos
paracetamol e/ou naproxeno.

O Método 3 é a otimizacdo do Método 2, onde foi investigada a utilizacdo do
agitador ultrassom de ponta. Foi mantido o DCM como solvente, foi utilizado o surfactante
PVA e houve a incorporagdo do &cido cindmico (ACN) e seus derivados CNE, CNT, e CNT
em diferentes experimentos.

4.1.1 Método 1

A fase organica (FO) foi preparada, sob agitacdo magnética por 24h, utilizando
cloroférmio ou diclorometano e diferentes porcentagens em massa de CA. A fase aquosa (FA)
utiizada foi preparada pela dissolucdo em agua de um surfactante (polietilenoglicol,
dodecilsulfato de s6dio ou Tween 80) sob agitacdo magnética, Figura 3(a). Ap6s 10 minutos

nessas condicdes, a fase organica foi adicionada a fase aquosa e a agitacdo foi mantida até a
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evaporacao total do solvente organico, a temperatura controlada de 40 °C, Figura 3(b). O
produto obtido foi filtrado, lavado com &gua e seco a temperatura controlada, obtendo-se

assim um po branco, Figura 3(c). Foram realizados nove experimentos descritos na Tabela 1.

Figura 3 - Fotografia das etapas da técnica de miniemulsificac8o/evaporacdo do solvente para o Método 1:
(@) solucdo do surfactante, (b) emulsé&o e (c) produto obtido.

Fonte: Autoria prdpria (2019).

Tabela 1 - Variadwis utilizadas para a obtencdo de micro e/ou nanoparticulas utilizando o Método 1.

Exp. Fase Organica (FO) Fase Aquosa (FA)
Massa de Volume de Tipo de Volume de Massa de Tipo de
CA (mg) solvente Solvente agua (mL) Surfactante Surfactante
(mL) ()

1 100 15 CHCl3 100 15 PEG

2 100 15 CHCl; 100 15 DSS

3 100 15 DCM 100 15 PEG

4 100 15 DCM 100 15 DSS

5 300 15 DCM 100 15 PEG

6 300 15 DCM 100 15 Tween 80

7 200 15 DCM 100 0,75 DSS

8 100 15 DCM 100 15 Tween 80

9 100 15 DCM 50

Fonte: Autoria propria (2019).
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4.1.2 Método 2

O segundo método, segue a metodologia do primeiro método, onde se incluiu outra
fase ao sistema, contendo um farmaco modelo, ou seja, paracetamol ou naproxeno. A fase
organica (FO) foi preparada, sob agitacdo magnética por uma hora, utilizando diclorometano
e diferentes porcentagens em massa de CA. A fase aquosa (FALl) foi preparada pela
dissolucdo em 4gua de um surfactante, Tween 80, e a terceira fase (FA2) foi preparada pela
dissolucdo em &gua do paracetamol, sendo que todas essas fases foram preparadas sob
constante agitagdo magnética.

Apos 30 minutos nessas condicdes, a fase organica foi vertida na fase aquosa
lentamente e sob vigorosa agitacdo magnética, que foi mantida até a evaporacdo total do
solvente, a temperatura de 40 °C, ocorrendo formacdo de micelas. O produto obtido foi
filtrado, lavado com &gua e seco a temperatura controlada.  Foram realizados oito
experimentos como descritos na Tabela 2: Exp. 1 e 5 obtencdo das particulas sem farmaco,
Exp. 2, 3, 4, 6 e 7 obtencdo das particulas com paracetamol e Exp. 8 obtencdo das particulas

com naproxeno.

Tabela 2 - Varidwis utilizadas para a obtencdo de micro e/ou nanoparticulas utilizando Método 2.

Exp. Fase Organica (FO) Fase Aquosa (FA1) Fase Aquosa (FA2)

Massa de Volume de Massa de Volume de Massa de Farmaco Volume de
CA (mg) DCM (mL) Tween 80 (g) agua (mL) (mg) agua (mL)

1 300 15,0 15 100

2 300 15,0 15 100 10 2

3 300 15,0 15 100 30

4 300 20,0 10 50 30

5 300 20,0 10 50

6 500 25,0 15 75 50

7 320 40,0 15 100 32

8 300 15,0 15 100 30

Fonte: Autoria prépria (2019).
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4.1.3 Método 3

A fase organica (FO1) foi preparada, sob agitacdo magnética, utilizando 15,0 mL de
diclorometano e diferentes porcentagens em massa de CA. A fase aquosa (FA) foi preparada
pela dissolucdo de diferentes porcentagens do surfactante poli(alcool vinilico) em 100 mL de
agua destilada sob agitacdo magnética. A fase com a substancia ativa (FO2) foi preparada
com 2 mL de diclorometano e 30 mg do composto. Preparadas as fases, transferiu-se a fase
organica 1 e 2 a fase aquosa que foram levadas a um ultrassom de ponta utilizando uma
frequéncia de 20 kHz por 5 min, com ciclos de 30 segundos on/off, ultrassom da Cole-Parmer
500, modelo EW-04711-40. Apds a sonicacao, aqueceu-se a solucdo a 40°C até a evaporacao
total do solvente.

Feito o processo de evaporacdo a mistura foi submetida a centrifuga por 10 minutos.
Apbs isso retirou-se a amostra da centrifuga descartou-se o sobrenadante da mesma e
adicionou-se agua novamente para a lavagem e submeteu-se a centrifuga por 10 minutos, esse
processo foi repetido trés vezes para cada amostra que posteriormente foram secas em estufa
com temperatura controlada a 30 ° C. A Figura 4 apresenta 0 esquema da obtencdo das

micro/nanoparticulas utilizando o Método 3.

Figura 4 - Esquema dos processos de obtengdo das micro/nanoparticulas pela técnica de
miniemulsificacdo/evaporagdo do solvente pelo Método 3.

—»._—»g

| Evaporacg&o do Solvente

Polimero + Solvente
+ Substancia Bioativa

Centrlfugagao

Sonicacao

Agua + Surfactante

Fonte: Adaptado de Bruguel (2015).
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As nanoparticulas de acetato de celulose com o &cido cindmico (ACN), acetato de
celulose e cinamato de timila (CNT), acetato de celulose e cinamato de eugenila (CNE) e
acetato de celulose e cinamato de vanilina (CNV) foram preparadas utilizando a metodologia
descrita para a preparacdo das nanoparticulas de acetato de celulose puro com adi¢do de 10 %
em massa dos derivados em relacdo a massa do polimero utilizada para cada experimento.

Foram realizados quatorze experimentos sendo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Varidwis utilizadas para a obtencdo de micro e/ou nanoparticulas utilizando Método 3.

Bxp. Fase Organica (FO1) Fase Aquosa (FA) Fase Orgéanica (FO2)
Massa de Volume de  Volume de Massa de Volume de Massa de Substéncia
CA (mg) DCM dgua (mL)  Surfactante () DCM (mL) Substancia Bioativa
(mL) Bioativa (mg)
1 100 15 100 15 PVA
2 200 15 100 15 PVA
3 300 15 100 15 PVA
4 400 15 100 15 PVA
5 500 15 100 15 PVA
6 100 15 100 1,5 Tween 80
7 200 15 100 1,5 Tween 80
8 300 15 100 1,5 Tween 80
9 300 15 100 0,15 PVA
10 300 15 100 0,5 PVA
11 300 15 100 0,5 PVA 2 30 ACN
12 300 15 100 0,5 PVA 2 30 CNT
13 300 15 100 0,5 PVA 2 30 CNE
14 300 15 100 0,5 PVA 2 30 CNV

Fonte: Autoria propria (2019).
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4.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Caracterizacdo Morfoldgica

A nmorfologia e tamanho das particulas foram analisadas por Microscopia Otica
(MO), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia Eletronica de Transmisséo
(MET).

Microscopio otico utilizado foi Microscopio Digital USB, ampliacdo 20-800x.

Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) Shimadzu, modelo SS 550 Superscan,
voltagem de aceleracdo de 15 kV e intensidade de corrente de 30 pA. A superficie das
amostras foi previamente coberta com uma fina camada de ouro. As analises foram realizadas
na Universidade Estadual de Maringa, a partir da colaboragdo do prof. Dr. Adley Forti Rubira.

Microscépio Eletrénico de Transmissdo (MET) utilizado foi JEOL modelo JEM-
1400, aplicando voltagem de aceleragdo de 120 kV. As amostras foram dispersas em alcool
isopropilico e gotejada sob uma tela de cobre. As andlises foram realizadas na Universidade

Estadual de Maringd, por intermédio do prof. Dr. Adley Forti Rubira.

4.2.2 Distribuicdo do Tamanho de Particula

Para dimensionar o tamanho médio das nanoparticulas, assim como o indice de
polidispersividade (IPD), foi utilizada a técnica de espalhamento de luz (Dinamic Light
Scattering — DSL), pela analise no equipamento NanoPlus AT (Particulate Systems). O
tamanho de particula foi descrito pelo didmetro médio acumulado e a distribuicdo de
tamanhos demonstrada por graficos e pela IPD, todos medidos a 25 °C.

O tamanho das particulas e desvio padrdo, também foram determinado através das
imagens obtidas no microscépio eletrénico de varredura com o uso do software Size Meter.
Pelo menos 100 medidas de tamanho foram tomadas para cada amostra, Figura 5.

A distribuicdo de tamanho das microcapsulas foi determinada foi meio da construcao

de histogramas utilizando software Origin 6.0.
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Figura 5 — Fotografia do programa Size Meter utilizado para a determinacdo do tamanho médio das
micro/nanoparticulas obtidas experimentalmente.

I SizeMeter 1.0 [D:\Rafaelle\projetos\alunos\Mirele\TCC\TEM\M4\15-M4.jpg]
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Fonte: Autoria prépria (2019).

4.2.3 Liberagdo Controlada

A liberacdo das amostras contendo paracetamol e as substancias bioativas como:
ACN, CNE, CNT, CNV, foram avaliados por Espectroscopia UV-Vis.

Para o estudo de liberacdo das nano e/ou microparticulas, as particulas foram
colocadas dentro de membranas de celulose e posteriormente imergidas em um fluido de
simulacdo intestinal com pH 7,4 ou em fluido de simulagcdo estomacal com pH 1,2.

Para analisar o tempo e a liberacdo (rapida/lenta) das substancias bioativas dos
materiais obtidos, estas solugdes foram mantidas sob agitacdo constante e com temperatura
controlada de 37 °C. Aliquotas de 3 mL foram recolhidas, em intervalos de tempo variando de
5 min até 3 dias, e em seguida, leituras de absor¢do foram realizadas em Espectrofotdmetro
UV-Vis T70+, PG Instruments. Posteriormente as aliquotas foram devolvidas para o frasco. A
concentragdo das substancias bioativas liberadas foram determinadas a partir de uma curva

analitica, correlacionando a absorcao versus concentracdo das substancias bioativas utilizadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados abaixo sdo aplicados ao Método 1, onde estudou-se as variaveis
solvente, surfactante, em relacdo a quantidade e ao tipo. Houve também o estudo da variavel

guantidade para o CA na obtencdo das micro/nanoparticulas de CA.

5.1 METODO 1

Se compararmos 0s experimentos Exp. 1 e o Exp. 3, obtidos pelo método 1, para as
emulsbes preparadas utilizando cloroformio ndo observou-se a precipitacdo do polimero
(Figura 6(a)). J& para as emulsbes preparadas utilizando diclorometano observou-se a
formacdo de um precipitado branco (Figura 6(b)). Esta observacdo pode ser explicada pelo
parametro de solubilidade dos dois solventes, sendo a principal diferenca a contribuicdo das
interacBes polares que é maior no sistema diclorometano-CA do que no cloroférmio-CA.

O solvente tetrahidrofurano também foi testado, o mesmo apresentou resultados
iguais ou piores que o cloroférmio devido suas caracteristicas fisico-quimicas ou devido a ndo
formacdo de uma emulsdo na mistura de fases. Portanto utilizamos como base em todos os
outros experimentos realizados o solvente diclorometano pelo seu melhor desempenho na
formacdo de micro e/ou nanoparticulas.

Segundo dados da literatura a natureza do solvente influencia na formacdo das
micro/nanoparticulas, assim como o diametro das particulas, os quais estdo relacionados com
a hidrofobicidade do sistema, tensdo interfacial das substancias que foram utilizadas, a
concentragdo e diferenca de viscosidade (SCHAFFAZICK etal., 2003).
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Figura 6 - Fotografia das amostras obtidas pelos experimentos: (a) Exp. 1 e (b) Exp. 3, obtidos pelo
Método 1.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Variando o surfactante temos o0s experimentos: Exp. 3 (Figura 6(b)) e o Exp. 8,
obtidos pelo método 1, Nos experimentos 3 e 8, houve a formacdo de um precipitado com
morfologia de placa. Para a verificacdo de possiveis micro/nanoparticulas agregadas a essas
placas formadas, foi feita uma analise morfoldgica. Na figura 7, pode-se observar por analise

morfoldégica por MEV que houve apenas a formacdo de placas.

Figura 7 - Micrografias de MEV da amostra preparada no Exp. 8 obtido pelo Método 1.
I, v/

'

Fonte: Autoria prépria (2019).

Ao compararmos 0s experimentos Exp.8 (Figura 7) e o Exp.9 (Figura 8) obtidos pelo
método 1, utilizando-se de menor quantidade de &gua na FA para a realizacdo do mesmo sem
a adicdo de surfactante no Exp. 9, o0 mesmo em relagdo ao Exp. 8 obteve resultados
visualmente positivo, onde pode-se observar (Figura 8) pelo método, a caracterizagdo de

macroparticulas e de placas desformes.
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Figura 8 - Fotografia das amostras obtidas pelo Exp. 9 obtidas pelo Método 1.
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Fonte: Autoria propria (2019).

A partir dos dados experimentais obtidos, o0 método 1 frente os demais métodos
realizados obteve pardmetros que ndo se mostraram tdo favoraveis a aplicacdo final proposta,
mas gque um material com as caracteristicas de filme obtida no Exp.1 e de placas obtida no
Exp. 8 e Exp. 9 foram produzidos. Experimentalmente o surfactante Tween 80 obteve

melhores resultados frente a esse método.

5.2 METODO 2

Na segunda metodologia houve o aquecimento do diclorometano com o acetato de
celulose para melhor solubilizagdo do polimero no solvente. A juncdo das fases, sendo nesta
metodologia incluso a fase com o farmaco, ocorreu a formacdo de microparticulas de acetato
de celulose.

Comparando o Exp. 1 e 0 Exp. 2 da Tabela 2, com a auséncia da fase com o farmaco,
visualmente ficou perceptivel a formacdo de plaquinhas desformes (Figura 9(a)) no Exp. 1, e
este em comparacdo com o experimento 2 foi possivel observar que houve a formagdo de
particulas (Figura 9(b)). Nesta metodologia, foi possivel a obtencdo de microparticulas a
partir da matriz polimérica acetato de celulose com a incorporagdo de um farmaco, sendo

utilizado neste experimento o paracetamol, conforme exposto na figura 9.
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Figura 9 - Fotografia das amostras obtidas pelos experimentos: (a) Exp. 1 e (b) Exp. 2, obtidos pelo
Método 2.

Fonte: Autoria propria (2019).

A partir das imagens de microscopia eletrobnica de varredura, ficou visualmente
perceptivel que no Exp. 3, contendo a fase com o paracetamol, formou-se esferas mais
homogéneas, confirmando que o farmaco possui eficiéncia na estabilizacdo do sistema
mediante a obtencdo das micro e/ou nanoparticulas, dentro desta metodologia, conforme pode

ser observado na figura 10.

Figura 10 - Micrografias de MEV da amostra preparada pelo Exp. 3 obtida pelo Método 2.

Fonte: Autoria propria (2019).

Analisando os dados do Exp. 4 (Figura 11(a)) em comparagdo ao Exp. 5 (Figura
11(b)) na tabela 2, pode—se observar que neste método houve a formacdo de microparticulas

com ou sem a introducdo da fase com o farmaco. O farmaco utilizado no Exp. 4 foi o
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paracetamol. Pode-se observar também que no Exp. 4 além da formacdo de microparticulas
existiu a formacdo de um po branco o qual foi submetido a analise de MEV para a

visualizacdo de possiveis nanoparticulas (Figura 12).

Figura 11 — Microscopia Otica (MO) das amostras obtidas pelos experimentos: (a)Exp. 4 e (b) Exp.5,
obtidas pelo Método 2.

(@)

Fonte: Autoria propria (2019).

Pelas micrografias de MEV (Figura 12) é possivel ver a formacdo de poucas
microparticulas dispersas de carater poroso, assim como a formagdo de varias placas
aglomeradas e algumas dispersas no meio. Isso significa que o meio teve de baixa a média
eficicia de obtengdo, sendo um dos possiveis problemas a agitacdo magnética e 0 excesso de
surfactante.

Figura 12 - Micrografias de MEV da amostra preparada no Exp.4 obtida pelo Método 2.

Fonte: Autoria propria (2019).
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Visto que no Exp. 6 houve a mudanga das varidveis na FO, FAl e FA2 em relagéo
aos outros experimentos observou-se que também houve a formagdo de microparticulas
(Figura 13), porém estas com a maior introducdo da quantidade de acetato de celulose.
Visualmente a introducdo de uma maior quantidade de acetato de celulose ndo interferiu na
formacdo das microparticulas, porém ndo foram identificados maiores quantidades de produto
formado pela introducdo de uma maior quantidade de polimero. Um estudo foi feito partindo
desta amostra, onde cortou-se uma amostra com o auxilio de uma lamina, constatando que
microparticulas ocas foram obtidas, podendo ser consideradas microesferas, entendendo que o
paracetamol pode estar retido na matriz polimérica devido sua morfologia. A verificacdo para
a incorporacdo do farmaco ou das substancias bioativas nas microparticulas obtidas foi feita
através do estudo de liberacao.

Figura 13 - Fotografias da amostra preparada no Exp. 6 obtida pelo Método 2.

Fonte: Autoria propria (2019).

O Exp. 7 utilizou-se da variacdo na quantidade de solvente submetido na FO.
Observou-se a formacdo de um p6 branco. Na analise de MEV pode ser observada a formacéo
das microparticulas. A variacdo de solvente fez com que houvesse a formacdo de particulas
menores, porém em menor quantidade. As imagens de MEV mostram uma diminuicdo no
tamanho da particula e uma diminuicdo na quantidade de placas desformes comparado a

experimentos realizados anteriormente, conforme a figura 14.
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Figura 14 - Micrografias de MEV da amostra preparada no Exp.7 obtida pelo Método 2.

Fonte: Autoria propria (2019).

O Exp. 8 utilizou o farmaco naproxeno neste experimento. Analisando as
micrografias feitas pelo MEV pode-se observar a formacdo de microparticulas com
morfologia de pastilhas. A mistura dos surfactantes ou mesmo a introducdo de um farmaco
diferente do utilizado nos experimentos anteriores demonstra uma morfologia até entdo ndo
obtida, porém a efichicia da formacdo das mesmas utilizando-se de dois surfactantes
adicionadas ao sistema se deu com éxito, percebendo a quantidade de microparticulas

formadas. Os resultados de MEV estdo apresentados na figura 15.
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Figura 15 - Micrografias de MEV da amostra preparada no Exp.8 obtida pelo Método 2.

Fonte: Autoria propria (2019).

5.3 METODO 3

Nessa metodologia, alguns experimentos realizados foram submetidos ao Nanoplus,e
foi utilizado o software para analisar o tamanho médio das micro/nanoparticulas formadas.

Ao analisarmos 0 Exp. 1 com os experimentos Exp. 2, Exp. 3, Exp. 4 e Exp. 5,
utilizou-se apenas de uma variavel, onde houve o aumento da massa do polimero para a
obtencdo das micro/nanoparticulas pelo método 3.

Pela figura 16 é possivel analisar pelo grafico de distribuicdo de tamanho que o
didmetro médio das particulas obtidas foram de 1550 nm, tendo como indice de
polidispersividade de 0,7831. A partir da analise feita é possivel observar a formacdo de

esferas de CA com diferentes distribuicdes de tamanho.
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Figura 16 - Gréfico de distribuicdo de tamanho das microesferas preparadas nos Exp.1 obtida pelo
Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Para o sistema obtido no Exp.2 observou-se a presenca de poucas esferas
individualmente dispersas (Figura 17). O tamanho médio das microesferas determinado pelo
software Size Meter foi de aproximadamente 19 pm, o qual em relacdo ao Exp. 1 obteve
melhores resultados quanto & diferenciacdo dos tamanhos entre as nano e/ou microparticulas
obtidas. Os resultados de MEV estdo apresentados na figura 17.

Figura 17 - Micrografias de MEV das microparticulas preparadas nos Exp.2 obtido pelo Método 3.

Fonte: Autoria propria (2019).
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Tratando das esferas obtidas no Exp.3, as mesmas apresentam menor diametro, de
aproximadamente 0,75 pm, onde observou-se a presenca de esferas menores com didmetro de
até 0,1 um. Entretanto neste sistema ndo foi observado a presenca de esferas individuais, onde
as particulas coalesceram (Figura 18), 0 que pode estar relacionado ao excesso de surfactante.

No grafico de distribuicdo de tamanho (Figura 19) observou-se que o diametro médio
das particulas foram de 427 nm e o indice de polidispersividade foi de 0,268. Com o intuito
de verificar a obtencdo das nanoparticulas, esta amostra foi analisada por microscopia
eletronica de transmissdo (MET). As imagens de MET estdo apresentadas na Figura 20. As
micrografias mostram a presenca de nanoesferas com didmetros variando de 100-500 nm,

apresentado melhores resultado em relagcdo a experimentos realizados anteriormente.

Figura 18 - Micrografias de MEV das microparticulas preparadas no Exp.3 obtidas pelo Método 3.

Fonte: Autoria propria (2019).
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Figura 19 - Grafico de distribuicdo de tamanho das microparticulas preparadas no Exp.3 obtidas pelo

Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Figura 20 - Micrografias de TEM das microparticulas preparadas no Exp.3 obtidas pelo Método 3.

Fonte: Autoria propria (2019).

Ao visualizar o Exp.4 pela Figura 20, foi possivel analisar pelo grafico de
distribuicdo de tamanho das particulas obtidas foram de 550 nm, tendo como indice de
polidispersividade de 0,381 sendo este indice menor que o alcancado no Exp.3.
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Figura 21 - Gréfico de distribuicdo de tamanho das microparticulas preparadas no Exp4 obtidas pelo

Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

No experimento Exp.5 observou-se esferas mais homogéneas e melhores dispersas,
com diametro de aproximadamente 2,8 pm (Figura 22). Quanto a distribuicdo de tamanhos
(Figura 23), obteve-se didmetro medio de 582 nm e indice polidispersividade 0,374 sendo este

um valor bem proximo ao compararmos com o0 Exp.2.

Figura 22 - Micrografias de MEV das microparticulas preparadas no Exp.5 obtidas pelo Método 3.

Fonte: Autoria propria (2019).
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Figura 23 - Gréfico de distribuicdo de tamanho das microparticulas preparadas no Exp.5 obtidas pelo

Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

No experimento Exp.6 pode ser observada esferas ocas aglomeradas em placas
(Figura 24), com distribuicdo de tamanhos diferenciados onde obteve-se o didmetro médio,
pelo Nanoplus, de 761 nm e indice polidispersividade 0,441(Figura 25). A aglomeracdo das
esferas em placas pode ser dado devido a quantidade de surfactante em relacdo a outras

variaveis em especifico neste experimento.

Figura 24 - Micrografias de MEV das microparticulas preparadas no Exp.6 obtidas pelo Método 3.

Fonte: Autoria propria (2019).
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Figura 25 - Gréfico de distribuicdo de tamanho das microparticulas preparadas no Exp.6 obtidas pelo
Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Para o sistema obtido no Exp.9 e Exp. 10 utilizou-se apenas de uma variavel, onde
variou-se a massa do surfactante para a obtencdo das micro/nanoparticulas pelo Método 3.
Observou-se que com essa variavel ocorreu formacdo de placas (Figuras 26 e 27). Porém, as
micrografias de MEV revelam a presenca de nanoparticulas aglomeradas, com diametro 100 a
200 nm (Figura 27). Em relagdo a distribuicio de tamanhos obteve-se a maioria das
nanoparticulas na faixa de 81 nm a 197 nm (139 + 58) de diametro para o Exp. 9 (Figura 29),
e de 37 nm a 193 nm (115 + 78) para o Exp. 10 (Figura 30).
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Figura 26 - Micrografias de MEV das amostras preparada pelo experimento Exp. 9 obtidas pelo Método
3.

Fonte: Autoria propria (2019).
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Figura 27 - Micrografias de MET das amostras preparada pelo experimento Exp. 9 obtidas pelo Método
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Fonte: Autoria propria (2019).



Figura 278 - Micrografias de MEV das amostras preparada pelo experimento Exp. 10 obtidas pelo
Método 3.
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Fonte: Autoria propria (2019).

Figura 289 - Gréfico de distribuicdo de tamanho das nanoparticulas preparadas no Exp.9 obtidas pelo

Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).
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Figura 30 - Gréfico de distribuicdo de tamanho das nanoparticulas preparadas nos Exp. 10 obtidas pelo
Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Para o sistema obtido no Exp. 11 com o ACN, as micrografias de MEV e MET
revelam a presenca de particulas aglomeradas, com diametro bem menor que o da escala da
foto, 10 pm, indicando a presenca de micro e nanoparticulas, Figuras 31 e 32. Em relacdo a
distribuicdo de tamanhos, foi utilizado o software Size Meter, onde observou-se que a maioria
das nanoparticulas estdo na faixa de 973 nm de didmetro. Existem, também, microparticulas

nesse experimento, mas que foram obtidas em quantidades reduzidas, Figura 33.
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Figura 31 - Micrografias de MEV das amostras preparada pelo experimento Exp. 11 obtidas pelo Método
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Figura 292 - Gréfico de distribuicdo de tamanho das microparticulas preparadas
Método 3.

Distribuigio tamanho (%)

25

|

973 +- 387

0

T
200

T
400 60D

T
800

T T
1000 1200 1400 1600

Didmetra {(nm}

1800 2000 2200 2400

Fonte: Autoria propria (2019).

no Exp. 11 obtidas pelo
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Para o sistema obtido no Exp.12 observou-se a presenca de muitas esferas com uma
certa homogeneidade de tamanho (Figura 33). O tamanho médio das microesferas variou, em
sua maior gquantidade, na escala de 1489 + 848 nm, pode-se observar também a formacéo de

poucas particulas com didmetro maior (Figura 34).

Figura 303 - Micrografias de MEV das microparticulas preparadas nos Exp.12 obtidas pelo Método 3.

Mag FE———— gloum Mag F—————=—f=Tlum
% 1500 %1800

Fonte: Autoria prépria (2019).
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Figura 314 - Gréfico de distribuicdo de tamanho das microparticulas preparadas no Exp.12 obtidas pelo
Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Para o sistema obtido no Exp.13, assim como o Exp.12, observou-se por MEV a
presenca de muitas esferas com diferentes tamanhos (Figura 35). O tamanho médio das
microesferas foi determinado pelo software Size Meter e variou, em sua maior quantidade, na
escala de 1712 + 1120 um (Figura 36).
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Figura 325 - Micrografias de MEV das microparticulas preparadas nos Exp. 13 obtidas pelo Método 3.
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Figura 336 - Grafico de distribuicdo de tamanho das microparticulas preparadas no Exp. 13 obtidas pelo
Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).
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Para o sistema obtido no Exp.14 observou-se por MEV a presenca de muitas
microesferas aglomeradas, com diversidade nos tamanhos (Figura 36). O tamanho médio das
microesferas foi determinado pelo software Size Meter variou, em sua maior quantidade, na
escala de 1925 + 1120 pm (Figura 37).

Figura 347 - Micrografias de MEV das microparticulas preparadas nos Exp. 14 obtidas pelo Método 3.
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Figura 358 - Gréfico de distribuicdo de tamanho das microesferas preparadas nos Exp. 14 obtidas pelo
Método 3.
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Entre os métodos trabalhados o Método 3 se mostrou mais eficaz na producdo de
nano e/ou microparticulas devido ao fato de ser submetido ao ultrassom, o qual possui
habilidade para a producdo do mesmo. A combinacdo de emulsdo A/O com uma
homogeneizacdo altamente energética, por meio de uma sonda de ultrassom, tem sido
reportada para produzir particulas com tamanhos reduzidos. O uso do ultrassom nesse
processo facilita a formacdo das microesferas devido a alta homogeneizacdo que divide as

particulas formadas em tamanhos menores, pelo processo de cavitagao.

5.4 LIBERACAO CONTROLADA

5.4.1. Substancia Bioativa Modelo

Na Figura 39 € apresentado o espectro de absor¢do do paracetamol, onde é possivel
observar absorcdo maxima em 307 nm. Os espectros de absorbancia em funcdo do

comprimento de onda para as microesferas de acetato de celulose com paracetamol, Exp 3,
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obtido pelo método 2, em fungdo do tempo, em fluido de simulagdo gastrica (pH = 1,2) e
fluido de simulacdo intestinal (pH = 7,4), estdo apresentadas na Figura 40.

Nas curvas de liberacdo das microesferas de acetato de celulose com paracetamol é
possivel observar trés picos de absor¢do maxima, em 210, 240 e 270 nm. As absorgdes
maximas em 210 e 270 nm sdo relativas as absor¢des do acetato de celulose puro, como pode
ser verificado na Figura 41. Castro et. al. realizaram o estudo de liberacdo do paracetamol
utilizando absor¢do méxima no comprimento de onda de 241 nm (CASTRO et al, 2003).
Sendo assim, atribuimos a absor¢do em 240 nm como sendo do paracetamol.

A concentracdo de paracetamol liberado a partir das microesferas foi determinada a
partir de uma curva analitica, correlacionando a absorcdo versus concentracdo do farmaco
utilizado (Figura 42). A partir deste grafico foi possivel construir a curva de liberagdo do

paracetamol, obtido em comprimento de onda de 240 nm.

Figura 369 - Espectro de absorbancia em fungdo do comprimento de onda do paracetamol e Curva de
calibracdo do paracetamol (. =307 nm).
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Figura 40 - Espectro de absorbéncia em fung¢do do comprimento de onda para as microparticulas de CA
do Exp. 3,obtidas pelo Método 2, em fungdo do tempo: (a) fluido de simulacdo géstrica (pH =1,2) e (b)
fluido de simulagdo intestinal (pH = 7,4).
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Figura 371 - Espectro de absorbéncia em fungdo do comprimento de onda para as microesferas de CA
puro do Exp. 6 obtidas pelo Método 1.
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Figura 382 - Curva de liberacdo do paracetamol das microparticulas de CA, Exp 3, obtidas pelo método 2:
(@) fluido de simulacdo gastrica (pH =1,2)e (b) fluido de simulagdo intestinal (pH =7,4).
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Os resultados mostram que apdés 15 minutos em contato com o fluido de simulagédo
gastrica (pH=1,2), ha liberacdo de 20% de paracetamol, para 24 horas liberacdo de
aproximadamente 40%, com liberacdo maxima em 140 horas para este sistema. Entretanto,
para as microesferas em contato com o fluido de simulagdo intestinal (pH=7,4), ap6s 15
minutos  observou-se liberacdo de 45% de paracetamol, para 24 horas liberacdo de
aproximadamente 90% e a liberagdo méxima do farmaco foi observada em 80 horas. Estes
resultados indicam que a liberacdo do paracetamol, microencapsulado no sistema avaliado,
em condicGes reais (in vivo), podera apresentar um maior tempo de acdo e eficiéncia em uma
Unica dose. O perfil de liberacdo de paracetamol sugere que a cinética passa por um periodo
de inducdo, que se refere ao tempo que as moléculas que estdo incorporadas mais
superficialmente se difundem na solucdo rapidamente. Apds esse periodo o farmaco do
interior da matriz é liberado. Estes resultados demonstram a potencialidade de aplicacdo das

microesferas de acetato de celulose como sistema para liberacdo controlada de farmaco.

5.4.2 Substancias Bioativas

Estudos mostraram que compostos da classe dos fenilpropandides apresentam

relevante atividade viral, o &cido rosmarinico, por exemplo, apresentou ICsp = 10 pg/ml na
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inibicio da proteina integrasse do HIV. A atividade antirretroviral de Varios analogos
estruturais de fenilpropandides tém sido reportados na literatura, tais como o acetato de
galangal e os é&cidos cafeico, ferdlico e cindmico (MURAKAMI et al, 2000; BAILLY e
COTELLE, 2005). Em estudo recente observou-se que 0 4&cido cindmico ndo apresenta
atividade virucida, porém, o composto inibiu a replicacdo do ciclo viral de herpesvirus equino
(GRAVINA et al, 2011).

Alguns autores (GUSMAN, 2014; LONE, SHUAB E KOUL, 2013; SHARMA,
2011) reportam que substancias relacionadas ao é&cido cindmico possuem atividades
anticancer,  antituberculosica, antimalarica, antifungica, antimicrobiana,  antiaterogénica,
antioxidante, antidiabética, hepatoprotora, anticolesterolémica, antihiperglicémica,
antimalarica, antiviral, anti-inflamatoria. Serkedjieva et al. (1992) em estudos com ésteres de
acido cindmico, observou que os mesmos inibiram significativamente a infeccdo por virus da
influenza A (H3N3). Durante a realizacdo do presente projeto, Glaser et al. (2015) reportaram
que os cinamatos de timila e de eugenila possuem atividade contra esquistossomulos e vermes
adultos de Schistosoma mansoni.

Neste contexto, este projeto tem como objetivo estudar a liberacdo controlada do
acido cinamico e dos derivados cinamatos de eugenila, de timila e de vanilina com potencial
atividade inibitoria de enzimas de replicacdo do HIV. Estes derivados foram sintetizados e
caracterizados por Souza e Romero, 2015. O Quadro 1 mostra a representacdo estrutural do

acido cinamico e dos derivados utilizados nesse trabalho.

Quadro 1 - Representagdo estrutural do acido cinamico e dos derivados utilizados nesse trabalho.

Ouyr Ol

Acido Cindmico

Cinamato de Eugenila

- gl o~
(0] ~0 9 X
Cinamato de Vanilinila Cinamato;de Timila

Fonte: Souza e Romero, 2015.
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As Figuras 42 e 43 apresentam o0s espectros de absorbéncia em funcdo do
comprimento de onda das nanoesferas de acetato de celulose com as substancias bioativas em
funcdo do tempo. Nos espectros de absorbancia é possivel observar duas bandas de absorcéo
maxima, nos comprimentos de onda de 213 e 270 nm, caracteristicas do acetato de celulose.
J& a banda em 320 nm € referente a absor¢do do &cido cindmico e do cinamato de eugenila
(Souza e Romero, 2015).

As curvas de liberacdo controlada foram construidas a partir dos espectros de
absorbancia em funcdo do tempo (Figura 44). Para as microparticulas observamos a liberacéo
de 24% do é&cido cindmico ap6s 1 hora de contato com o fluido de simulagdo intestinal. Ja
para o cinamato de eugenila temos uma liberacdo mais lenta, sendo liberado 20% em 1 hora.
Tanto o &cido cinamico quando o cinamato de eugenila obtiveram 100 % de liberacdo com 4

dias.

Figura 42 - Espectro de absorbancia em fungdo do comprimento de onda para as nanoparticulas de CA
com acido cindmico, Exp. 11, obtidas pelo Método 3, em fluido de simulagdo intestinal (pH = 7.,4).
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Fonte: Autoria propria (2019).
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Figura 393 - Espectro de absorbancia em fungdo do comprimento de onda das nanoparticulas de CA com

cinamato de eugenila, Exp. 13, obtidas pelo Método 3, em fluido de simulagdo intestinal (pH = 7,4).
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Figura 404 - Curva de liberagdo das nanoparticulas de CA com acido cindmico e cinamato de eugenila,

obtidos no comprimento de onda de 320 nm, em fluidos de simulagdo intestinal.
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5 CONCLUSOES

Os resultados sugerem que: microesferas de CA foram obtidas utilizando
diclorometano, Tween 80 e agitacdo magnética (método 1 e 2); micro/nanoesferas de CA sao
obtidas utilizando diclorometano, poli(alcool vinilico) e agitacdo ultrassénica (Método 3). O
estudo da morfologia das amostras produzidas foi realizado por microscopia eletrénica de
varredura (MEV), microscopia eletrnica de transmissdo (MET), microscopia Otica (MO),
onde pode-se determinar o tamanho das micro/nanoparticulas formadas nos diferentes
experimentos realizados. Por analise utilizando o Nanoplus e o software Size Meter, foi
possivel determinar o tamanho das micro/nanoesferas obtidas no metodo 3, assim como o
indice de polidispersividade de tamanho das amostras.

A partir da analise das micrografias foi possivel observar a formacdo de esferas de
CA como potenciais para 0 encapsulamento de substancias bioativas em relacdo a morfologia
e ao tamanho. Para o Método 2, observou-se a formacdo de microesferas com diametros
variando de 20-250 um. Para o método 3 observou-se a formagdo de nanoesferas com
diametros variando de 100-500 nm. O estudo da otimizacdo das condicdes para obtencdo de
particulas de CA resultou em um método que vém sendo utilizado, por nosso grupo de
pesquisa, para 0 desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de substancias
bioativas.

Em relacdo ao estudo cinético os resultados para o método 2 indicam que as
microparticulas contém o farmaco paracetamol. Ao realizar os estudos de simulagdo gastrico e
intestinal foi possivel observar que apenas para a Ultima simulagcdo a liberacdo do paracetamol
apresentou um perfil de liberacdo controlada.

Para as substancias bioativas como o &cido cindmico e seus derivados, houve a
insercdo dos cinamatos nas micro/nanoparticulas obtidas, as quais foram observadas pelo
estudo de liberagdo. Em relacdo ao perfil de liberagéo controlada o experimento contendo o

acido cinamico apresentou um perfil mais ideal frente aos outros experimentos.
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