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RESUMO

BRUGUEL, Karin A. A. Estudo da Liberacdo Controlada de Derivados de Acido Cindmico
Utilizando Sistemas Baseados Em Polimeros Biodegradaveis/ Biocompativeis. 2015. 89 f. TCC
(Curso de Licenciatura em Quimica). Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campo
Mouréo, 2015.

Na busca de novos meios de transporte e de sistemas de liberacdo controlada de substancias
bioativas que visam minimizar a quantidade de substancia administrada, destacam-se
promissores as formas transdérmicas e de nano e/ou microparticulas. Estas formas podem
utilizar polimeros biodegradaveis ou sintéticos. Dentre os polimeros naturais mais utilizados, o
amido e o acetato de celulose se destacam por apresentar caracteristicas promissoras para essas
formas. No combate de doencas como o HIV, muito se busca no sentido de diminuir os efeitos
colaterais das formas de administracdo hoje existente. Neste contexto o presente trabalho teve
como objetivo estudar a liberagdo controlada do acido cindmico e dos derivados cinamatos de
eugenila, de timila e de vanilina que apresentam potencial atividade inibitdria de enzimas de
replicacdo do HIV, utilizando sistemas baseados em polimeros biodegradaveis/biocompativeis.
Desta forma, avaliou-se as propriedades morfologicas, indice de intumescimento e a cinética
de liberacdo da substancia bioativa incorporadas aos filmes de acetato de celulose e amido e as
micro e/ou nanoparticulas de acetato de celulose. Os filmes de amido obtidos séo translucidos
e com boa maleabilidade, os filmes de acetato de celulose séo transparentes e rigidos. Além
disso, ndo observou a presenca de particulas nos filmes, indicando boa compatibilidade entre
os polimeros e as substancias bioativas. Foram obtidas micro e nanoparticulas, que foram
caracterizadas por microscopia eletrdnica de varredura, observando a formacao de esferas com
tamanho médio de 1000 pum para as microparticulas e de 100 a 200 nm para as nanoparticulas.
No teste de intumescimento foi observado que os filmes de acetato de celulose possuem baixa
permeacao de liquidos (entre 5 e 7 %), mostrando que o processo de liberacdo nesses filmes é
por difusdo. Ja os filmes de amido, que apresentaram 100% de intumescimento, sugere que a
liberacdo das substancias bioativas ocorre apds intumescimento, difusdo e erosdo da matriz
polimérica. Para o estudo de liberacdo os resultados mostraram que os filmes de amido e de
acetato de celulose obtiveram uma liberacdo controlada. Para as micro/nanoparticulas
observou-se que a liberacdo das substancias bioativas ocorreu mais lentamente com as
nanoparticulas em contato com fluido de simulacdo intestinal. Além disso, as substancias
bioativas estudas mostraram-se promissoras para serem utilizadas nestas formas farmacéuticas.
Sendo assim, os resultados demonstraram que este tipo de material possui grande potencial de
aplicacdo para sistemas de liberacao controlada de farmacos.

Palavras Chave: Liberagdo controlada. Acido cindmico. Polimeros naturais.



ABSTRACT

BRUGUEL, Karin, A. A. Study Liberation Acid Derivatives Cinnamic Controlled Using Based
Systems Biodegradable/ Biocompatible Polymers. 2015. 89 f. TCC (Curso de Licenciatura em
Quimica). Unversidade Tecnologica Federal do Parana, Campo Mouréo, 2015.

In the search of new ways for transportation and controlled release systems for bioactive
compounds that seek to minimize the amount of administered substance, stands out promising
transdermal ways and nano or microparticles - which can use biodegradable polymers or
synthetic. Among the most widely used natural polymers, starch and cellulose acetate are noted
for presenting promising characteristics. In fighting diseases such as HIV, a lot is sought in
order to reduce the side effects of currently existing methods of administration. In this context
the present study aimed at studying the controlled release of cinnamic acid and cinnamates
derivatives of eugenila, timila and vanillin with potential inhibitory activity of HIV replication
enzymes using systems based on biodegradable/ biocompatible polymers. Thus, was evaluated
the properties, morphological, swelling index and the kinetics of release of the bioactive
substance incorporated in the cellulose acetate films and starch and micro/nanoparticles of
cellulose acetate. The obtained starch films are translucent and good malleability, cellulose
acetate films are transparent and rigid. Furthermore it was not observed the presence of particles
in the film, indicating good compatibility between the polymers and bioactive substances.
Micro and nanoparticles were obtained, which were characterized by scanning electron
microscopy, observing the formation of spheres with an average size of 1000 um to the
microparticles, and 100-200 nm for nanoparticles. The swelling test was observed that cellulose
acetate films have low permeation liquid (between 5 and 7%), showing that the release process
of these films is by diffusion. As for the starch films, which had 100% swelling, suggested that
the release of bioactive substances occurs after swelling, diffusion and erosion of the polymer
matrix. For controlled release, results showed that the starch films and cellulose acetate
obtained a controlled release. For micro/nanoparticles observed that the release of bioactive
substances occurred more slowly with the nanoparticles in contact with intestinal fluid
simulation. Additionally, bioactive compounds studied were shown to be promising for use in
these pharmaceutical forms. Therefore, the results demonstrated that this type of material has a
great application potential for controlled pharmaceuticals release systems.

Keywords: Controlled release. Cinnamic acid. Natural polymers.
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1 INTRODUCAO

A industria farmacéutica, nos ultimos anos, tem buscado novas formas de
administracdo de farmacos, que possibilitem principalmente a absorcéo total do mesmo no
organismo. O sistema convencional de administracdo de medicamentos é caracterizado por
aqueles que apresentam liberacdo imediata do farmaco, e que muitas vezes precisam de varias
porcdes diarias para manter a dose terapéutica (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2013).
Apesar de serem amplamente utilizados pelo setor farmacéutico, esses medicamentos possuem
limitacdes, além de dosagens sucessivas, eles podem ndo atuar no sitio desejado, assim como
podem ndo manter o nivel terapéutico necessario para o tratamento ou ainda atingirem o nivel
toxico da substancia. Os medicamentos podem ser absorvidos em diferentes localidades do
organismo, e com isso temos diferentes formas de administracdo, onde as mais comuns séo a
via oral, nasal, retal, sublingual, intravenosa e cutanea (PEREIRA, 2007).

Das vias de administracdo a mais utilizada € de ingestdo oral, onde os farmacos sao
absorvidos no trato gastrointestinal. Essa via apresenta vantagens como a de facil administracédo
e baixo custo. Mas, por outro lado, hd uma variacdo na taxa de absor¢do do farmaco no
organismo, onde apos a sua ingestdo o principio ativo ja comeca a ser liberado, alcangando em
poucas horas o pico de concentracdo no plasma. Mas essa concentragdo aos poucos decai, sendo
necessaria uma nova administracdo do farmaco (PEREIRA, 2007).

Os farmacos que sdo administrados por via cutanea, muitas vezes possuem um efeito
no local em que foram aplicados, e estudos tém mostrado que essa via € muito promissora, pois
possibilita uma passagem mais rapida do farmaco para o plasma. A concentragdo plasmatica do
farmaco varia com o tempo, e a biodisponibilidade (dose do farmaco nédo alterada que atinge a
circulacéo sistémica) varia conforme a via de administracéo, e por esses e por outros motivos,
a liberacdo controlada de farmacos vem sendo mais estuda (PEREIRA, 2007).

A liberacdo controlada de farmacos é um sistema cuja liberacdo do farmaco é
prolongada, sendo assim, requer administracdo menos frequente do medicamento pois mantém
sua concentragdo continua no organismo por horas ou até mesmo dias (RIBEIRO, 2012). Com
a liberacao controlada, temos que o nivel terapéutico do farmaco possui baixa oscilagdo, ha uma
diminuigdo dos niveis toxicos, dos efeitos colaterais, ocorre 0 aumento na concentragao
plasmaética de principios ativos que possuem baixo tempo de meia vida e uma seguranga maior
no uso de farmacos mais potentes, assim como uma aderéncia maior por parte dos pacientes,

pois ndo é necessaria a administracao frequente do farmaco (LYRA et al., 2007).
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Os sistemas de liberagdo controlada podem ser utilizados, tanto em membranas de
liberacdo transdérmica, para revestimento de comprimidos, em géis, dispersGes, micro e
nanoparticulas. Os sistemas transdérmicos sdo preparados para atuar sobre a pele, podendo ser
divididos como: sistemas reservatdrios, onde a liberacdo do farmaco é controlada por uma
membrana microporosa ou semipermedavel; e os sistemas matriciais, onde o farmaco € disperso
em um gel, ou em uma matriz polimérica, que controla a liberacdo do farmaco (CHORILLI et
al., 2007).

Outro sistema que € considerado promissor para liberacdo de farmacos sdo formado
por nanoparticulas, principalmente as constituidas por polimeros biodegradaveis, devido as
suas potencialidades terapéuticas, maior estabilidade nos fluidos biologicos e de
armazenamento. As nanoparticulas, por possuirem uma area superficial maior tem suas
propriedades fisico-quimicas otimizadas, o0 que permite que elas cheguem mais rapido ao sitio
de acdo e melhorem a absor¢do do farmaco no organismo. A liberagdo controlada de farmacos
com nanoparticulas pode ser alcangada atraves de mudangas no ambiente fisioldgico, como a
mudanca de pH ou temperatura (WILCZEWSKA et al., 2012). Além disso, as nanoparticulas
podem ser utilizadas como sistemas de liberacdo topica de farmacos, mas devem possuir boa
estabilidade fisica, e devem ser incorporadas em filmes ou géis que permitam o aumento da sua
hidratacdo, para consequentemente ocorrer a liberagdo (SILVA et al., 2010).

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

A escolha dos polimeros que formam a matriz dos filmes para a liberacdo controlada
deve levar em consideracdo o tipo de liberacdo assim como o tipo de farmaco que vai ser
estudado. O polimero escolhido tem que possuir certa permeabilidade, para que o farmaco
alojado possa facilmente migrar da matriz para a pele. O polimero pode ser biodegradavel,
proveniente de um polimero natural, ou ndo degradavel, que pode ser sintético, ou modificado.
Observa-se um crescente interesse pelos polimeros biodegradaveis na aplicagdo como sistemas
de liberacéo, 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 explorado pelas industrias, pois € ecologicamente
recomendado que o material apos ter cumprido sua funcdo desapareca sem a necessidade de

intervencao (VILLANOVA et al., 2010). Os biopolimeros mais estudados atualmente séo: poli
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(&cido latico), poli (hidroxibutirato), poli (succinato de butileno), policaprolactona, poliésteres,
celulose, colageno, alginato de sédio, amido e a quitosana (ZHANG et al., 2013; PARVEEN et
al., 2012; VASCONCELLOS et al., 2011), entre outros.

A celulose é uma fonte polimérica renovavel muito abundante no planeta, sendo o
acetato de celulose € um dos seus derivados mais importantes, que é muito utilizado na
producdo de fibras, plasticos, membranas para processo de separacdo, em mecanismos de
liberacdo controlada, assim como para producédo de nanoparticulas (RIBEIRO, 2010). O amido,
é um polimero muito utilizado para a producdo de biofilmes, proveniente de plantas, sendo
encontrado em alimentos como o milho, a batata e arroz. Ele possui inimeras vantagens e por
isso vem sendo muito utilizado em sistemas de liberacdo transdérmica, assim como em
revestimentos de alimentos (OLIVEIRA, 2006; SILVA, 2011).

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

Em trabalho recente, Sharma et al. (2012) reportaram sobre o0s inconvenientes da
administracdo oral e parenteral de farmacos antirretrovirais e da necessidade de formular
melhores sistemas para liberacdo de farmacos. Segundo estes autores, 0s novos sistemas de
liberacdo de farmacos tém provado ser a melhor abordagem para melhorar a eficacia dos
antivirais, aumentar a adesdo de pacientes e diminuir os efeitos adversos. Estes sistemas tém
diminuido a dose terapéutica e a duracdo do tratamento, conduzindo a um tratamento mais
custo-efetivo. As abordagens de liberacdo de farmacos, que vém sendo utilizadas para esta
classe terapéutica, fazem uso de niossomas, microesferas, microemuls@es, nanoparticulas, que
podem ser utilizadas no tratamento de vérias infeccGes causadas pelos virus do herpes e da
imunodeficiéncia humana (HIV).

Nesse contexto, este projeto tem como objetivo estudar a liberagdo controlada de
substdncias com potencial antirretroviral em sistemas baseados em polimeros

biodegradaveis/biocompativeis.
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2 REVISAO TEORICA

2.1 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

Segundo Lopes (2005), a investigacdo 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
relagdo as outras formas.

Nas formas de liberacdo convencional temos que a concentracao do farmaco apresenta
um aumento na corrente sanguinea, atingindo um pico maximo e entdo declina, e com isso ha
necessidade se tomar varias doses diarias do farmaco (LYRA et al., 2007). Na liberacdo
controlada, a dose terapéutica se mantem constante dentro do nivel efetivo do farmaco por horas

ou dias, com apenas uma dose, como ilustrado na Figura 1.

Convencional

------- Liberagéo controlada

Efeitos Adversos

________ Nivel Téxico

Faixa terapéutica

___________________ Nivel Efetivo

Concentragao plasmatica

Sem efeito

Tempo (dosagens administradas)

Figura 1: Diferenca da variacdo de concentracdo plasmética efetiva em funcédo do tempo entre sistemas
convencionais e de liberagdo controlada.
Fonte: Adaptado de Azevedo (p.5, 2005).

Lyra et al. (2007) destaca as vantagens farmacologicas dos sistemas de liberacéo
controlada, como: (a) manter o nivel terapéutico com baixa oscilagéo; (b) impedir niveis toxicos
e efeitos colaterais locais e sistémicos; (c) maior seguranca no uso de farmacos de elevada

poténcia; (d) maior comodidade pela diminuicdo do nimero de administracdes diarias; (e)
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facilidade de adesdo do paciente; (f) administracdo noturna pode ser evitada; (h) efeitos
indesejados reduzidos.

Ainda segundo Lyra et al. (2007), essas formas de liberacdo controlada possuem
algumas restricbes como a impossibilidade de interrupcdo do efeito terapéutico imediato em
caso de intoxicacdo, restrigdes para farmacos com meia-vida baixa, entre outras. Os fa&rmacos
que mais se adaptam a esses sistemas, possuem em geral, velocidades médias de absorcao e
excrecdo, absorcdo uniforme e em doses pequenas, assim como uma grande margem de
seguranca em relacédo ao seu nivel efetivo além se de ser efetivo em pequena quantidade, pois
farmacos que demandam grande quantidade necessitam de uma forma farmacéutica maior, que
em geral ndo s&o liberados de forma controlada.

Para a liberacdo controlada ocorrer de maneira efetiva é necessaria a utilizacdo de uma
barreira quimica ou fisica, que segundo Lopes et al. (2005) pode ser lipossomas, bombas
osmaticas, revestimentos entéricos, sistemas transdérmicos, sistemas matriciais poliméricos e

nanoparticulas.

2.1.1 Sistemas Terapéuticos Transdérmicos

Os sistemas terapéuticos transdérmicos sdo sistemas adesivos que quando aplicados
sobre a pele, liberam o farmaco que, apos atravessar as diversas camadas da pele, alcancam a
corrente sanguinea numa velocidade constante, durante um periodo de tempo mais ou menos
longo (CHORILLI, 2007).

Segundo Silva et al. (2010), a via transdérmica, € uma cémoda e eficiente via de

administracdo pois:

“A utilizagdo da via transdérmica oferece vantagens em diversas circunstincias
quando comparada as outras vias de administracdo. O metabolismo de primeira
passagem hepética, comum para farmacos administrados pela via oral, é o responsavel
por diminuir a biodisponibilidade e degradar diversos farmacos”.

A via transdérmica poder ser entdo utilizada tanto para aplicacdo de farmacos de agédo
local quanto de acéo sistémica, e a absor¢do do farmaco na pele pode ser afetado por varios

fatores, como espessura, temperatura, grau de hidratacdo, fluxo sanguineo, concentracdo de
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lipidios, dentre outros. A pele é composta por duas camadas principais, a epiderme e a derme.
A epiderme é a camada que protege a pele contra 0 ambiente externo, ela apresenta, em sua
superficie epitelial externa, o estrato corneo, que é uma camada de células mortas e que funciona
como barreira, é ela que controla a permeacdo de componentes pela pele, principalmente a
permeacao de farmacos (MARTINS; VEIGA, 2002; SILVA et al., 2010).

Quando se decide o tipo de forma farmacéutica, na qual o farmaco estara incorporado,
deve-se levar em consideracdo o polimero, pois ele pode interferir na absorcéo percutanea. O
fluxo transdérmico é muito influenciado pelo coeficiente de particdo e pela solubilidade em
agua, pois moléculas muito polares e grandes encontram dificuldade para a penetracdo na pele.
Assim os farmacos, para serem absorvidos pela pele, necessitam de um baixo peso molecular e
solubilidade adequada em meios hidrofilico e hidrofobico. Além disso, a quantidade de
farmaco que penetra a pele vai depender da forma farmacéutica utilizada, que geralmente séo
filmes ou géis (SILVA et al., 2010).

2.1.2 Sistemas Terapéuticos Nanoparticulados

Sistemas terapéuticos nanoparticulados séo sistemas que utilizam micro e/ou
nanoparticulas para a liberacdo de fArmacos no organismo. Esta tecnologia surgiu por volta dos
anos de 1960 com o desenvolvimento inicialmente da microencapsulacdo, técnica que
transformava os liquidos poliméricos ou de outras substancias em p6s com tamanho de
particulas micrométricas. A microencapsulacdo € bastante utilizada hoje nas industrias tanto
alimenticia, téxtil, farmacéutica e cosmética por permitir a protecdo de substancias. As
microparticulas possuem tamanhos que variam entre 1 e 1000 um. A microencapsulacao serviu
de modelo e inspiracdo para o desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas de obter esferas,
sO que agora em escala nanométrica, permitindo o desenvolvimento de nanoparticulas
(PIMENTEL et al. 2007).

Nanoparticulas sdo estruturas de tamanhos que variam de 1 a 100 nm e possuem
propriedades fisico-quimicas e biologicas otimizadas por causa de seu tamanho. S&o absorvidas
mais facilmente pelas células do que moléculas maiores, por isso se vem sendo utilizadas como,
ferramenta para liberacdo de compostos bioativos no organismo. Nanoparticulas sdo particulas

poliméricas esféricas que podem estar na forma de reservatério (capsulas) ou matricial (matriz
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polimerica) nas quais o farmaco estd encapsulado ou adsorvido na malha polimérica
(WILCZEWSKA et al, 2012).

Entre as vantagens que 0s nanossistemas ou microssistemas podem oferecer destacam-
se: a protecdo do farmaco no sistema terapéutico contra possiveis instabilidades no organismo,
permitindo a manutencdo de niveis plasmaticos em uma concentragdo constante; a liberacéo
progressiva e controlada do farmaco por estimulos do meio em que se encontram, pois podem
ser sensiveis a variacdo de pH e/ou de temperatura; a diminuicao expressiva da toxicidade pela
reducdo de picos de concentracdo; a diminuicdo da instabilidade e decomposicéo de farmacos
sensiveis; a possibilidade de direcionamento a alvos especificos ; a possibilidade de
incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas nos dispositivos; a diminuicéo
da dose terapéutica e do numero de administragdes e aumento da aceitacdo da terapia pelo
paciente (WILCZEWSKA et al, 2012).

2.2 MECANISMO DE LIBERACAO CONTROLADA DE FARMACOS

A liberacdo de um agente ativo a partir de uma matriz polimérica ocorre a partir de

processos de difusdo, de intumescimento e erosao.

2.2.1 Difusao

A difusdo é o processo pelo qual uma particula é transportada de um local para outro
por meio de movimentos aleatérios das moléculas ao seu redor. Tais movimentos sao
influenciados pelo gradiente de concentracdo, onde uma particula que se encontra na parte mais
concentrada, migra para a parte menos concentrada (Figura 2(a)).

Adolf Fick, em 1855, foi o primeiro a quantificar o processo de difusdo, cujo estudo
resultou em uma relacdo matematica (Equacdo 1) que traduz em valores a velocidade de

transferéncia, por unidade de superficie, da substancia a difundir, através da se¢do do polimero.

dQ dc

= —D (1)

dt ax
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Onde dQ/dt representa a velocidade de difusdo, Q a massa de farmaco transportada, t
o tempo, C a concentracdo da substancia que se difunde, X a coordenada espacial normal a
secdo e D o coeficiente de difusdo, o sinal negativo mostra que a difusdo ocorre em direcdo
oposta ao aumento de concentracdo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

A difusdo quando regida pela primeira lei de Fick, afirma que o fluxo de particulas é
proporcional ao gradiente de concentracdo, ou seja, sempre que que ha uma diferenca no
numero de particulas. Quando nao se verifica variacdo do fluxo ao longo do tempo, temos uma
difusdo em estado estacionario. A maior parte dos processos de difusdo ocorre em um regime
transiente, onde o fluxo de difusdo e o gradiente de concentracdo em determinado ponto do
material variam com o tempo, causando a exaustdo do elemento difusivo. Em um sistema de
difusdo o farmaco pode estar revestido por uma membrana polimérica ou incorporado na matriz
polimérica (MALAQUIAS, 2014).

A B
00000 00 00000 00
e0e0 ®e00 eo00®c00
direcgo ® © ¢ .. ® Polimero ® 0 .. @
ca 000 ¢ o | o 000 ¢ %%
difusdo (g farmaco
000 00 0o 000 00
® ® 0 Ll HeTeseL ) <@
v . | Superficie = T MO
’ : l v de <] - vl
Polimero > ' libertacao \ e
1 > ) o R | . ‘1‘ v . M\
LS v \
‘ v v

Figura 2: Processo de Difusdo (A) e Degradac¢do/Eroséo (B).
Fonte: Manadas; Pina; Veiga (2002).

2.2.2 Intumescimento

Neste processo, o filme comeca a ser hidratando, com a hidratacdo comeca o
intumescimento do mesmo, onde ocorre a formagdo de uma camada gelificada na superficie do
filme. A liberag&o do farmaco pelo processo de intumescimento, se da tanto por difusdo quanto
por erosdo, pois a medida que o nucleo do filme vai se hidratando o farmaco vai, ocorrendo a

difusdo do farmaco pela matriz polimérica. Apos o intumescimento total do filme, a hidratagédo
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do mesmo comeca a diminuir, ocorrendo entdo a erosdo do filme, onde o farmaco vai ser
liberado mais rapidamente. Esses dois processos ocorrem quase que simultaneamente durante
0 processo, e a quantidade de farmaco liberada vai depender do balanco hidrofilico/hidrofobico
que ha na matriz polimérica (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; MALAQUIAS, 2014).

2.2.3 Erosao

No processo de erosdo o farmaco estd contido dentro de uma membrana ou de uma
matriz polimérica, que vai se degradar com o tempo e liberar o farmaco. A liberacdo do farmaco
a partir dessa forma farmacéutica envolve dois processos, dependentes do tempo, que séo a
difusdo do meio para o interior da matriz, com dilatacéo e formacéo de um gel e a eroséo, que
podem ocorrer de modo simultdneo até a total desagregacdo das cadeias poliméricas
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

A liberacdo do farmaco varia conforme o perfil de erosdo e para farmacos muito
soliveis a liberacdo serd principalmente determinada pela difusdo do farmaco através da
camada gelificada; para farmacos pouco ou muito pouco sollveis a liberacdo sera controlada
pelo processo de erosédo (Figura 2(b)) (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

2.3 MODELOS DE LIBERACAO CONTROLADA

A liberacdo de substancia ativa a partir de sistemas de matrizes hidrofilicas resulta na
interacdo complexa entre a dissolugéo, a difuséo e os mecanismos de eroséo.

Temos varios modelos cinéticos que representam os mecanismos de liberacdo, a
cinética de ordem zero, caracterizam uma liberagdo lenta, a partir de formas farmacéuticas que
ndo se desagregam, ou seja, as formas ndo sdo modificadas e a liberacdo do farmaco é linear ao

tempo e € representada pela seguinte equacéo (2):

Q: = Qo + Kot 2
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Sendo Qo a quantidade inicial de farmaco dissolvido na solucéo (muitas vezes igual a
Qo=0), Qt a quantidade de farmaco dissolvido no tempo t e Ko, a constante de Liberacdo de
ordem zero (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

A cinética de primeira ordem € um resultado de estudos de dissolucdo, e as formas
farmacéuticas que seguem este perfil, contém farmacos hidrossoliveis em matrizes porosas,
liberam o farmaco de forma proporcional a quantidade remanescente no seu interior, assim a

quantidade de farmaco liberada, diminui com tempo. Temos a seguinte equacéo (3):

logQ, = log Q + — 3)

2,303

Onde Q: é quantidade de farmaco liberado no tempo t, Qo é a quantidade inicial de
farmaco na solugéo, e K1 é a constante de liberagdo de primeira ordem, e o gréafico da quantidade
liberada do farmaco versus tempo, seréa linear (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Korsmeyer-Peppas (1983) desenvolveram um modelo simples que relaciona a
liberacdo do farmaco com o tempo, para seu uso € necessario que a liberacao ocorra em sistemas
gue possuam uma relacdo largura/espessura ou comprimento/espessura. Este modelo é mais
utilizado para analisar formas que ndo possuem um mecanismo de liberagdo conhecido ou

quando possui mais de um. Temos assim a seguinte equacéo (4):

—MAZ” =a(t—D"+b @)

Onde a é uma constante que incorpora caracteristicas estruturais e geométrica, n é o
expoente de liberagdo, M/M., é o indicativo de liberacdo fracional do farmaco no tempot, 1 é 0
tempo de espera no inicio da liberacdo e b é para quando existe a possibilidade de um efeito de
liberacdo abrupta inicial (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Peppas (1987) utilizou este valor de n para caracterizar diferentes mecanismos de

liberacdo como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Interpretacdo dos mecanismos de liberacéo por difusdo a partir de filmes poliméricos

Expoente de liberagdo (n) Mecanismo de transporte do farmaco Taxa em funcéo do tempo
05 Difus3o Fickiana t 05
0,5<n<1,0 Transporte anémalo trt
1,0 Transporte Caso-Il Liberac&o ordem zero
Superiora 1,0 Transporte Super-Caso-I1 tnt

Fonte: Manadas; Pina; Veiga, (2002).
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Outro modelo utilizado € o modelo de Baker-Lonsdale, que descreve a liberacédo
controlada de uma matriz esférica, onde temos o declive da concentracdo em formas de

microcépsulas ou microesferas, para ele temos a seguinte equacéo (5):

- (-39 -pe=x ®

Moo

Onde M€ quantidade de farmaco liberado ao tempo t e M., é a quantidade de farmaco
liberada a um tempo infinito, e K corresponde ao declive. Essa equacdo é muito utilizada para
a linearizacdo dos dados de liberacdo de microcapsulas (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

2.4 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS/BIOCOMPATIVEIS

A melhora no desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada depende
estritamente da selecdo de um agente polimérico apropriado, ou seja, que seja capaz de controlar
a liberacdo do farmaco, sustentar a acéo terapéutica ao longo do tempo e liberar o farmaco em
um determinado tecido ou 6rgédo alvo. Para isto é importante que o polimero seja inerte em
meios aquosos.

Essas matrizes sdo constituidas por polimeros insolUveis, que originam estruturas
porosas, na qual o farmaco esta disperso, mantendo a mesma superficie aparente (LOPES,
2005).

2.4.1 Acetato de Celulose

A celulose & um homopolimero linear, insolivel em &gua e de alta massa molecular,
constituido de varias unidades repetidas de B-D-glicopiranosil, e unidas por ligacdes glicosideas
(1—4). As moléculas de acetato podem associar-se umas as outras, por meio de ligacGes de

hidrogénio, devido sua natureza plana e linear (RIBEIRO, 2010).
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O acetato de celulose (CA) é obtido através de um reacdo de acetilacdo da celulose,
que pode possuir um grau de substituigdo variante de 0 a 3, dependendo da sua estrutura e das
condicdes reacionais, sendo que diferentes graus de acetilacdo afetam caracteristicas como a
solubilidade e a biodegradabilidade do composto. O acetato de celulose é produzido pela reacdo
da celulose com anidrido acético e &cido acético, tendo o &cido sulfarico como catalisador da
reacdo (MEIRELES, 2007).

O polimero acetato de celulose é amorfo, ndo téxico e inodoro, estavel em 6leos
minerais, permeavel ao vapor d’agua, e dependendo do grau de substituicdo solivel em acetona
ou outros solventes organicos. Com o acetato de celulose é possivel formar filmes transparentes,
essencialmente rigidos e com certa flexibilidade. A obtencéo de filmes a base do polimero gera
muito interesse devido as excelentes propriedades mecanicas, quimicas, compatibilidade
bioldgica e capacidade de permeacdo, que Ssdo requisitos importantes para industrias
alimenticias, médicas (producdo de farmacos), dentre outras (UGALDE, 2014; RIBEIRO,
2010).

O acetato de celulose apresenta as caracteristicas necessarias para a fabricacdo de
nanoparticulas para liberacdo controlada, aléem de ser biocompativel e biodegradavel (RAY et
al., 2005). Além disso, o espectro de aplicacBes do acetato de celulose o torna comercialmente
viavel, devido, principalmente a sua baixa toxicidade, alta estabilidade térmica, elevada rigidez,
elevada permeacao a 4gua, compatibilidade com uma série de agentes ativos e habilidade para
formar micro e nanoparticulas.

Em trabalho recente, o acetato de celulose produzido a partir do bagaco de cana-de-
acucar foi utilizado como membranas para o aprisionamento e posterior liberacdo controlada
do antibiotico doxiciclina (RODRIGUES et al., 2009). Este mesmo grupo de pesquisadores
(CRUZ et al., 2011) produziu microparticulas de acetato de celulose obtido a partir da celulose
extraida das fibras do caro¢o de manga para liberacdo controlada do paracetamol. Os resultados
obtidos mostram a viabilidade de produzir matrizes microparticuladas para incorporacao de

farmacos a partir de fontes celulésicas alternativas.

2.4.2 Amido

O amido é um polissacarideo de reserva dos vegetais e estd armazenado na forma

grénulos, que pode ser obtido de diversas fontes vegetais, como cereais, raizes e tubérculos,
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além de frutas e legumes. Ele é formado por dois tipos de polimeros de glicose, a amilose e a
amilopectina, que possuem estruturas e funcionalidades bem diferentes.

A amilose é um polimero linear composto por unidades de D-glicose ligadas por
ligacbes a-(1—4), com alto grau de polimerizacdo, dependendo da fonte do amido. A
amilopectina é um polimero altamente ramificado, com unidades de D-glicose ligadas através
de ligacbes o-(1—4) e ramificagdes em o-(1—6). A variacdo nas proporcoes entre estes
componentes resultam em granulos de amido com propriedades diferentes (MALLI, et al, 2010).

A aplicacdo do amido na producdo de filmes se baseia nas propriedades quimicas,
fisicas e funcionais da amilose para formar geéis e na sua capacidade para formar filmes. As
moléculas de amilose, quando em solucdo, tendem a se orientar paralelamente, aproximando-
se o suficiente para que se formem ligacdes de hidrogénio entre hidroxilas de polimeros
adjacentes, e isso diminui a afinidade do polimero pela 4gua. Para a obtencdo de um material
termoplastico a base de amido, a sua estrutura granular semicristalina precisa ser destruida para
dar origem a uma matriz polimérica homogénea e essencialmente amorfa (MALI, et al, 2010).

Segundo Bandeira (2012), os filmes de amido vém sendo cada vez mais aplicados, na
expectativa de agregar valor farmacotécnico as formulacgdes, principalmente no que diz respeito
as caracteristicas estéticas, mascarando sabores e odores desagradaveis, assim como para 0 uso
de liberag&o controlada de farmacos.

A biodegradabilidade dos polimeros em geral € um atributo explorado na modulacéo
da liberacdo de farmacos, uma vez que é altamente desejavel que um material introduzido no
organismo desapareca depois de cumprida sua funcdo, sem a necessidade de intervencgdes para
suaretirada. O amido encaixa-se perfeitamente nessas condicGes, sendo considerado promissor

para producdo de sistemas liberadores de farmacos (VILLANOVA, et al. 2010).

2.5 ACIDO CINAMICO

O écido cindmico consiste em um &cido aromatico naturalmente encontrado no 6leo
de canela (Cinnamomum zeylanicum) e folhas de coca (Erythroxylum coca), juntamente com
outros fenilpropandides. Naturalmente encontrado na sua forma trans (LIU et al., 1995), esse
acido corresponde a um hormonio vegetal pertencente ao grupo das auxinas, responsaveis pelo

crescimento e a diferenciacdo celular. Segundo dados da literatura o acido cindmico apresenta
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atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e antitumoral (NIERO, 2010; EKMEKCIOGLU et
al., 1998).

Estudos mostraram que compostos da classe dos fenilpropanodides apresentam
relevante atividade viral (MURAKAMI et al., 2000). Foi observa em estudos recentes que o
acido cinamico apresentou atividade virustatica na replicacdo do ciclo viral de herpesvirus
equino (GRAVINA et al., 2011) e derivados do acido cindmico, como os acidos rosmarinico,
cafeico, ferulico, que possuem atividade antirretroviral descrita na literatura (BAILLY;
COTELLE, 2005).

Além disso, o &cido cindmico é um produto natural que possui baixa toxicidade e um
amplo espectro de atividades bioldgicas. Na busca de novos compostos farmacologicamente
ativos, derivados do acido cinamico sao considerados importantes e promissores por
apresentarem elevado potencial para o desenvolvimento de farmacos (SOVA, 2012).

Revisdes recentes (GUSMAN, 2014; LONE, SHUAB E KOUL, 2013; SHARMA,
2011) tém reportado que substancias relacionadas ao &cido cindmico possuem atividades
anticancer, antituberculésica, antimalarica, antifungica, antimicrobiana, antiaterogénica,
antioxidante, antidiabética, hepatoprotora, anticolesterolémica, antihiperglicémica,
antimaldrica, antiviral, anti-inflamatéria. Serkedjieva et al. (1992) em estudos com ésteres de
acido cinamico, 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
gue os cinamatos de timila e de eugenila possuem atividade contra esquistossémulos e vermes
adultos de Schistosoma mansoni.

Neste contexto, este projeto tem como objetivo estudar a liberacdo controlada do acido
cindmico e dos derivados cinamatos de eugenila, de timila e de vanilina com potencial atividade
inibitdria de enzimas de replicacdo do HIV. Estes derivados foram sintetizados e caracterizados
por Souza (2015). A representacao estrutural do &cido cindmico e dos derivados utilizados nesse

trabalho estdo apresentadas na Figura 3.

Z O
Z OH

O A

Acido Cinamico Cinamato de Timila



Ayl Gl

Cinamato de Eugenila Cinamato de Vanilinila

Figura 3: Representacéo estrutural do &cido cinamico e dos derivados utilizados nesse trabalho.

Fonte: Autoria prépria.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desse trabalho é o estudo de liberacdo controlada de substancias
com potencial antirretroviral (cinamatos de eugenila, de timila e de vanilina) utilizando sistemas

baseados em polimeros biodegradaveis/ biocompativeis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter filmes a base de acetato de celulose e de amido puro;

e Obter filmes de acetato de celulose e de amido contendo os derivados cinamatos
de eugenila, de timila e de vanilina;

e Obter nano e microparticulas a base de acetato de celulose puro;

e Obter nano e microparticulas a base de acetato de celulose contendo os derivados
cinamatos de eugenila, de timila e de vanilina;

e Estudar propriedades morfoldgicas dos materiais obtidos;

e Avaliar o teor das substancias bioativas incorporado nos materiais obtidos;

e Auvaliar a liberagdo dos derivados cinamatos de eugenila, de timila e de vanilina
através de medidas de espectrofotometria UV-Vis;

e Estudar a cinética de liberacgéo.
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4 MATERIAL E METODOS

Os polimeros utilizados foram acetato de celulose (CA, Mn = 30.000 g.mol™?, grau de
substituicdo de 2,5) e poli (alcool vinilico) (PVA, Mn = 31,000 - 50,000 g.mol™) adquiridos da
Sigma-Aldrich e Amido Soluvel (AM) adquirido da Dindmica Quimica Contemporénea Ltda.
Os solventes utilizados foram acetona e diclorometano adquiridos da Synth. O glicerina foi
adquirido da Proton Quimica®. O surfactante Tween 80 foi adquirido da Sigma-Aldrich. O
acido cindmico (ACN) utilizado foi adquirido da Vetec. Os derivados, Cinanato de Eugenila,
Cinamato de Timila e Cinamato de Vanilina, foram cedidos pelo académico Souza (2015). Os

demais reagente utilizados possuiam grau P. A. e foram utilizados sem tratamento.

4.1 OBTENCAO DOS FILMES

4.1.1 Preparacéo dos Filmes de Acetato de Celulose

Os filmes foram preparados pelo método casting. Inicialmente preparou-se uma
solugdo do acido cindmico (ACN) e dos derivados cinamatos de eugenila (CNE) ou de timila
(CNT) ou de vanilina (CNV) em acetona. Em seguida esta solug&o foi adicionada a solug&o de
acetato de celulose preparada previamente com o mesmo solvente. A mistura do CA com o foi
homogeneizada em um agitador magnético por 4 horas em temperatura ambiente. Apds a
homogeneizagdo a solucdo foi espalhada em placa de vidro e o solvente evaporado em
temperatura controlada por 24 horas.

Em todos os casos foi mantida a proporcéo do acetato de celulose na solugdo em 11%
em massa e 5% em massa de substdncia bioativa, obtendo-se os filmes de: acetato de
celulose/acido cindamico (CA/ACN), acetato de celulose/cinamato de timila (CA/CNT), acetato
de celulose/cinamato de eugenila (CA/CNE) e acetato de celulose/cinamato de vanilina
(CA/CNV).
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4.1.2 Preparacéo dos Filmes de Amido

Os filmes foram preparados pelo método casting. As solucbes foram preparadas
dispersando 10 g de amido soltvel em 100 mL de &gua destilada, em seguida adicionou-se 8 g
de glicerina e 1 mL de &cido acético. A solugdo ficou sob agitagdo magnética em banho-maria
a 75°C. Em seguida a solucdo foi dividida e vertida em duas placas de petri que ficaram em
temperatura ambiente por 24 horas e em seguida foram levadas a temperatura controlada (60
°C) de 3 a4 dias, para a evaporacao do solvente.

Os filmes com substancias bioativas foram preparados utilizando a mesma
metodologia do filme puro com adicdo de 1% em massa dos derivados cinamatos de eugenila,
de timila e de vanilina. Os derivados foram previamente solubilizados em acetona e
incorporados a solucdo. A solugdo permaneceu em constante agitacdo e em temperatura
controlada por 20 minutos, obtendo-se os filmes de: amido/acido cindmico (AM/ACN),
amido/cinamato de timila (AM/CNT), amido/cinamato de eugenila (AM/CNE) e
amido/cinamato de vanilina (AM/CNV).

4.2 OBTENCAO DAS NANO E/OU MICROPARTICULAS DE ACETATO DE CELULOSE

Dois métodos foram utilizados na obtencdo das nano e/ou microparticulas de acetato
de celulose puro e contendo os derivados cinamatos de eugenila, de timila e de vanilina,
utilizando a técnica de miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente, onde a influéncia do tipo de
agitador foi investigada na obtengdo de nano e/ou microparticulas.

4.2.1 Metodo 1.

A metodologia utilizada para obtencdo das microparticulas de acetato de celulose puro
foi adaptada de Neves et al. (2014) A fase orgéanica (FO) foi preparada, sob agitacdo magnética

por uma hora, utilizando 20,0 mL de diclorometano e 300 mg de CA. A fase aquosa (FA) foi
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preparada pela dissolucéo de 1,0 g de monooleato desorbitano polioxietilenado (Tween 80) em
100 mL agua sob agitacdo magnética. Apos 10 minutos nessas condicdes, a fase organica foi
vertida na fase aquosa lentamente e sob agitacdo magnética vigorosa, que foi mantida até a
evaporacdo total do solvente, a temperatura de 40 °C. O produto obtido foi filtrado, lavado com
agua e seco a temperatura controlada.

As microparticulas de acetato de celulose/acido cindmico (MCA/ACN), acetato de
celulose/cinamato de timila (MCA/CNT), acetato de celulose/cinamato de eugenila
(MCAJ/CNE) e acetato de celulose/cinamato de vanilina (MCA/CNV) foram preparadas
utilizando a metodologia descrita para a preparagdo das microparticulas de acetato de celulose

puro com adicdo de 5% em massa dos derivados, que foram dispersos na fase organica.

4.2.2 Método 2.

A metodologia utilizada para obtencdo das nanoparticulas de acetato de celulose foi
adaptada de Oliveira et al., (2014). A fase organica foi preparada, sob agitacdo magnética por
2 horas, utilizando 15,0 mL diclorometano e 300 mg de CA. A fase aquosa foi preparada pela
dissolucdo de 500 mg do surfactante polidlcool vinilico (PVA) em 100 mL de agua destilada
sobre agitacdo magnética. Em seguida, a fase organica foi vertida na fase aquosa e levada a um
ultrassom de ponta utilizando uma frequéncia de 20 kHz por 5 min, com ciclos de 30 segundos.
Apbs a sonicacgdo, a solucdo a 40°C foi aquecida até a evaporacdo total do solvente. O produto
obtido foi separado por centrifugacédo, lavado com agua e seco a temperatura controlada.

As nanoparticulas de acetato de celulose/acido cindmico (NCA/ACN), acetato de
celulose/cinamato de timila (NCA/CNT), acetato de celulose/cinamato de eugenila
(NCA/CNE) e acetato de celulose/cinamato de vanilina (NCA/CNV) foram preparadas
utilizando a metodologia descrita para a preparacdo das nanoparticulas de acetato de celulose
puro com adi¢@o de 5% em massa dos derivados que foram dispersos na fase organica.

A Figura 4 apresenta 0 esquema das principais etapas da técnica de

miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente.
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Principais etapas da técnica de miniemulsificagcdo/evaporac¢do do solvente

1°) Preparacdo das Solugoes. 2°) Verteu-se a fase organica sobre a
fase aquosa.
Fase Organica: Fase Aquosa:
15 mL de diclorometano e 3000 Dissolugio do surfactante em »)\
mg de massa de CA: 100 mL de agua: ,\/ /
‘ . I Poli(alcool vinilico) (PVA) g E {

{ ouTween 80
‘ Com ou sem substincia
bioativa

3°) A solugao foi levada a 4°) aqueceu-se a solugao a40°Catéa 5°) O produto foi separado
agitagao: evaporagao total do solvente por centrifugagao, lavado

organico. com agua e seco.
Magnética ou Ultrassénica

Figura 4: Esquema das principais etapas da técnica de miniemulsifica¢io/evaporacdo do solvente.
Fonte: Autoria propria.

4.3 PREPARACAO DOS FLUIDOS

O fluido de simulacdo gastrica, o fluido de simulacdo intestinal e o fluido de simulacéo

da pele foram preparados de acordo com Brasil (2010).

4.3.1 Fluido de Simulacéo da Gastrica

A solucdo tampao acida foi preparada utilizando 2,0 g de cloreto de sédio em 100 mL
de agua. Adicionar 7,0 mL de &cido cloridrico e diluir para 1000 mL. Ajustou o pH para 1,2,

com &cido cloridrico ou hidroxido de sodio 10 mol.L™.

4.3.2 Fluido de Simulagéo Intestinal

A solucdo tampdo bésica foi preparada utilizando 6,8 g de fosfato de potassio

monobasico em 900 mL de agua destilada, juntamente com 77 mL de hidréxido de sédio 0,2

mol L. Ajustou o pH para 7,4 com acido cloridrico ou hidroxido de sodio 0,2 mol.L™.
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4.3.3 Fluido de Simulacéo da Pele

A solucdo tampdo salina foi preparada utilizando 80,0 g de cloreto de sddio, 2,0 g de
cloreto de potassio, 14,4 g de fosfato de sodio dibasico e 2,4 g de fosfato de potéssio
monobasico em 1000 mL de agua destilada. Ajustou o pH para 6,8 com acido cloridrico ou

hidréxido de sédio.

4.4 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

4.4.1 Coeficiente de Particdo

O coefiente de particdo das substancias bioativas foi calculado utilizando o software
Molinspiration Online Property Calculation Toolkit (www.molinspiration.com/) que se baseia

em descritores moleculares, para determinar algumas propriedades das moléculas.

4.4.2 Caracterizacdao Morfoldgica

A morfologia e tamanho das particulas foram analisados por Microscopia Optica (MO)
e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

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

Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) utilizado foi Shimadzu, modelo SS 550
Superscan, voltagem de aceleracdo de 15 kV e intensidade de corrente de 30 pA. A superficie
das amostras foi previamente cobertas com uma fina camada de ouro. As anéalises foram
realizadas na Universidade Estadual de Maringa, por intermédio do prof. Dr. Adley Forti

Rubira. O tamanho médio das amostras foi determinado pelo software Size Meter.
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4.4.3 indice de Intumescimento

O procedimento experimental utilizado é uma adaptacdo do método descrito por
Moustafine et al., (2006). Primeiramente pesou-se uma amostra do filme e em seguida a mesma
foi imersa em 10 mL do fluido de simulacdo da pele, durante 48 horas a temperatura de 36 °C.

Durante todo o experimento a membrana foi retirada, do fluido, seca e pesada periodicamente.

O indice de intumescimento (li) foi calculado a partir da equacéo (6).

(My—M;)*100
M,

I;(%) = (6)

Onde M; é o valor inicial da massa da amostra e Mz é o valor final da amostra da massa.

4.4.4 ldentificacdo das substancias bioativas

Para determinar a incorporacdo das substancias bioativas, primeiramente foi retirada
da fase aquosa resultante do processo produc¢édo das nano e microparticulas, secdes 4.2.1e 4.2.2,
uma aliquota de 3 mL para a identificacdo das substancias bioativas na solugdo. Para determinar
a presenca das substancias nas particulas, foi pesado 500 mg das amostras MCA/CNE e
MCAJ/CNT, que foram dispersas em 5 mL de acetona. Posteriormente uma aliquota de 3 mL
foi retirada e levada para as leituras de absorbancia em um Espectrofotdmetro UV-Vis T70+,

PG Instruments.

4.4.5 Liberacdo controlada das substancias bioativas

A liberagéo das substancias bioativa foi feita imergindo os filmes em um fluido de
simulacdo da pele com pH 6,8. Para o estudo de liberacdo das nano e/ou microparticulas, as

particulas foram colocados dentro de membranas de celulose e posteriormente imergidas em
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um fluido de simulagdo intestinal com pH 7,4 ou em fluido de simula¢éo estomacal com pH
1,2.

Para analisar o tempo e a forma (rapida/lenta) de liberacdo das substancias bioativas
dos materiais obtidos, estas solu¢des 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 absorcdo foram realizadas em Espectrofotémetro
UV-Vis T70+, PG Instruments. Posteriormente as aliquotas foram devolvidas para dentro do
frasco. A concentracdo das substancias bioativas liberadas foram determinadas a partir de uma
curva analitica, correlacionando a absorgcdo versus concentragdo das substancias bioativas
utilizadas.

Depois de obtidos os dados foram aplicados modelos matematicos para determinacao

do mecanismo de liberacao das substancias bioativas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DOS FILMES DE ACETATO DE CELULOSE

As membranas de acetato de celulose podem apresentar diferentes morfologias
dependendo da forma das quais sdo produzidas. Membranas densas apresentam pequenos poros
que possuem tamanhos uniformes e estéo distribuidos ao longo das membranas, diferente das
membranas porosas, que possuem grandes poros ao longo da estrutura além de serem opacas.
As membranas densas sdo obtidas a partir do espalhamento da solucdo polimérica seguido da
evaporacdo do solvente (RIBEIRO, 2010).

As fotografias dos filmes de acetato de celulose obtidos estdo apresentados na Figuras
5. Observou-se que os todos os filmes ficaram com o aspecto visual transparente, mostrando
gue possuem uma morfologia densa e uniforme (RIBEIRO, 2010), e possuem uma espessura
média de 0,5 mm. A morfologia dos filmes sera investigada futuramente por microscopia
eletronica de varredura. Observou-se também que a incorporacgdo das substancias bioativas ndo
modificou suas caracteristicas visuais, indicando boa compatibilidade entre o acetato de

celulose e o0 4cido cindmico e seus derivados.
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Figura 5: Fotografia dos filmes de acetato de celulose obtidos: (a) puro, (b) com acido cinamico, (c) com
cinamato de eugenila, (d) com cinamato de timila e () com cinamato de vanilina.
Fonte: Autoria prépria.
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5.2 OBTENCAO DOS FILMES DE AMIDO

As propriedades dos filmes de amido variam de acordo com a razdo entre amilose e
amilopectina. As moléculas de amilose e amilopectina interagem principalmente com ligacGes
de hidrogénio, formando um filme com duas fases, uma rica em amilose e outra rica em
amilopectina. As interacdes entre as moléculas de amilose e amilopectina podem ser tdo fortes,
que os filmes de amido tornam-se quebradicos. A adicdo de plastificante, como a glicerina ou
sorbitol, nos filmes de amido ajudam a interromper a formacéo da dupla hélice da amilose com
fragmentos da amilopectina, reduzindo as interagdes intermoleculares entre as cadeias,
aumentando a mobilidade das cadeias dos polimeros, tornando-os mais flexiveis (MALI;
GROSSMANN, 2003).

Neste sentido, os filmes de amido obtidos neste trabalho foram preparados utilizando
glicerina como plastificante, as fotografias dos filmes de amido estdo apresentadas na Figura
6. De maneira geral, todos os filmes sdo translucidos, indicando morfologia densa e uniforme,
e apresentam boa flexibilidade, maleabilidade e possuem espessura de 1 mm. Além disso, o
acréscimo dos derivados ndo modificou as caracteristicas mecénicas e visuais dos filmes de

amido.
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Figura 6: Fotografia dos filmes de amido obtidos: (a) puro, (b) com acido cindmico, (c) com cinamato de
timila, (d) com cinamato de eugenila e (¢) com cinamato de vanilina.
Fonte: Autoria prépria.
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5.3 OBTENCAO DAS NANO E MICROPARTICULAS DE ACETATO DE CELULOSE

As nano e/ou microparticulas séo promissores liberadores de farmacos, principalmente
as constituidas por polimeros biodegradaveis, devido as suas potencialidades terapéuticas, a
maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e de armazenamento. Para sistemas de liberacdo
controlada de farmacos, € bastante comum classificar as nanoparticulas como sendo particulas
com um didmetro inferior a 1 um e, por sua vez, as microparticulas como sendo particulas com
um diametro entre 1pm e 1000 um (TAN; CHOONG; DASS, 2010).

Nano e/ou microparticulas biodegradaveis podem ser produzidas através de diferentes
métodos, como por exemplo, emulsificacdo/evaporacdo de solvente, nanoprecipitacdo, spray-
drying, fluidos supercriticos, polimerizacdo em emulsdo e a miniemulsificacdo/evaporacédo do
solvente.

As microparticulas sdo mais frequentemente preparadas utilizando a técnica de
emulsdo, 0 esquema desta técnica estd apresentada na Figura 7. A emulsdo é um sistema
contendo dois liquidos imisciveis onde um dos quais esta disperso no outro na forma de
pequenas goticulas. De um modo geral, este método esta baseado na dissolu¢do de um farmaco,
juntamente com um polimero, em determinado solvente, seguida pela adi¢do, sob agitacdo
constante, de um n&o-solvente & mistura. O ndo solvente causa a precipitacdo do polimero

formando o sistema micro e/ou nanoestruturado (KIETZKE et al., 2003).

Principais etapas da técnica de miniemulsificagao/evaporacéo do solvente

Tyt Fase Organica | oX Ry LY, > R
== X P_'o 0% 3 PO‘;/’:U
e Agitagdo oA »° § : i A 20 8
Q\ ({' . J é\o r(i f > O JO ({ F
Py % Lo P AP
oAl ¥ex o0 Evaporagao do o 3%
++Fase Aquosa P © Iven )
d S ({ " ¥ . : solvente o-?(.g.‘oo
Miniemulsdo
Legenda
™0 surfactante

3% Polimero
¢ Ativo lipofilico
1 Solvente Organico

Figura 7: Principais etapas da técnica de miniemulsificac@o/evaporacéo do solvente.
Fonte: Adaptado de KIETZKE et al., (2003).
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A obtencdo de nano ou microparticula vai depender do balangco das forcas de
qguebramento e coalescéncia das nanogotas durante o processo de obtencéo, levando em conta
a degradacdo difusional das gotas de menores tamanhos. Barbosa (1992) discute que o uso do
ultrassom, nesse processo, facilita a formacao de microesferas devido a alta homogeneizacéao
que divide as particulas formadas em tamanhos menores, pelo processo de cavitagdo. Além
disso, outros fatores devem ser levado em conta, como por exemplo, o tipo de solvente,
viscosidade da fase dispersa e presenca de surfactante.

Desta forma, nesta parte do trabalho o tipo de agitador foi investigado na obtencao de
nano e/ou microparticulas de CA empregando a técnica de miniemulsificacdo/evaporagédo do
solvente.

Nas Figuras 8 a 11 estdo dispostas as imagens de microscopia Optica dos materiais
obtidos pelo método 1. Observou-se que foram obtidas macroesferas compostas de varias outras
esferas menores como diametro variando de 100 a 1000 um. A agregacao das esferas pode ter
ocorrido no momento da evaporacao do solvente, que provavelmente ocorreu de forma lenta,

fazendo com que as esferas em emulsdo ficassem mais préximas umas das outras.

1 mm

Figura 8: Imagens de Microscopia éptica das microesferas de acetato de celulose puro, obtidas pelo método
1.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 9: Imagens de Microscopia 6ptica das microesferas de acetato de celulose com acido cinamico,
obtidas pelo método 1.
Fonte: Autoria prépria.

Figura 10: Imagens de Microscopia Optica das microesferas de acetato de celulose com cinamato de
eugenila, obtidas pelo método 1.
Fonte: Autoria prépria.
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1 mm

1 mm 1 mm

Figura 11: Imagens de Microscopia 6ptica das microesferas de acetato de celulose com cinamato de timila,
obtidas pelo método 1.
Fonte: Autoria prépria.

As caracteristicas morfoldgicas da superficie das microparticulas de CA puro foram
investigadas por microscopia eletronica de varredura, algumas micrografias estdo apresentadas
na Figura 12. A partir das micrografias é possivel observar a formagdo de esferas densas,
individualmente dispersas de CA com diferentes distribuicdo de diametro. O tamanho médio

das microesferas determinado pelo software Size Meter foi de aproximadamente 1000 pum.
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Figura 12: Micrografias de MEV das microparticulas de acetato de celulose puro em diferentes ampliacGes.
Fonte: Autoria propria.

O método de obtengdo das nanoparticulas consiste em verter a fase organica contendo
0 polimero e a substancia bioativa sobre a fase aquosa contendo o surfactante PVA, mantendo
a emulsdo por cinco minutos em agitagdo ultrassénica. Em seguida, o solvente é evaporado
sobre agitacdo magnética vigorosa, seguida da centrifugacdo e secagem da amostra. As imagens
de microscopia Optica do material obtido, pelo método 2, estdo apresentadas nas Figuras 13 a

16, onde verificamos que nesta metodologia obteve-se a formac&o de placas e ndo de esferas.
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Figura 13: Imagens de Microscopia dptica do material obtido pelo método 2, com acetato de celulose puro.
Fonte: Autoria prépria.

Figura 14: Imagens de Microscopia 6ptica do material obtido pelo método 2, com cinamato de timila.
Fonte: Autoria propria.

Figura 15: Imagens de Microscopia dptica do material obtido pelo método 2, com cinamato de eugenila.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 16: Imagens de Microscopia dptica do material obtido pelo método 2, com cinamato de vanilina.
Fonte: Autoria prépria.

As micrografias de MEV das amostras contendo somente acetato de celulose (NCA)
estdo apresentadas na Figura 17. A partir das micrografias é possivel observar inicialmente a
formacéo de placas. Entretanto, as imagens com ampliagdo maiores revelaram a presenca de
nanoparticulas aglomeradas, com diametro 100 a 200 nm. Neste sistema nao foi observado a
presenca de esferas individuais, onde as particulas coalesceram, o que pode estar relacionado
ao excesso de surfactante ou a evaporacao lenta do solvente. Estes resultados confirmam que a

obtencédo de nanoparticulas de acetato de celulose é possivel com o uso do ultrassom.
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100

Figura 17: Micrografias de MEV das nanoparticulas de acetato de celulose puro em diferentes ampliacées.
Fonte: Autoria propria.
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5.4 INDICE DE INTUMESCIMENTO

O indice de intumescimento (li) é importante no estudo das matrizes poliméricas, ja
que avalia a capacidade de hidratacdo do polimero, propriedade que possui efeito na liberacéo
da substancia incorporada. Os resultados dos experimentos para a determinacao do indice de
intumescimento estdo dispostos nas Figuras 18 e 20. O teste foi realizado por 48 horas, onde
as amostras dos filmes foram mantidas no fluido de simulacdo da pele, com pH 6,8 e
temperatura controlada (36 °C), e pesadas periodicamente.

Na Figura 18 sdo apresentas as curvas do indice de intumescimento para os filmes de
acetato de celulose, e observou-se que o intumescimento ocorre de forma semelhante em todos
os filmes. Durante a primeira hora do experimento o indice de intumescimento aumenta
gradativamente, chegando em um méaximo de 6%, em dez horas, mantendo-se praticamente
constante por 48 horas. Estes resultados indicam que o acetato de celulose ndo intumesce na
presenca de solucéo aquosa, estes resultados podem ser confirmados através das fotografias dos
filmes de CA antes e apds o teste de intumescimento (Figura 19), uma vez que ndo observou-
se mudancas significativas no aspecto visual dos filmes puros e com as substancias bioativas.

Estes resultados podem ser explicados, pelas propriedades do polimero, pois o acetato
de celulose é hidrofdbico, e limita a penetracdo de dgua ou meios aquosos em suas cadeias,
fazendo com que o polimero tenha pouca mobilidade para a liberacdo do farmaco (LOPES et
al., 2005).
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Figura 18: Curvas do teste de indice de Intumescimento dos filmes de Acetato de Celulose.
Fonte: Autoria prépria.

Antes

(a) ®) (©) (d) (e)
Depois

(@) (b) (©) (d) (e)

Figura 19: Fotografia dos filmes de acetato de celulose: (a)CA, (b) CA/ACN, (c) CA/CNT, (d) CA/CNE e (e)
CA/CNV, antes e depois do teste de intumescimento.
Fonte: Autoria prépria.

Ja para os filmes de amido puro observou-se um comportamento diferenciado em
relacdo aos filmes de acetato de celulose, como mostra a Figura 20. Neste caso, o indice de
intumescimento aumenta gradativamente atingindo maximo de 100% em dez horas,
permanecendo constante até 48 %. Os filmes de amido com acido cindmico e o derivado de

vanilina apresentam o mesmo comportamento dos filmes de amido puro (Figura 20).
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Entretanto, para os filmes de amido com o derivado timila o intumescimento ocorre de
maneira mais lenta, nas primeiras 10 horas, tendo um indice de intumescimento de 50%.
Somente apos 48 horas atinge 0 maximo de intumescimento. Além disso, é possivel observar
para o filme de amido com cinamato de eugenila, que ap6s 30 horas o indice de intumescimento
diminui, pois 0 mesmo comeca a perder massa. Esta perda de massa e o intumescimento dos
filmes podem ser melhor visualizados nas fotografias dos filmes de amido (Figura 21).

Os filmes de amido possuem uma afinidade grande com os meios aquosos devido as
muitas ligacdes de hidrogénio existentes entre os dois compostos. A presenca das substancias
bioativas nos filmes ndo interferiu no intumescimento do mesmo, apesar do filme AM/CNT,
ter tido um indice de intumescimento menor, quando comparado aos demais.

O intumescimento pode ser explicado, pois a permeacdo do meio aquoso nos filmes
de amido permite que a as cadeias do polimero tenham certa mobilidade, fazendo com que a
substancia bioativa presente no meio também tenha mobilidade e seja liberada mais facilmente,
mostrando que o mecanismo de liberacdo do farmaco nesses filmes serd possivelmente pelo
processo de difusdo (LOPES et al., 2005).
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Figura 20: Curvas do teste de Indice de Intumescimento dos filmes de Amido.
Fonte: Autoria prépria.
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Antes

Depois

Figura 21: Fotografia dos filmes de amido: (a) AM, (b)AM/ACN, (c)AM/CNT, (d) AM/CNE e (¢) AM/CNV
antes e depois do teste de intumescimento.
Fonte: Autoria prépria.



54

5.5 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS BIOATIVAS

A incorporacdo das substancias bioativas foi determinada a partir de espectroscopia no
UV/Vis. Para este teste foram utilizados duas amostras de microparticulas, uma contendo o
cinamato de eugenila e outra contendo o cinamato de timila. No processo de producdo das
microparticulas a fase aquosa (na qual as particulas sao formadas), foi armazenada, das fases
foram retiradas aliquotas de 3 mL para a analise espectroscopica (Figura 22). No grafico
observou-se que a fase aquosa possui Varios picos de absorbancia, sendo o comprimento de
onda de 330 nm o das substancias bioativas, e observou-se que para a MCNT a absorbancia

indica uma grande quantidade de cinamato de timila na solucéo.
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] ///\ 330 nm
/
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0,2 1
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Figura 22: Espectros de absorbéncia em funcdo do comprimento de onda da fase aquosa das
microparticulas MCA/CNE e MCA/CNT.
Fonte: Autoria prépria.

Para observar a quantidade de substancia bioativa incorporada nas microparticulas,
amostras foram dispersadas em acetona sobre agitacdo constante por 30 min. Apos a dispersdo
total, uma aliquota de 3 mL foi retirada de cada amostra para a analise espectroscépica, cujos

dados estéo apresentados na Figura 23.
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Figura 23: Espectros de absorbancia em fun¢do do comprimento de onda, ap6s a dispersdo das
microparticulas MCA/CNE e MCA/CNT e dos filmes CA/CNE e CA/CNT em acetona.
Fonte: Autoria prépria.

Observou-se na Figura 23 que as microparticulas e os filmes de acetato de celulose
possuem a substancia bioativa incorporadas em sua matriz. A solu¢do contendo o material
disperso foi colocada em agua a fim de precipitar o polimero. O material foi centrifugado e os
solidos retirados. Foi feita uma nova varredura com o material centrifugado, e com o pé
recolhido que foi devidamente seco e novamente disperso no solvente, dessa vez ndo foi
observado a presenca das substancias bioativas incorporado no polimero, e sim na solucao

resultante do processo de centrifugacéo.



56

5.6 LIBERACAO CONTROLADA DAS SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Com intuito de verificar o potencial dos filmes de acetato de celulose ou amido com o

acido cinamico e seus derivados como carreadores de farmaco, estudo de liberacdo das

substancias bioativas foram realizadas. Inicialmente obteve-se os espectros de absorcéo das

substancias bioativas em diferentes concentracdes (Figura 24), onde observa-se a absorbancia

méaxima em aproximadamente 330 nm para todos os compostos. A partir destes graficos foi

possivel construir uma curva analitica, correlacionando a absor¢do versus concentracdo das

substancias bioativas, Figura 25, obtido em comprimento de onda de 330 nm.
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Figura 24: Espectros de absorbancia em funcfo do comprimento de onda do: (a) Acido Cinamico, (b)
Cinamato de Eugenila, (c) Cinamato de Timila e (d) Cinamato de Vanilina, em diferentes concentracdes.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 25: Curvas analiticas do: (a) Acido Cinamico, (b) Cinamato de Eugenila, (c) Cinamato de Timila e
(d) Cinamato de Vanilina, obtido em comprimento de onda de 330 nm.
Fonte: Autoria prépria.

5.6.1 Filmes de Acetato de Celulose

As Figuras 26 a 30 apresentam o0s espectros de absorbancia em funcdo do
comprimento de onda para os filmes de acetato de celulose puro e com as substancias bioativas
em funcdo do tempo. No espectro de absorbéancia do acetato de celulose puro (Figura 26) é
possivel observar duas bandas de absor¢cdo maxima nos comprimentos de onda de 215 e 265
nm. Estas mesmas bandas podem ser visualizadas nos espectros dos filmes de acetato de
celulose com acido cindmico e com os derivados. Adicionalmente, observou-se a presenca da
banda em 330 nm referente a absorcéo do &cido cindmico (Figura 27) e do cinamato de vanilina
(Figura 30).



58

1,0

0,8

o
o)}
1

o
~
1

Funcéo do Tempo

Absorbéancia (u.a)

o
N

0,0 -

200 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm)
Figura 26: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de acetato de celulose puro em

funcéo do tempo.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 27: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de acetato de celulose com acido

cindmico, em funcéo do tempo.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 28: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de acetato de celulose com
cinamato de eugenila, em funcdo do tempo. Inset: Ampliacédo da regiéo de 300 a 400 nm.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 29: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de acetato de celulose com
cinamato de timila, em fun¢do do tempo. Inset: Ampliacéo da regido de 300 a 400 nm.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 30: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de acetato de celulose com
cinamato de vanilina, em fungdo do tempo. Inset: Ampliacéo da regido de 300 a 400 nm.
Fonte: Autoria prépria.

A concentragdo das substancias bioativas liberada a partir dos filmes foi determinada
a partir de uma curva analitica, correlacionando a absorcao versus concentracdo. A partir destes

gréficos foi possivel construir a curva de liberacdo apresentado na Figura 31.
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Figura 31: Curva de liberacdo dos filmes: (a) acetato de celulose &cido cinamico e (b) acetato de celulose
com cinamato de vanilina, no comprimento de onda de 330 nm.
Fonte: Autoria prépria.
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A partir destes resultados foi possivel observar que ap6s uma hora de contato com
solugédo tampdo fosfato-salino (pH = 6,8), ocorre liberacdo de 15% do acido cinamico, com
liberacdo maxima em quatro dias para os filmes de CA/ACN (Figura 31 (a)). Todavia para 0s

filmes contendo o cinamato de vanilina (Figura 31 (b)) observou-se uma liberagdo mais réapida,
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onde apds uma hora de contato com solugdo tampdo ocorre liberacdo de 25% do derivado,

atingindo a concentragdo maxima em aproximadamente trés dias.

5.6.2 Filmes de Amido

Nos espectros de absorcdo dos filmes de amido com as substancias bioativas (Figuras
32 a 36) é possivel observar duas bandas de absor¢cdo méxima, nos comprimentos de onda de
210 e 280 nm, referente ao amido puro (Figura 32). A banda em 330 nm é referente a absorcéao

do acido cinamico e dos cinamatos de eugenila, timila e vanilina.
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Figura 32: Espectro de absorbéncia versus comprimento de onda do filme de amido puro, em funcdo do

tempo.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 33: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de amido com &cido cinamico,
em funcéo do tempo.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 34: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de amido com cinamato de
eugenila, em funcéo do tempo.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 35: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de amido com cinamato de timila,

em funcdo do tempo. Inset: Ampliacéo da regido de 300 a 400 nm.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 36: Espectro de absorbancia versus comprimento de onda do filme de amido com cinamato de
vanilina, em funcéo do tempo. Inset: Ampliacdo da regido de 300 a 400 nm.
Fonte: Autoria prépria.

Com base nos espectros de absorbancia foi possivel construir as curvas de liberagdo
do &cido cindmico e dos derivados (Figura 37). Para os filmes de amido observou-se a liberagdo
de 47% do cinamato de eugenila (Figura 37 (b)) e de 58% do cinamato de timila (Figura 37
(c)), apdés uma hora em contato com o fluido de simulacdo da pele. Ja para o acido cindmico
(Figura 37 (a)) e para o cinamato vanilina (Figura 37 (d)) observou-se uma liberacdo mais



lenta (cerca de 30%, em uma hora). Além disso,
horas para todos 0s compostos estudados.
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observou-se uma liberagdo maxima em 70
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comprimento de onda de 330 nm.

5.6.3 Nano e microparticulas de Acetato de Celulose

O estudo de liberacdo foi realizado com as nano e microparticulas em dois pHs

diferentes, um simulando o fluido gastrico com pH 1,2, e o outro simulando o fluido intestinal

com pH 7,4. Os espectros de absorbancia versus comprimento de onda em fungédo do tempo das

microparticulas estdo apresentados nas Figuras 38

a 40.
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Com base nos espectros de absorbancia foi possivel construir as curvas de liberacéo
controlada das microparticulas (Figura 41 (a)). Para as microparticulas observou-se a liberagdo
de 60% do cinamato de eugenila e de timila em 1 hora de contato com o fluido de simulagéo
gastrico. Ja para o &cido cindmico temos uma liberacdo mais lenta, sendo liberado 20% em 24
horas. Tanto o &cido cindmico quanto o cinamato de timila foram completamente liberados em
sete dias, diferente do derivado cinamato de eugenila que apresentou esta caracteristica com
trés dias.

Para os estudos de liberacéo das microparticulas em contato com o fluido de simulagéo
intestinal, Figura 41 (b), notou-se uma liberagdo mais lenta, liberando 10% para o &cido
cindmico e o cinamato de eugenila em 12 horas, com liberagdo méaxima em 3 dias e 5 dias,
respectivamente. Para o cinamato de timila a liberacdo foi de 20 % em 12 horas e liberacédo

méaxima em 24 horas. Além disso, em todos os sistemas observou que a liberacdo continuou em

até 7 dias.
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Figura 41: Curva de liberacio das microparticulas no comprimento de onda de 330 nm em fluidos de
simulacgdo géstrico (a) e intestinal (b).
Fonte: Autoria prépria.

Os espectros de absorbancia versus comprimento de onda em fun¢do do tempo das
nanoparticulas estdo apresentados nas Figuras 42 a 44, nos fluidos de simulagdo gastrico e

intestinal.
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Na Figura 45 séo apresentadas as curvas de liberacdo das substancias bioativas das
nanoparticulas NCA/CNE, NCA/CNT e NCA/CNV, em fluidos de simulacdo gastrico e
intestinal. Os resultados mostram que apds uma hora de contato com o fluido de simulacdo
gastrico (pH = 1,2) ocorre liberacao de 60% dos cinamatos de eugenila e de timila (Figura 45
(@)), com liberacdo maxima dos derivados em 7 dias para estas nanoparticulas. As
nanoparticulas contendo cinamato de vanilina (Figura 45 (a)) possuem uma cinética de
liberacdo no inicio mais lenta, atingindo 20% de liberagdo com 12 horas, mas atingindo 100%
da liberacdo com 24 h, diferente dos outros, que atingiram 100 % de liberacdo somente com
sete dias.

Para as nanoparticulas em contato com o fluido de simulacéo intestinal, em 1 hora,
observou-sea liberagdo de 20% para o cinamato de eugenila, 40% para o cinamato de timila e
10% para o cinamato de vanilina (Figura 45 (b)). Com 48 horas o cinamato de timila e vanilina

ja atingiram 100 % de liberacéo, e o cinamato de eugenila com 72 h.
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Figura 45: Curvas de liberagédo das nanoparticulas no comprimento de onda de 330 nm, em fluidos de
simulagdo géstrico (a) e intestinal (b).
Fonte: Autoria prépria.

De maneira geral, através das curvas de liberagdo obtidas, é possivel observar que em
todas as amostras obteve-se um perfil de liberagdo controlada do &cido cinamico e dos derivados
timila, eugenila e vanilina.

A liberagdo de farmacos a partir de sistemas de matrizes hidrofilicas resulta na
interacdo complexa entre a dissolugéo, a difusdo e os mecanismos de eroséo. O intumescimento

da matriz polimérica favorece a mobilidade do farmaco na cadeia polimérica, mas observou-se
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neste trabalho, que o acetato de celulose intumesce muito pouco e néo sofre erosao, ja que ndo
é visto perda de massa durante o experimento de intumescimento. Portanto, 0 mecanismo que
controlaré a liberagéo do acido cinamico e dos derivados a partir da matriz de CA sera a difuséo,
que é definido como processo de transferéncia de massa de moléculas individuais de uma
substancia, através de um movimento molecular randdémico. Ocorrendo preferencialmente
através das regides amorfas do polimero, onde as cadeias encontram-se mais desordenadas e 0
volume livre entre as cadeias ¢ maior (MEIER, 2004).

Nas matrizes hidrofilicas, por exemplo o amido, a liberacdo do farmaco incorporada €
regulada pelo processo de intumescimento, difuséo e erosdo. Neste tipo de matriz polimérica,
a medida que a agua permeia, a superficie do polimero se hidrata e intumesce, fazendo com que
o material fiqgue com a camada gelificada, se a substancia incorporada na matriz tenha carater
hidrofilico, que € o caso do &cido cinamico, ira ser liberado conforme a matriz se intumesce.

No caso das substancias ativas incorporadas possuirem um caréater lipofilico, que é o
caso dos derivados eugenila, timila e vanilina, ocorrera a liberacdo apenas quando a matriz
polimérica estiver completamente hidratada, ocorrendo entdo a erosao e consequentemente a
liberacdo dessas substancias para a pele. Segundo Lopes et al. (2005) a velocidade com que
ocorre essa liberacdo depende da proporgéo de viscosidade do filme. Para os filmes de amido,
0s testes de intumescimento mostraram que o polimero intumesce e sofre erosdo, sugerindo que
0 mecanismo que controla a liberagdo do acido cindmico e dos derivados a partir da matriz de
amido sera o processo de intumescimento, difusao, seguida pela erosdo. Porém, um estudo mais
detalhado se faz necessario. A seguir estdo apresentados o estudo do mecanismo de liberacéo

através dos modelos cinéticos.
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5.7 ESTUDO CINETICO DE LIBERAGCAO

Varios modelos cinéticos que representam os mecanismos de liberagdo sdo descritos
na literatura (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; RITGER e PEPPAS 1987). Dados da
literatura indicam que o modelo matematico mais adequado para sistemas pouco soliveis, que
ndo apresentam capacidade de intumescimento, como por exemplo, o acetato de celulose, é o
modelo de Higuchi, baseado na lei de Fick, estando dependente da raiz quadrada do tempo
(Caso I). A equacdo (7) representa a equacdo de Higuchi expressa como fragdo de massa

liberada:

Dt\? M
— =4 (ﬁ) = kt1/? quando 0 < M—t <06 (7)

[ee)

na qual M representa a quantidade absoluta de farmaco liberada no tempo t e M. € a quantidade
total de farmaco liberado num tempo infinito, a qual devera corresponder a quantidade total de
farmaco incorporado ao sistema polimérico no t = 0, k é a constante de liberacdo de Higuchi,
que reflete as caracteristicas da matriz, D € o coeficiente de difuséo e | corresponde a espessura
do filme (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Korsmeyer-Peppas (1983) desenvolveram um modelo simples que relaciona a
liberacdo do farmaco com o tempo. Este modelo é mais utilizado para analisar formas que ndo
possuem um mecanismo de liberagcdo conhecido ou quando possui mais de um, ou seja, uma
combinacdo da difusdo do farmaco (transporte Fickiano, Caso I) e do transporte Caso Il (ndo-
Fickiano, controlado pelo relaxamento das cadeias poliméricas). Temos assim a seguinte

equacao (8):

e _ kt™ (8)
M

o)

onde M¢/M.,, é o indicativo de liberacdo fracional do farmaco no tempo t, k € uma constante de
proporcionalidade que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do dispositivo e n € o
expoente difusional do farmaco, de acordo com o valor numérico que assume, caracteriza o
mecanismo de liberacdo do farmaco (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Peppas (1985) utilizou o valor do expoente difusional do farmaco para caracterizar

diferentes mecanismos de liberagdo como mostra a Tabela 2.
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Tabela 2. Expoente difusional e mecanismos de liberagéo para varios sistemas de liberagéo controlada

Expoente difusional (n) :
Mecanismo de transporte do farmaco

Filmes finos Esfera
0,5 0,43 Difusdo Fickiana
0,5<n<1,0 0,43<n<0,85 Transporte andmalo (hdo-Fickiano)
1,0 0,85 Transporte Caso Il
Superior a 1,0 Superior a 0,85 Transporte Super-Caso |1

Fonte: Adaptado de Ritger; Peppas (1987).

Para calcular os parametros de liberacdo aplicou-se logaritmo de base 10 (logi) em
ambos os lados da Equacéo (8) obtendo-se a Equacéo (9):

M
log (M—t) = nlogt + logk 9

O objetivo dessa parte do trabalho foi determinar a constante de liberagdo de Higuchi
e determinar o mecanismo de liberacdo, para isso 0s dados experimentais das concentragdes em
diferentes tempos foram ajustados aplicando as Equacdes 7 e 9. Nas Figuras 46 a 57 estdo
representadas as curvas de porcentagem de liberacdo das substancias bioativas versus t'2 e as
curvas logaritmica da fracdo liberada das substancias bioativas. Através da regressao linear de
cada curva obteve-se o coeficiente angular sendo a constante de liberacdo (k) a partir do modelo
Higuchi (Equacédo 7), e o expoente difusional (n) a partir do modelo de Peppas (Equacdo 9),

cujos valores encontrados estdo apresentados na Tabela 3.
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Figura 53: (a) Gréficos da porcentagem de liberacdo do &cido cinamico versus t*2 e (b) Curvas de
Log(Mv/M.) em funcédo de Log (tempo) para as microparticulas de MCA/CNE, em pH 1,2 e pH 7,4.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 54:(a) Graficos da porcentagem de liberacdo do &cido cinamico versus t¥2 e (b) Curvas de
Log(M¢M.,) em fun¢éo de Log (tempo) para as microparticulas de MCA/CNT, em pH 1,2 e pH 7,4.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 55:(a) Graficos da porcentagem de liberacdo do &cido cinamico versus t¥2 e (b) Curvas de
Log(M¢M.,) em fun¢do de Log (tempo) para as nanoparticulas de NCA/CNE, em pH 1,2 e pH 7,4.

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 57: (a) Gréficos da porcentagem de liberacdo do &cido cindmico versus t*2 e (b) Curvas de
Log(MvM.,) em funcédo de Log (tempo) para as nanoparticulas de NCA/CNV, em pH 1,2 e pH 7,4.
Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 3: Valores obtidos do estudo cinético para constante de liberacdo (k)* e expoente difusional
(n)**.

B Mecanismo de transporte das
Amostras k (horas™) il substancias bioativas
CA/ACN 9,66 0,475 Difusédo Fickiana
CA/CNV 11,8 0,454 Difusao Fickiana
AM/ACN 39,1 0,437 Difus&o Fickiana
AM/CNE 58,7 0,177 -
AM/CNT 148,3 0,389 Difusao Fickiana
AM/CNV 44,6 0,311 -
MCAJ/ACN (pH 1,2) 108,3 0,287 -
MCAJ/ACN (pH 7,4) 1,54 0,358 Difuséo Fickiana
MCAJ/CNE (pH 1,2) 195,4 0,404 Difuséo Fickiana
MCA/CNE (pH 7,4) 3,89 0,477 Ndo-Fickiana
MCAJ/CNT (pH 1,2) 70,7 0,01 -
MCAJ/CNT (pH 7,4) 4,41 0,339 Difuséo Fickiana
NCA/CNE (pH 1,2) 120,3 0,528 Nao-Fickiana
NCA/CNE (pH 7,4) 5,01 0,345 -
NAC/CNT (pH 1,2) 0,754 0,194 -
NAC/CNT (pH 7,4) 5,50 0,254 =
NCA/CNV (pH 1,2) 2,98 0,708 Ndo-Fickiana
NCA/CNV (pH 7,4) 26,7 0,685 N&o-Fickiana

* Valores obtido a partir do modelo de Higuchi e ** Valores obtido a partir do modelo de Peppas.

A partir dos dados apresentados na Tabela 3 observou-se que os valores de n
calculados diferem entre si. Analisando primeiramente os valores de n encontrados para filmes
de acetato de celulose é possivel dizer que o mecanismo de liberacdo do acido cindmico e
cinamato de vanilina é governada pelo mecanismo Fickiano normal. Para os filmes de amido,
observou-se que somente os filmes de amido com &cido cindmico e cinamato de timila sdo
governados pelo mecanismo Fickiano. Estes resultados podem ser justificados, devido a uma
diminuicdo adicional no movimento da rede polimérica, ocasionada pelas possiveis interacdes
entre as cadeias da matriz polimérica e os derivados.

Para as microparticulas de acetato de celulose é possivel dizer que 0 mecanismo de
liberacdo que prevalece é o Fickiano. J& para as nanoparticulas de acetato de celulose a liberacdo
dos cinamato eugenila e vanilina é governada pelo mecanismo transporte anémalo, N&o-
Fickiano, ocorrendo o processo de difuséo e relaxamento das cadeias.

Porém para que ocorra a liberacdo da substéncia ativa, Oliveira (2011) assegura que é

muito importante que a substancia a ser liberada através do sistema transdérmico, tenha um
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equilibrio hidrofilico-lipofilico, que permita a sua particdo, no entanto, isso s6 acontecera
quando o coeficiente de parti¢do da substancia situar-se entre cercade 1 a 3.

O coeficiente de particdo € utilizado para estabelecer a o carater hidrofilico das
moléculas, pois moléculas que possuem muita afinidade com meios aquosos, podem ter sua
absorcdo no organismo afetada, por ndo conseguir permear barreiras. O coeficiente é
determinado pela razdo entre as concentragdes que se estabelecem nas condi¢oes de equilibrio
de uma substancia quimica, quando dissolvida em sistema constituido por uma fase organica e
uma fase aquosa, moléculas com o coeficiente de particdo muito alto ndo conseguem ultrapassar
as barreiras lipofilicas, e chegar aos sitios de atuagdo (TAVARES, 2004).

O écido cinamico possui coeficiente de particdo de 1,91, o cinamato de eugenila de
4,04, timila de 5,05 e vanilina de 3,01. Podemos inferir que o &cido cindmico e o cinamato de
vanilina possuem coeficientes de particao satisfatorios para liberacdo transdérmica, onde 0s
melhores sistemas obtidos neste trabalho foram os filmes de acetato de celulose e amido com o
acido cindmico e com o derivado vanilina. Estes resultados indicam que a liberacdo do acido
cindmico e dos derivados cinamatos de eugenila, de timila e de vanilina, com potencial
atividade inibitoria de enzimas de replicacdo do HIV, em condig¢des reais (in vivo), podera

apresentar um maior tempo de acéo e eficiéncia em uma Unica dose.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os filmes de amido obtidos sdo translucidos e com boa maleabilidade, os filmes de
acetato de celulose sdo transparentes e rigidos. Além disso, ndo observou-se a presenca de
agregados de particulas nos filmes, indicando boa compatibilidade entre os polimeros e as
substancias bioativas.

Foram obtidas microparticulas de acetato de celulose com as substancias bioativas,
assim como nanoparticulas com as substancias bioativas, e a partir de analises microscépicas
observou-se que as microparticulas obtidas tem em média 1000 um e as nanoparticulas possuem
de 100 a 200 nm.

O teste de intumescimento realizado com os filmes, mostrou que os filmes de acetato
de celulose, por serem hidrofébicos possuem pouca permeabilidade de dgua, o que faz com que
a liberacdo da substancia bioativa seja mais lenta. Para os filmes de amido, os testes de
intumescimento mostraram que o polimero intumesce e sofre eroséo.

A liberacdo das substancias bioativas nos filmes de acetato de celulose ocorreu em
apenas dois sistemas, de forma controlada durante o tempo estudado e a liberacdo pode néo ter
ocorrido nos outros filmes pois a interacdo das substancias bioativas com o polimero foi tdo
grande que ndo permitiu que as substancias fossem liberadas para a solugéo.

Para a liberacdo controlada os resultados mostraram que os filmes de amido e de
acetato de celulose obtiveram uma liberagdo controlada.

A liberacdo das micro e nanoparticulas de acetato de celulose foram realizadas em pHs
1,2 e 7,4, ocorrendo de forma similar nos dois sistemas, onde observo uma liberagdo mais lenta
das substéancias bioativas com as nanoparticulas em contato com fluido de simulacéo intestinal.

As substancias bioativas estudadas acido cinamico e cinamatos de eugenila, de timila
e de vanilina, se mostraram eficientes para esse tipo de liberacdo, pois todos mantiveram uma
concentracédo constante pelo tempo determinado.

Os resultados demonstram que os filmes de amido, os filmes de acetato de celulose e

as micro/nanoparticulas possuem grande potencial para sistemas de liberacdo controlada.
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