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Estudos de liberagao de fenilpropanodides incorporados em
esferas de acetato de celulose

Release studies of phenylpropanoids incorporated in
chitosan spheres

RESUMO

Sistema de liberagdo controlada tem sido uma alternativa promissora para a substituicao
da liberacdo imediata de substancias bioativas visto que tem-se a necessidade do
aprimoramento desse recurso farmacolégico. A produgdo de micro/nanoparticulas ao
redor disso é promissor onde o farmaco adsorvido ou reservado no polimero apropriado é
capaz de chegar ao sitio desejado e liberar controladamente melhorando o efeito
terapéutico no consumidor. O acetato de celulose, polimero que é abundante no planeta,
é candidato para a incorporagdo de farmacos utilizando a capacidade da macromolécula
para formacdo de nano/microparticulas bastando verificar a compatibilidade com a
substancia desejada. A classe dos fenilpropandides dentre eles podemos citar o acido
cinamico e seus derivados, de acordo com a literatura e pesquisas ao redor mostram que
possuem atividade antirretroviral. Portanto necessita-se a verificagdo da formagdo de
microparticulas de acetato de celulose, incorporagdo de dcido cinamico e alguns
derivados, além da possivel liberagdo dos mesmos.

PALAVRAS-CHAVE: Substancias Bioativas. Liberacdo Controlada. Microparticulas
Poliméricas.

ABSTRACT

Controlled release system has been a promising alternative to replace the immediate
release of bioactive substances since there is a need to improve this pharmacological
resource. The production of micro/nanoparticles around this is promising where the drug
adsorbed or reserved in the appropriate polymer is able to reach the desired site and
release in a controlled way, improving the therapeutic effect on the consumer. Cellulose
acetate, a polymer that is abundant on the planet, is a candidate for the incorporation of
drugs using the ability of the macromolecule to form nano/microparticles by simply
checking the compatibility with the desired substance. The class of phenylpropanoids,
among them, we can mention cinnamic acid and its derivatives, according to the literature
and researches around show that they have antiretroviral activity. Therefore, it is
necessary to verify the formation of cellulose acetate microparticles, incorporation of
cinnamic acid and some derivatives, in addition to their possible release.

KEYWORDS: Bioactive Substances. Controlled Release. Polymeric Microparticles.
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INTRODUGAO

O Brasil galga a sétima colocagao no ranking mundial de mercados farmacéuticos e
tem a projecdo para subir para a quinta colocacdo em 2023 de acordo com a INTER-
FARMA. Gastos mundiais com medicamentos chegaram a USS 1,2 trilhdo em 2018 e
estima-se que ele ultrapasse USS 1,5 trilhdo em 2023, fato que evidencia o alto cresci-
mento da industria farmacéutica. A pesquisa e desenvolvimento no setor farmacéuti-
co, em nivel mundial, cresceu cerca de 25,7% entre 2008 e 2018, caracterizando-se
como dos setores que mais investe na drea, cujos elevados investimentos demonstram
a necessidade de novas formas de tratamento ja que o surgimento de doencas croni-
cas e complexas estdo se tornando mais frequentes.

Variadas formas de administracao de medicamento tém sido utilizadas, diferenci-
ando-se pela forma em que os farmacos sdo absorvidos pelo organismo, tais como via
oral, nasal, retal, sublingual, intravenosa e cutanea (PEREIRA, 2007). O sistema conven-
cional de administracdo de medicamentos consiste na liberacdo imediata do farmaco
sendo necessario ingeri-las recorrentemente. Embora efetiva sdo necessarias melhori-
as, pois além de dosagens recorrentes, podem nao atingir o sitio desejado, ndo manter
o nivel terapéutico esperado e atingir um nivel toxico ou ineficiente para o paciente.

Sistemas de liberacdo controlada é uma alternativa promissora para a substituicdo
de sistemas convencionais de administracdo de farmacos, e tém sido desenvolvidos
sob diversos aspectos multidisciplinares da ciéncia, fato que tem contribuido para o
avanco dessa drea. Tais sistemas sdo estudados desde 1960 e tém sido utilizados além
da industria farmacéutica, na industria quimica na producdo de derivados do petrdleo,
agroindustria e producdo de tintas. Os sistemas de libera¢do controlada mais comuns
envolvem membranas de liberacdo transdérmica, revestimentos de comprimidos, géis,
dispersdes e micro/nanoparticulas.

As micro/nanoparticulas sdo esferas na grandeza de 1 a 100 nm (nano) e 1 a 100
pm (micro) e possuem propriedades fisico-quimicas e bioldgicas otimizadas pelo seu
tamanho. S3o particulas poliméricas que podem estar na forma de reservatério (capsu-
las) ou matriz polimérica nas quais o farmaco esta encapsulado ou adsorvido no poli-
mero (WILCZEWSKA et al., 2012). Tal sistema oferece vantagens como: a) maior efi-
ciéncia terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do farmaco; b) diminuicdo
significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia da circula¢do; c) menor nu-
mero de doses administradas; d) direcionamento de alvos especificos, sem imobiliza-
¢do significativa das espécies bioativas; e) tanto substancias hidrofilicas quanto lipofili-
cas podem ser incorporadas.

A eficiéncia das particulas, em um sistema de liberacdo controlada, depende da
escolha do polimero apropriado que seja capaz de realizar a liberacdo do farmaco, con-
trolar a acdo terapéutica e liberar o farmaco no local desejado. Entre os varios polime-
ros utilizados para essa finalixdade destaca-se o acetato de celulose, um polimero obti-
do pela reacdo de acetilacdo da celulose (polimero de cadeia longa de B-D-glicopirano-
sil) com anidrido acético e acido acético, tendo acido sulfurico como catalizador. O ace-
tato de celulose contém propriedades como baixa toxicidade, boa estabilidade, eleva-
da permeacdo a agua, producdo de filmes resistentes, compatibilidade com agentes
ativos e a habilidade de formacdo de micro/nanoparticulas (CRUZ et al., 2011), além de
ser muito abundante e renovdvel no planeta.
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Para a preparacao das microesferas é mais utilizado a técnica da emulsdo, na qual
o sistema contém dois liquidos imisciveis, um na forma dispersa e o outro em goticu-
las. Dois tipos de procedimentos tém sido utilizados, tomando como éleo aquilo que
ndo é aquoso: agua em dleo (A/O) quando a fase dispersa é aquosa e a fase continua é
oleosa e de modo inverso o 6leo em agua (O/A). Pode-se ter também emulsdes multi-
plas do tipo A/O/A e O/A/O geralmente feita em duas etapas, nas quais forma-se a
emulsdo primaria sendo re-emulsificada em outra fase.

Os fenilpropandides sdo uma classe de compostos organicos presentes no reino
vegetal, sintetizados a partir do aminodacido fenilalanina e tirosina. Esses compostos
tem a fungdo essencial de composicdo de polimeros, protecdo contra a luz ultravioleta
e defesa contra herbivoros e patdgenos. Varios compostos dessa classe tiveram suas
atividades bioldgicas/farmacoldgicas determinadas, tais como a atividade antiviral
(MURAKAMI et al., 2000). Entre os compostos pertencentes a essa classe destacamos
o acido cinamico e seus derivados - tais como os acidos rosmarinico, cafeico e ferulico -
que, de acordo com a literatura, possuem atividade antirretroviral (BAILLY; COTELLY,
2005).

Ao unir todas as informacdes, o objetivo do trabalho ora relatado foi produzir mi-
croesferas de acetato de celulose, utilizando o método de emulsdo O/A, passiveis de
serem utilizadas para incorporar substancias bioativas e analisar sua liberacdo em flui-
dos simulados.

MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada para obtencdo das microparticulas de acetato de celulose
foi adaptada de Neves et al. (2014), a partir do método emulsificagdo O/A e evapora-
¢do do solvente.

A fase aquosa foi preparada a partir da dissolucdo de 1 g de polioxietilenado
(Tween 80) ou 0,5 g polidlcool vinilico (PVA) em 100 mL de agua destilada sob agitacdo
magnética por 24h. A fase organica foi preparada com 0,3 g de acetato de celulose em
30 mL de diclorometano sob agitacdo magnética por 30 minutos. Apds o preparo das
mesmas, foi vertido vagarosamente a fase organica sobre a fase aquosa sob agitagdo
vigorosa e temperatura de 35 °C. O produto obtido foi filtrado, lavado com 4gua e seco
a temperatura ambiente.

Posteriormente, as microparticulas de acetato de celulose/substancia bioativas fo-
ram preparadas utilizando como fase organica a mistura do polimero e da substancia
bioativa em solvente organico. A FO foi preparada utilizando duas solugdes: (i) polime-
ro (5% em relagdo ao volume de solvente) dissolvido em 5 mL de diclorometano; (ii)
substancia bioativa (5% em relacdo a massa de polimero) dissolvido em diclorometano.
Na sequéncia a FO foi vertida lentamente sob a FA, a mistura permaneceu sob agita-
¢do, a temperatura ambiente, por 30 minutos. O produto obtido foi filtrado, lavado
com 4gua e seco a temperatura ambiente. Esse experimento foi realizado, separada-
mente, para cada uma das trés substancias bioativas: acido cinamico, acido 4-metoxici-
namico e acido cafeico.
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Tabela 1 - Variaveis utilizadas para obtengao das microparticulas de acetato de celulose com
polioxietilenado como surfactante e incorporagdo da substancia bioativas.

FASE AQUOSA (FA) FASE ORGANICA ()] FASE BIOATIVA (FB)
T80 (g) CA (g) DCM (mL) ?;IS Substancia (mg)
TC6 100 1,0 0,3 25 - -
TC9 100 1,0 0,3 20 5 5 (Cindmico)
TC10 100 0,7 0,3 20 5 5 (4-metoxi)
TC11 100 0,7 0,3 20 5 5 (Cafeico)

Fonte: Autoria prépria.

Os fluidos de simulacdo intestinal e gastrica foram preparados de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 52 edicdo de 2010. A solucdo tampao acida foi preparada utili-
zando 2,0 g cloreto de sddio em 100 mL de dgua. Adicionou-se 7,0 mL de acido cloridri-
co concentrado e diluiu-se para 1000 mL. Ajustou-se o pH para 1,2 com acido cloridrico
ou hidréxido de sédio 5 mol.L™. A solu¢do tamp3o basica foi preparada utilizando 6,8 g
de fosfato de potdssio monobdsico em 900 mL de agua destilada, juntamente com 77
mL de soluc3do aquosa de hidréxido de sédio 0,2 mol.L™. Ajustou-se o pH para 7,4 com
acido cloridrico ou hidréxido de sddio 0,2 mol.L™.

As microparticulas (30 mg) foram imersas em fluido de simulagdo intestinal com
pH 7,4 (5mL) e fluido de simulacdo gastrica com pH 1,4 (5 mL) em recipientes vitreos e
mantidas em temperatura constante de 37 °C. Para a andlise de absorcdo utilizou-se o
Espectrofotdmetro UV-Vis T70+, PG Instruments. Aliquotas de 3 mL foram recolhidas e
analisadas em intervalos variando de 5 minutos até 2 dias. Posteriormente, as aliquo-
tas foram devolvidas para dentro do frasco e mantidas nas condi¢Ges anteriormente ci-
tadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Algumas varidveis (tipo e quantidade de surfactante, tipo e quantidade de solven-
te) foram estudadas com a finalidade de obter esferas de acetato de celulose unifor-
mes e adequadas para estudos de liberagao controlada. No entanto, devido a limitagao
de espaco apenas os testes que apresentaram melhores resultados serdo apresenta-
dos no presente artigo. De modo geral, observou-se que a incorporacao dos fenilpro-
pandides acido cinamico, acido 4-metoxicinamico e acido cafeico influenciou na dimi-
nuicdo do numero de esferas formadas quando comparado a testes nos quais os fenil -
propandides ndo estdo presentes (Figura 1). Apesar disso, as trés condicOes experi-
mentais reladas foram as melhores entre as varias estudadas.
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Figura 1 — Aspectos visuais das microparticulas de acetato de celulose incorporadas com fenil-
propandides. 1) CA puro. 2) Farmaco incorporado.

Fonte: Autoria propria.

Desta forma, as esferas produzidas nesses testes foram escolhidas para a realiza-
¢do de ensaios de liberacdo, dos fenilpropandides incorporados em esferas de acetato
de celulose, em fluidos de simulagdo intestinal e gastrica. O estudo de liberagdo foi re-
alizado em dois pHs diferentes, um simulando o fluido gdstrico com pH 1,2 e o outro si-
mulando o fluido intestinal com pH 7,4. Os espectros de absorbancia obtidos nos tes-
tes de liberacdo, de fenilpropandides incorporados em esferas de acetato de celulose
em fluidos simulados sdo apresentados na Figura 2.

Figura 2 - Espectros de absorbancia das microparticulas de acetato de celulose com &cido cina-
mico, acido 4-metoxicindmico e acido cafeico, em fungdo do tempo, em fluidos de simulagdo in-
testinal e gastrico.
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Fonte: Autoria prépria.

Comprimento de onda (nm)

Ao analisar o conjunto de espectros de absorbancia, para cada estudo de libera-
¢do, é possivel observar, em funcdo do tempo, o aumento da intensidade das curvas
referente aos fenilpropandides. A partir dos dados de absorbancia em comprimento de
onda de 320 nm, regido caracteristica de absorcdo dos fenilpropandides utilizados, foi
construido as curvas de libera¢do das substancias bioativas (Figura 3).
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Figura 3 - Curvas de liberagdo de fenilpropandides, incorporados em esferas de acetato de celu-
lose, em fluidos de simulagdo intestinal (a) e gastrico (b).
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Fonte: Autoria prépria.

Para os estudos de liberacdo em fluido de simulagdo, gastrica e intestinal, obser-
vou-se, de modo geral, que o perfil de liberacdo dos acidos cafeico e 4-metoxicinamico
sao similares. A velocidade com que esses fenilprondides sao liberados das esferas é
maior do que para o acido cinamico. Esse fato pode estar relacionado aos valores de
solubilidade em agua e coeficiente de particdo octanol-agua (geralmente calculado e
tabela na forma logaritmica logP) dos fenilpropandides utilizados:

Acido cinamico: solubilidade em 4gua = 526 mg/L; logP = 1,79;
Acido 4-metoxicinamico: solubilidade em 4gua = 586 mg/L; logP = 1,87;
Acido cafeico: solubilidade em agua = 1.537,5 mg/L; logP = 0,93.

Como pode ser observado pelos valores de solubilidade, os dois fenilpropandides
mais solUveis em agua (acido cafeico e 4-metoxicindmico) sdo mais facilmente libera-
dos das esferas de acetato de celulose. No entanto, esse parametro claramente nao
pode ser o Unico a influenciar o mecanismo de liberacdo, caso contrdrio a taxa de libe -
racao dos acido cinamico e 4-metoxicinamico deveria ser proxima e menor do que a do
acido cafeico, que possui maior solubilidade em agua.

De forma semelhante ao discutido para o parametro solubilidade em agua, o logP
dos fenilpropandides estudados parece nao ser o fator decisivo para justificar as dife-
rencas observadas nos estudos de liberacdo. Aparentemente, as forcas intermolecula-
res competitivas estabelecidas entre o fenilpropandide-matriz polimérica e fenilpropa-
nodide-fluido parecem influenciar também nesse mecanismo. Tal constatacdo pode ser
exemplifica com o dacido cafeico, apesar deste fenilpropandide ser o mais soltivel em
dgua e possuir maior tendéncia de ir para a fase aquosa, este também interage mais
fortemente com a matriz polimérica do que os demais compostos estudados.

Além do exposto anteriormente, a localizacdo dos fenilpropandides na esfera
pode ser diferente, de modo que um fenilpropandide localizado mais préximo a super-
ficie (ou ainda na superficie) da esfera tende a ter uma liberacdo mais rapida, mas cuja
taxa também dependera de outros fatores, tais como os decorrentes da estrutura mo-
lecular discutidos acima.

A taxa de liberacado dos fenilpropandides avaliados foi relativamente alta, em ape-
nas 1 hora de contato com o fluido de simulagdo intestinal, observou-se liberacdo de
97% de acido cafeico, 90% de acido 4-metoxicinamico e 54% de acido cindmico. Para o
fluido de simulagdo gastrica, a taxa de liberagao foi mais lenta do que a observada para
o teste com o outro fluido, para 1 hora de avaliacdo observou-se que a taxa de libera-
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¢do para os acidos cafeico e 4-metoxicinamico foi de aproximadamente 90% e para o
acido cinamico foi 44%.

A taxas de liberacdo mais altas, observadas nos testes com fluido de simulagdo in-
testinal, pode ser justificada pela presenca do grupo carboxilico que se ioniza em meio
basico, aumentando, desta forma, a solubilidade do fenilpropandide. A mesma justifica
explica o fato do acido cafeico, que possui menor pKa entre os trés fenilpropandides,
ser liberado em uma taxa maior.

CONCLUSAO

Diante dos dados recolhidos dos sistemas de liberagao das substancias e a analise
de dados obtida firma-se a liberacdo dos fenilpropandides a partir das microesferas
formadas. Apesar da disparidade entre formacgao de microesferas de acetato de celulo-
se puro e apods a incorporacdo, obteve-se uma quantidade necessdria para a andlise de
exposicao das amostras em simulacdo intestinal e gastrica.

Mostrou-se que houve a liberagdo superior a 90% para o acido cafeico e 4-metoxi-
cinamico e 54% para o acido cinamico em simulagdo instestinal. Em simulagdo gastrica,
de semelhante modo, aproximadamente 90% para acido caféico e 4-metoxicinamico e
44% para o acido cinamico.

Observa-se altas taxas de liberacdo que de semelhante modo ocorre com libera-
¢cdo imediata. Portanto necessita-se de desenvolvimento de processos para a combina-
¢do do acetato de celulose e os fenilpropandides discorridos, formagao nanoparticulas
ou mudanca polimérica para as substancias além de pesquisas ao redor de vari¢ao en-
tre substancias bioativas para melhor interacdo com o polimero.
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