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RESUMO

A hipercolesterolemia ¢ uma condi¢do que se caracteriza pela presencga de taxas elevadas de
colesterol no sangue, representa um dos fatores de risco para o desenvolvimento e progressao
da aterosclerose e consequentemente doencas cardiovasculares que sdo uma das principais
causas de morbimortalidade do mundo. A sinvastatina responsavel por reduzir o nivel de
colesterol no sangue, possui baixa biodisponibilidade oral (<5%), tornando necessario a busca
por novas preparacOes farmacéuticas de liberacdo controlada que possam auxiliar na
administracdo deste farmaco. Visto isso, um dos principais enfoques estdo na producdo de
sistemas poliméricos, pelas caracteristicas que essas formas garantem ao farmaco ao serem
administrado. Por isso este trabalho prop6e desenvolver um sistema microparticulado de
acetato de celulose a partir da celulose extraida de Agave sisalana Perrine para liberacédo
controlada da sinvastatina. As microparticulas foram produzidas a partir do método da
emulsificacdo-evaporacdo do solvente, secas por spray dryer utilizando um polimero obtido de
um produto natural que foi devidamente caracterizado pela determinacdo do grau de
substituicdo (GS) do acetato de celulose por via quimica e por técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), além da determinacdo das suas propriedades de fluxo. As
microparticulas foram caracterizadas seguindo as técnicas de Microscopia Optica (MO),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR), Difragdo de raios-X (DRX), Calorimetria exploratdria
diferencial (DSC), termogravimetria (TGA) e determinacdo do potencial zeta e indice de
polidispersividade (PDI). O acetato de celulose apresentou boas propriedades de fluxo apos o
processo de acetilacdo da celulose, com o GS por via quimica em torno de 2,72 + 0,27 e por
RMN-H de 3,49 confirmando a formacéo do triacetato de celulose. As microparticulas com e
sem o farmaco apresentaram formato esférico com algumas deformidades que se deve ao
processo de secagem, apresentando um diametro médio entre 1842 a 1857 nm, com o PDI de
0,278 e potencial zeta em torno de -4,45 mV para as microparticulas com o farmaco. As analises
térmicas demostraram através do TGA uma maior estabilidade térmicas para microparticulas
com o farmaco com perda de massa de Am = 37,15% entre 205-327°C e para microparticulas
ausentes do farmaco houve uma perda de Am= 56,00%. Através do DSC houve auséncia de
transicdo de fase da sinvastatina conferindo que o mesmo se encontra em seu estado amorfo,
homogeneamente disperso na matriz polimérica e compativeis com 0s componentes da
formulacdo, como pode ser confirmado através das técnicas de DRX que sugeriram
modifica¢Ges na rede cristalina da sinvastatina para seu estado amorfo apos sua encapsulacédo
observadas nas reflexdes nos difratogramas. No espectro do infravermelho as bandas de
absorcdo caracteristicas do farmaco deslocaram-se ou substituiram-se pelas bandas dos
polimeros indicando aprisionamento da sinvastatina, com uma eficiéncia de encapsulacédo de
98% apresentando um perfil de liberagdo de forma controlada durante um periodo de 72h,
obedecendo o modelo cinético de Higuchi. Portanto

Palavras-chave: Encapsulacdo; Novos Sistemas de Liberacao de farmacos; Hipolipemiante.



ABSTRACT

Hypercholesterolemia represents one of the risk factors for the development and progression of
atherosclerosis and consequently cardiovascular diseases, which are one of the main causes of
morbidity and mortality in the world. Simvastatin, responsible for reducing the level of
cholesterol in the blood, has low oral bioavailability (<5%), making it necessary to search for
new controlled-release pharmaceutical preparations that can assist in the administration of this
drug. Given this, one of the main focuses is on the production of polymeric systems, due to the
characteristics that these forms guarantee to the drug when administered. Therefore, this work
proposes to verify the feasibility of producing cellulose acetate matrix systems from cellulose
extracted from Agave sisalana for controlled release of simvastatin. The microparticles were
produced using the solvent emulsification-evaporation method, spray-dried using a polymer
obtained from a natural product that was properly characterized by determining the degree of
substitution (GS) of cellulose acetate chemically and by technique Nuclear Magnetic
Resonance (NMR), in addition to determining its flow properties. The microparticles were
characterized following the techniques of Optical Microscopy (OM), Scanning Electron
Microscopy (SEM), Spectroscopy in the infrared region with Fourier transform (FT-IR), X-ray
diffraction (XRD), Differential scanning calorimetry ( DSC), thermogravimetry (TGA) and
determination of zeta potential and polydispersity index (PDI). Cellulose acetate showed good
flow properties after the cellulose acetylation process, with GS chemically around 2.72 + 0.27
and H-NMR of 3.49 confirming the formation of cellulose triacetate. The microparticles were
spherical in shape with some deformities due to the drying process, with an average diameter
between 1842 to 1857 nm, with a PDI of 0.278 and zeta potential around -4.45 mV. The thermal
analyzes showed through the TGA a greater thermal stability for microparticles with the drug
with a loss of mass of Am = 37.15% between 205-327 ° C and for microparticles absent of the
drug there was a loss of Am = 56.00%. Through the DSC there was no phase transition of
simvastatin, ensuring that it is in its amorphous state, homogeneously dispersed in the polymer
matrix and compatible with the components of the formulation, as can be confirmed through
XRD techniques that suggested changes in the crystalline network. of simvastatin to its
amorphous state after its encapsulation observed in the reflections in the diffractograms. In the
infrared spectrum, the absorption bands characteristic of the drug have shifted or been replaced
by the polymer bands indicating trapping of simvastatin, with an encapsulation efficiency of
98% releasing in a controlled manner over a period of 72 hours, following the kinetic model of
Higuchi. So until this stage, through obtaining all the results of the research, it can be concluded
that the microparticles present great perspectives in the scope of new systems of release of
simvastatin as a new proposal for the treatment of dyslipidemias.

Keywords: Encapsulation; Drug Release Systems; Hypolipidemic.
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1. INTRODUCAO

A hipercolesterolemia, ou seja, o nivel elevado do colesterol representa um dos fatores
de risco para o desenvolvimento e progressdo da aterosclerose e consequentemente doencas
cardiovasculares (HARISA; ALOMRANI; BADRAN, 2017; RIZVI et al., 2019). Estima-se
que 4,5 % da mortalidade global total esteja atrelado a doengas cardiacas e que o tratamento
eficaz da hipercolesterolemia possa reduzir substancialmente a mortalidade das doencas
cardiovasculares (FATHI et al., 2018).

As estatinas sdo responsaveis por reduzir o nivel de colesterol no sangue. Podem ser
encontradas como produtos naturais, isoladas a partir do metabolismo de fungos, como a
mevastatina, a lovastatina, a pravastatina e a sinvastatina (derivado semi-sintético), ou sdo
completamente sintéticas como a atorvastatina, a cerivastatina e a fluvastatina (BOUITBIR et
al., 2019; KOCIJAN et al., 2005).

A sinvastatina 0 medicamento mais prescrito no Brasil, um dos medicamentos mais
importantes farmaceuticamente, com vendas anuais superiores a US$ 3 bilhdes, representando
cerca de 30% do volume de vendas do mercado mundial de medicamentos para
hipercolesterolemia. Se destacam como sendo um potente inibidor da redutase da 3-hidroxi-3-
metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA) que converte HMG-CoA em mevalonato, um precursor
na sintese do colesterol. Apresentando-se com baixa solubilidade aquosa e alta permeabilidade
de acordo com o sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), com meia vida plasmatica
baixa (~2 h) e biodisponibilidade oral (< 5%), devido a sua solubilidade in vivo inadequada e
ao extenso metabolismo de primeira passagem (CAMPOLONGO et al., 2016; MEOR MOHD
AFFANDI; TRIPATHY; MAJEED, 2016).

Esta molécula é administrada na forma inativa, lactona, e no figado € hidrolisada para
a forma ativa, o a-hidroxiacido correspondente. A lipofilicidade do pré-farmaco, sinvastatina,
confere uma maior captacdo nos tecidos, resultando em maior inibi¢do da sintese do colesterol,
em comparagdo com as demais estatinas administradas na forma ativa (LI et al., 2019;
SARIISIK et al., 2019).

Diante disso, o desenvolvimento de preparacdes de liberacdo prolongada é desejavel,
uma vez que o farmaco seria liberado gradualmente a partir da forma farmacéutica, diminuindo
as flutuacdes plasmaticas causadas pela liberacdo imediata de grande quantidade do farmaco
(LOPES; LOBO; COSTA, 2005; PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).
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Nesse sentido, diversas estratégias quimicas ou fisicas podem ser utilizadas para
contornar essa desvantagem, tais como reducdo do tamanho do insumo farmacéutico ativo
(IFA), pro-farmaco, co-cristal, formacédo do sal e encapsulagdo em sistemas microestuturados.

Conforme Edgar (2007) apesar de muitos polimeros poderem ser utilizados na
preparacdo de formas farmacéuticas de liberagdo modificada, os polimeros hidrodispersiveis,
como os ésteres da celulose, estdo entre os grupos mais frequentemente empregados nestes tipos
de formulag¢bes (FURTADO et al., 2020; IRISAPPAN et al., 2013; SHABAN et al., 2020).

Os ésteres de celulose, particularmente o acetato de celulose, tém assumido um papel
vital na producdo de matrizes para liberagdo controlada de farmacos (filmes resistentes e micro
e nanoparticulas, membrana por exemplo) devido a propriedades essenciais como: baixa
toxicidade, boa estabilidade, biodegradabilidade, elevada permeacdo a 4&gua, elevada
temperatura de transicdo vitrea (Tg) e compatibilidade com uma série de agentes ativos
(CANDIDO; GODOY; GONCALVES, 2017; KHOSHNEVISAN et al., 2018).

O acetato é produzido a partir de uma reacdo de acetilacdo da celulose e um dos
aspectos de maior importancia na sua producéo € o material de partida empregado. Na producao
do acetato de celulose em escala industrial € utilizada polpa celul6sica da madeira de elevada
pureza (KONO et al., 2017). Entretanto, a celulose também tem sido obtida a partir de outras
fontes, como: bagago de cana de acgucar, sabugo de milho, palha de arroz e carogo de manga.
As principais caracteristicas esperadas para a fonte celulésica empregada sao: elevado contetido
de a-celulose, baixa quantidade de impurezas (resinas, ceras, sais entre outras) e massa
molecular moderada como se verifica nas fibras do sisal.

Nesse sentido Agave sisalana é a principal fibra dura produzida no mundo,
constituindo uma fonte de renda e emprego para um grande contingente de trabalhadores. Entre
as varias espécies do género Agave, Agave sisalana Perrine é uma espécie amplamente presente
na regido Nordeste do Brasil, conhecida mundialmente como o sisal, do qual o Brasil é o maior
exportador mundial. Cultivada principalmente nas areas semi-aridas, demonstram diferentes
aplicaces tanto para industria alimenticia, como farmacéutica, no entanto apenas 4% das folhas
do sisal sdo usadas para a producdo de fibras (APOLINARIO et al., 2017; ARALDI et al.,
2018).

Tendo em vista tais consideracOes, este projeto se prople a obter um sistema de
liberacdo controlada da sinvastatina cujo polimero hidrossoltvel da microparticula, o acetato
de celulose, terd como material de partida Agave sisalana. O estudo também possui como

pressuposto atribuir um maior valor agregado a planta, de forma a contribuir para a formacéo
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de um elo entre pequenos produtores rurais nordestinos e a industria farmacéutica, que promova

o desenvolvimento social e econdmico da regido.



2
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar um sistema microparticulado de acetato de celulose a partir

da celulose extraida de Agave sisalana Perrine para liberacdo controlada da sinvastatina.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos irdo seguir conforme:

a)  obter o acetato de celulose a partir da celulose extraida de Agave sisalana;

b)  produzir e caracterizar microparticulas de acetato de celulose para a liberacéo
controlada de farmacos;

c) Caracterizar as microparticulas com e sem o farmaco por Termogravimetria
(TGA), Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC), Difracdo de Raio-X (DRX),
Microscopia Optica e Microscopia Eletrnica de Varredura,

d) desenvolver e validar o méetodo analitico de quantificacdo da sinvastatina para
avaliar a potencial incorporacéo e o perfil de liberacao da sinvastatina incorporada nas

microparticulas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 HIPERLIPIDEMIA COMO FATOR DE RISCO PARA DOENCAS
CARDIOVASCULARES

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas cardiovasculares sdo as
principais responsaveis pela morbimortalidade, com representacdo de 31% mundialmente. A
hiperlipidemia definida como niveis aumentados de colesterol em jejum que podem ou nédo
estar associadas a concentracdo elevada de triglicerideos (TG), apresenta-se como um fator de
risco bem estabelecido devido o desenvolvimento da aterosclerose. No Brasil, a doenca arterial
coronariana e o acidente vascular cerebral sdo as doencas cardiovasculares de maior prevaléncia
de morbimortalidade (BOUSSOUSSOU et al., 2019).

Estudos reforcam que quanto maior o nivel de colesterol plasmatico, maior o risco de
eventos coronarianos. Niveis elevados de colesterol lipoproteico de baixa densidade (LDL) e
de TG, bem como niveis de lipideo de alta densidade (HDL) reduzidos, ou mesmo suas
combinagdes, caracterizam as dislipidemias e o risco aumentado das doencgas cardiovasculares,
ndo apenas pelo conteddo lipidico, mas também por suas propriedades pro-trombdticas e pro-
inflamatorias (WAKE et al., 2019).

Aterosclerose é uma doenca inflamatoria cronica de origem multifatorial que ocorre em
resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada intima de artérias de
médio e grande calibre. A formacdo da placa aterosclerética inicia-se com a agressdo ao
endotélio vascular por diversos fatores de risco, como dislipidemia, hipertensdo arterial ou
tabagismo (LIU et al., 2020).

Sua patogénese é altamente dependente da dislipidemia, pois os lipidios se acumulam
em regides de fluxo sanguineo perturbando na camada intima do vaso. Como consequéncia, a
disfuncdo endotelial aumenta a permeabilidade da intima as lipoproteinas plasmaticas,
favorecendo a retencdo destas no espacgo subendotelial. Retidas, as particulas de LDL sofrem
oxidacdo, causando a exposicdo de diversos neoepitopos, tornando-as imunogénicas. O
depdsito de lipoproteinas na parede arterial, processo-chave no inicio da aterogénese, ocorre de
maneira proporcional a concentracdo destas lipoproteinas no plasma. No entanto, a dislipidemia
em combinacdo com respostas inflamatdrias promove a progressdo da placa. Essas placas
vulneraveis podem se romper, levando a sintomas clinicos como trombose, infarto do miocérdio
ou infarto cerebral (HOTTA et al., 2017; LACY etal., 2019).

Embora varios fatores contribuam para um maior risco individual de doencas

cardiovasculares, estudos clinicos revelam que a dislipidemia ou niveis lipidicos anormais, sdo


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/thrombosis
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/brain-infarction
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os principais fatores de risco modificavel na diminuicdo das manifestacGes da aterosclerose
(FATIMA et al., 2019).

A probabilidade de eventos cardiovasculares graves ou morte aumentam ainda mais em
pacientes com fatores de risco adicionais, como diabetes mellitus tipo 2, historico de doenca
cardiovascular ou doenca cerebrovascular. As metas terapéuticas a serem atingidas para o
controle lipidico sdo estabelecidas de acordo com a estratificacdo de risco do paciente. Sdo
consideradas a presenca ou auséncia de doenca aterosclerdtica manifesta ou subclinica, a
presenca de diabetes e o escore de risco global, com subsequente classificacdo de risco,
possuindo valores referenciais conforme avaliacdo de risco cardiovascular estimado, para
adultos acima de 20 anos, com metas estritas de gerenciamento lipidico recomendadas para
pacientes com comorbidades incluindo diabetes mellitus e doenca arterial periférica com uma
meta de 20 mg/dL menor que a recomendada para pacientes sem essas comorbidades <120 e
140 mg/dL respectivamente. Para pacientes com historico de doenca arterial coronéria o alvo
do LDL é ainda mais baixo (<100 mg/dL) (BOUSSOUSSOU et al., 2019; FATIMA etal., 2019;
WAKE et al., 2019).

3.2 HIPERLIPIDEMIA

O colesterol € um lipidio constituido por alcool policlinico de cadeia longa com 27
atomos de carbono, composto por nucleo esterol como pode ser observada através da figura 1,
é considerado um esteroide, presente nas membranas celulares e nas membranas das organelas
internas de todas as células, sintetizado por diversas moléculas de acetilcoenzima A (Acetil -
CoA). Além de ser um precursor essencial na biossintese de hormoénios gonadotréficos
(estradiol e testosterona), glicocorticoides (cortisol) e mineralocorticoides (aldosterona)
(HUANG et al., 2018; Ll etal., 2017; THOMPSON; NAOUMOVA; WATTS, 1996; XU et al.,
2015).

Figura 1 — Formula estrutural do colesterol

HO

Fonte: molécula adaptada de Tavares et.al., 2016.
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Através do trato gastrointestinal pode ser absorvido todos os dias o colesterol
proveniente da alimentacdo o que é denominado de colesterol exdgeno e outra parte € formado
por uma quantidade maior pelas células do corpo, o chamado colesterol endogeno. A sintese
enddgena ocorre principalmente no citosol e no reticulo endoplasmatico de todas as células
nucleadas a partir do acetil-CoA, mas sua formacdo ocorre principalmente no figado
(TAVARES et al., 2016; VIEGAS; SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A etapa da biossintese do colesterol no organismo € realizada pela associagéo de trés
moléculas de acetil-CoA para a formacdo de HMG-CoA, Posteriormente a HMG-CoA é
reduzida a mevalonato, sendo essa reagdo irreversivel e catalisada HMG-CoA redutase
(CAMPO; CARVALHO, 2007).

A condensacdo de trés moléculas de isopentenila, obtido a partir do mevalonato,
fornece o intermediario farnesil pirofosfato. Sendo o mevalonato o importante precursor de
todos os isoprenoides e esteroides dos organismos vivos. A reacdo entre duas moléculas do
intermediario isoprenoide C1s gera o derivado esqualeno. O esqualeno, por sua vez, sofre um
processo de ciclizacdo devido a reacdo de epoxidacdo, movimentacao de elétrons e migracédo
de dois grupos metilas. Essa etapa, ao contrario dos demais, requer oxigénio molecular. Dessa
forma, origina-se o lanosterol, que é convertido em colesterol apds uma série de vinte etapas, a
partir da remocgdo de trés grupamentos metila, redugdo da dupla ligacdo por nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) e movimentacao da dupla ligacdo no anel de
lanosterol. Toda via catalitica descrita, esta resumidamente demonstrada através da figura 2
(CAMPO; CARVALHO, 2007; MADSEN et al., 2008).

Figura 2 — Via catalitica simplificada da biossintese do colesterol
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Fonte: adaptada de Tavares et al., 2016

Outros fatores podem estar associado a concentragdo do colesterol plasmatico como a
dieta de gorduras muito saturadas levam ao aumento da concentracdo de colesterol no sangue,
a ingestdo de gorduras com alto teor de &cidos graxos insaturados, em geral reduz a

concentracdo do colesterol sérico para nivel ligeiramente a moderado, a auséncia de insulina ou
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de hormoénio tireoidiano aumenta a concentracdo de colesterol sanguineo, enquanto que o
excesso de horménio diminui sua concentracdo. Isso se explica pois a enzima limitante na
sintese do colesterol HMG-CoA é regulada pela fosforilagdo controlada por niveis de insulina,
adenosina trifosfato (ATP) e glucagon, portanto niveis de insulina alto estimula a fosfatase a
desfosforilacdo da enzima tornando-a ativa aumentando a producéo de colesterol, j& o glucagon
e 0 ATP estimulam a fosforilacdo da enzima tornando inativa, devido aos niveis glicosidicos
baixo. Até distirbios genéticos do metabolismo do colesterol podem aumentar
significativamente os niveis de colesterol plasméatico (ADIELS et al., 2008; VERNEY;
SANTOS LIMA; LENZ, 2008; XAVIER et al., 2013).

O excesso de colesterol vai saturar as vias biosintéticas e o exudente ira se acumular
principalmente nas artérias causando as doencas cardiovasculares. As lipoproteinas sdo 0s
responsaveis pelo transporte de lipideos pelo plasma, sendo os lipideos mais comumente
encontrados na corrente sanguinea sdo o colesterol e seus ésteres, os triglicerideos e o0s
fosfolipidios, tornando esses lipideos sollveis no meio aquoso. Algumas proteinas sao
responsaveis por ligarem-se aos lipidios para formar lipoproteinas, as chamadas de
apolipoproteinas (Apo), responsaveis pela interacdo com receptores e ativacao de determinadas
enzimas na superficie da lipoproteina. A biossintese da lipoproteina de alta densidade esta
demonstrado na figura 3 (RAY, 2018; XAVIER et al., 2013).

Figura 3 — Biossintese da lipoproteina de alta densidade.
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A apo-A 1, apo-A 1l e apo-1V sdo responsaveis por se associar ao HDL responsaveis
pela ativacdo de uma enzima lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) que tem a capacidade
de esterificar o colesterol com a lecitina, facilitando o transporte de colesterol dos tecidos para
o figado, seus niveis aumentados estdo associados a uma diminui¢do do risco do infarto agudo
do miocardio. Ja a apo-B100 sdo embalados com ésteres de colesterol, triglicerideos (TGs) e
fosfolipidios em lipoproteina de densidade baixa como as lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDLSs), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) mas principalmente a LDL, sua
principal funcéo é interagir com receptores de LDL existentes nos tecidos periféricos e facilitar
a saida do colesterol da lipoproteina para o tecido periférico (RAY, 2018; XAVIER et al., 2013)

O metabolismo do colesterol ocorre dinamicamente com os lipideos da dieta, os acidos
biliares e o colesterol enddgeno secretado pelo figado chegardo ao intestino no qual sera
emulsificado e absorvido pelos enterdcitos. Os lipideos serdo utilizados para formacdo dos
quilomicrons, que é a primeira lipoproteina formada pelo intestino formada por triglicerideos,
colesterol, formada apenas por uma apoB-48 que tem necessidade de uma outra
apolipoproteinas que € transferida da HDL, que é apoE e apoC-ll completando as
apolipoproteinas dos quilomicrons, tornando-o maduro. A lipoproteina ao chegar no tecido
adiposo ou tecido muscular, apoC-Il ativa a lipase lipoproteica (LPL) que quebra os
triglicerideos liberando acidos graxos que sera uma étima fonte de energia para 0s masculos ou
sera armazenado no tecido adiposo, ao diminuir seu contetdo de triglicerideos os quilomicrons
irdo reduzir de tamanho até se transformarem nos chamados quilomicrons remanescentes,
devolvendo as apoC-I1 que receberam do HDL(HADJIPHILIPPOU; RAY, 2018; XAVIER et
al., 2013).

Os quilomicrons por possuirem apoE que é responsavel pela ligacdo de receptores no
figado, serdo utilizados pelas células hepaticas e o conteido proteico podera ser utilizada para
producdo de outras lipoproteinas como a VLDL que sera constituido por apoB-100 e apoE. O
HDL novamente ir4 transferir a apoC-1l que se tornara madura, quebrando novamente os
triglicerideos do contetido do VLDL transformando em uma outra lipoproteina que é IDL, que
devolve a apoC-I1 para o HDL. O IDL ou pode retornar ao figado ou pode devolver apoE para
HDL transformando em LDL porque so tera apoB-100 que podera interagir com receptores
encontrados nos tecidos extra-hepaticos. (HADJIPHILIPPOU; RAY, 2018; XAVIER et al.,
2013).

As alteracfes metabolicas de lipideos decorrentes dos distirbios em qualquer fase do
metabolismo lipidico, ocasionam repercussdo nos niveis séricos das lipoproteinas. Que podem

ser geradas pelo processo de alteracdo na sintese, no processamento das lipoproteinas e na
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degradacdo desses lipideos. As dislipidemias podem vim associadas de fatores genéticos,
chamadas etiologicamente de primaria ou quando relacionadas a outras doencas, com uso de
medicamentos, ou estilo de vida do paciente, sendo assim classificadas como dislipidemias
secundarias (BEVILACQUA et al., 2007; BURNS et al., 2014; GONDIM et al., 2017).

A classificagdo laboratorial das dislipidemias sofreu modificagGes, e os valores
referenciais e os alvos terapéuticos foram determinados de acordo com o risco cardiovascular
individual e com o estado alimentar. As dislipidemias podem ser classificadas de acordo com a
fracdo lipidica alterada em: hipercolesterolemia isolada: aumento isolado do LDL-c (LDL-¢c >
160 mg/dL); hipertrigliceridemia isolada: aumento isolado dos triglicérides (TG > 150 mg/dL
ou > 175 mg/dL, se a amostra for obtida sem jejum); hiperlipidemia mista: aumento do LDL-cC
(LDL-¢ > 160 mg/dL) e dos TG (TG > 150 mg/dL ou > 175 mg/ dL, se a amostra for obtida
sem jejum). Se TG >400 mg/dL, o calculo do LDL-c pela formula de Friedewald é inadequado,
devendo-se considerar a hiperlipidemia mista quando o ndo HDL-c > 190 mg/dL. HDL-c baixo:
reducdo do HDL-c (homens < 40 mg/dL e mulheres < 50 mg/dL) isolada ou em associag¢do ao
aumento de LDL-c ou de TG (HOTTA etal., 2017).

As terapias atuais abordam a necessidade de prevenir as doencgas cardiovasculares com
tratamento dos hipolipemiante, e as estatinas sdo consideradas a primeira opcao até hoje, por
serem relatadas como benéficas por diminuirem os niveis de colesterol total e LDL (WANG;
QIU, 2019).

3.3 SINVASTATINA
3.3.1  Aspectos farmacol6gicos

Os inibidores da HMG-CoA redutase, comumente conhecidos como estatinas,
constituem uma classe de hipolipemiantes mais prescritas em todo 0 mundo e tém sido
associados com uma expressiva diminuicdo da morbidade e mortalidade cardiovascular. A
utilizacdo destes farmacos hipolipemiantes é utilizada de acordo com o risco individual de cada
paciente em desenvolver problemas cardiovasculares (prevengdo primaria) ou de desenvolver
um novo evento cardiovascular (prevencao secundaria) (ARNAUD; BRAUNERSREUTHER,;
MACH, 2005; FIEGENBAUM; HUTZ, 2006; ROSENDO et al., 2007).

A diminuicéo da sintese endogena do colesterol deve-se a capacidade da sinvastatina
em inibir a enzima HMG-CoA redutase na qual é responsavel por regular a conversao do HMG-
CoA em acido mevalbnico, que é uma etapa limitante para a sintese do colesterol.
(FIEGENBAUM; HUTZ, 2006; ROSENDO et al., 2007).
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A inibicdo por essa via sintética torna-se uma forma bastante eficiente para uma terapia
hipolipemiante, visto que em que humanos, a biossintese do colesterol a partir do acetil-CoA é
responsavel por fornecer cerca de 60 a 70% do colesterol circulante (FIEGENBAUM et al.
(2006).

Como inibidores da enzima levam a uma diminuicdo mevalonato (metabdlito da
sintese do colesterol) e consequentemente de outros compostos isoprendides como o
farnesilpirofosfato e geranilgeranilpirofosfato. Estas proteinas atuam na isoprenilacao, que é
fundamental para associacdo entre proteinas & membrana plasmatica, sendo essencial para que
estas apresentem atividade bioldgica, deste modo as estatinas atuam inibindo a proteina Rho
isoprenilada, na qual é responsavel por inibir a expressdo do 6xido nitrico sintase, aumentando,
portanto, sua expressdo. Este efeito € denominado de pleiotropicos, pois sdo considerados
independentes da reducdo do colesterol, melhorando, portanto a disfuncdo endotelial
(ARNAUD; BRAUNERSREUTHER; MACH, 2005; CHAPMAN et al., 2003; ROSENDO et
al., 2007).

Devido a reducéo do colesterol intracelular € promovido um aumento da expresséo dos
receptores de LDL na superficie dos hepatdcitos ocasionando em uma maior receptacdo de LDL
circulantes. Sua capacidade de inibir a enzima HMG-CoA, reduzem os niveis de VLDLs, que
sdo precursores das LDLs, promovendo uma reducdo de colesterol necessario para a formacao
da lipoproteina e pela reducdo dos niveis de apolipoproteina B que é o principal componente
presente nas LDLs. O resultado final é a reducdo dos niveis séricos de LDL circulante
(CHRISTIANS; JACOBSEN; FLOREN, 1998; FIEGENBAUM; HUTZ, 2006).

Assim Leung et al. (1993) relatam que a0 mesmo tempo em que a sintese do colesterol
é inibida, ocorre acdo anti-inflamatdria, demonstrada pela reducdo de moléculas de adesdo
inibicdo da proliferacdo de células do masculo liso na placa aterosclerotica, efeitos

imunolatérios e por efeitos antioxidantes diretos.

3.3.2  Aspectos fisico-quimicos

Conforme Ribeiro et al. (2015) as estatinas sdo de fundamental importancia para
reducdo de eventos cardiovasculares, dentre as estatinas pode ser citada a sinvastatina,
representada na figura 4, umas das primeiras representantes da classe empregada na terapéutica.
Oriundo da fermentacdo Aspergillus terreus € o um agente semi-sintético derivado de um
metabdlito fungico natural, a lovastatina, esta é estruturalmente semelhante ao seu prototipo,
possuindo uma metila como grupo substituinte adicional do carbono alfa a carbonila da funcéo
éster da estrutura (BERTACCHE et al., 2007; TAVARES et al., 2016).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da estrutura quimica da sinvastatina.
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Fonte: adaptada de Oliveira et al., 2010

Apresenta-se como uma simplificacdo molecular da lovastatina, visto que o centro
esterogénico presente na cadeia de C-9 na sinvastatina foi abolido pela insercdo de um
grupamento metila, tornando-a mais potente do que seu protétipo, com a presenca de um anel
lactbnico em sua estrutura (TAVARES et al, 2016; VIEGAS; SILVA BOLZANI,
BARREIRO, 2006).

Apos administrado apresentam-se com um redutor do colesterol que reduz os niveis
do LDL-colesterol, de substancias gordurosas chamadas triglicérides e aumenta os niveis do
considerado HDL-colesterol no sangue. De forma geral, o grupo lactona (um éster ciclico) sofre
hidrolise enzimaética in vivo, tornando a sinvastatina capaz de exercer sua a¢gdo. Dessa forma, a
sinvastatina € classificada com uma estrutura latente (pré-farmaco). O metabolito ativo
apresenta similaridade estrutural com o substrato da enzima, o que € evidenciado pelo grupo
3,5-di-hidroxi-heptacarboxilico, sendo considerado como um potente analogo do estado de
transicdo do substrato da enzima, capaz de se ligar ao bolsao catalitico da enzima, impedindo a
clivagem do substrato e sua conversdo em acido mevalonico. Outras interagdes sdo observadas
entre a base adenina e o grupo fosfato do substrato e a molécula de NADPH (BERTACCHE et
al., 2007; XAVIER et al., 2013).

O medicamento pertence a Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME) e esta disponivel no Sistema Unico de Satde (SUS) na forma de apresentacio de
comprimido de 10 mg, 20 mg, 40 mg (BRASIL, 2017).

Caracterizada por ser um pé branco, cristalino, ndo higroscépico, com ponto de fusdo
na faixa de 135°C a 138°C, com coeficiente de parti¢do (log p) octanol/agua = 4,68. O farmaco
é insoluvel em agua (0.03 mg/mL) e em acido cloridrico a 0,1 M (0,06 mg/mL), facilmente
soluvel em cloroférmio (610 mg/mL), dimetilsulfoxido (540 mg/mL), metanol (200 mg/mL) e
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etanol (160 mg/mL); muito pouco solivel em hexano (0,15 mg/mL). Possui absorcao na regido
ultravioleta em acetonitrila A= 231, 238 e 247 nm e com o pKa em torno de 4,18 estando a
molécula quase completamente dissociada em pH 6,8 (OLIVEIRA et al., 2010; YOSHINARI
et al., 2007).

De acordo com Vargas (2014) a insolubilidade da sinvastatina em agua deve-se ao
farmaco em solucBes aquosas formarem pontes de hidrogénio intermoleculares entre a hidroxila
do oxigénio 3 de uma molécula com o oxigénio 5 do éster de outra molécula, tornando a
hidroxila comprometida. Pertence ao SCB classe Il, que corresponde ao farmaco de baixa
solubilidade e alta permeabilidade, apresentando um tempo de meia vida curto que varia em
torno de 3-6 h. A posologia do medicamento convencional disponivel no mercado é indicada
para 0 periodo noturno, pois a enzima no qual a sinvastatina inibe possui um incremento de
acdo durante a noite, por isso convém conciliar o pico plasmatico da sinvastatina no momento
de maior atividade enzimatica ao nivel circadiano. Apenas 5% do farmaco ap6s administrado
oralmente ¢é biodisponivel, a utilizacdo de farmacos hidrofobicos por essa via é prejudicada
devido a baixa biodisponibilidade, falta de proporcionalidade da dosagem e alta variabilidade
intra e interindividual do paciente, 0 que promove interesse no setor farmacéutico por novas
formas farmacéuticas orais para liberacao e incorporacdo de farmacos com baixa solubilidade
aquosa e biodisponibilidade (SHARMA et al., 2018).

3.4 NOVOS SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

Atecnologia farmacéutica associada a modificacao da liberacdo de farmacos, ou outras
substancias bioativas sofreu um incremento notdrio nas ultimas décadas na tentativa de
maximizar as vantagens inerentes as formas farmacéuticas de liberacdo controlada. Por isso,
tem se buscado alternativas terapéuticas capazes de aumentar a margem de seguranca dos
farmacos, minimizar seus efeitos colaterais e reduzir a quantidade de doses diérias repetidas
para manutencao da concentragdo terapéutica dos farmacos tido como convencionais, pois em
alguns casos a administracdo convencional de medicamentos manifesta efeitos colaterais
toxicos (OLIVEIRA et al., 2015).

Uma ampla variedade de sistemas, visando modular a velocidade e vetorizagdo do
farmaco, tem sido objeto de investigacdo na area da industria farmacéutica. Entre estes sistemas
estdo incluidos os lipossomas, os sistemas matriciais poliméricos, as bombas osmdticas,
revestimentos entéricos, sistemas transdérmicos, entre outros. De maneira particular, a
utilizacdo de sistemas matriciais constituidos por diversos tipos de polimeros é opc¢édo

interessante, sendo uma das estratégias mais empregadas no desenvolvimento de uma
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formulagdo oral de liberacdo modificada devido as vantagens inerentes a estes sistemas:
versatilidade, eficacia, baixo custo e producdo que recorre a equipamentos e técnicas
convencionais. Uma dessas abordagens € a utilizacdo de microparticulas como transportadores
de farmacos, pois oferecem maior eficacia, menor toxicidade e melhor estabilidade do que as
formas de dosagens convencionais. Os sistemas de administragio de medicamentos
microparticulados sdo usados para prolongar a administracdo do medicamento, melhorar a
biodisponibilidade, aumentar a estabilidade e direcionar o medicamento para um local
especifico (LI et al., 2019; MOHNING et al., 2018).

As microparticulas sdo sistemas farmacéuticos de liberagdo modificada sendo
definidas como micrométricos de pequenas particulas geralmente esféricas e solidas de
tamanho entre 1 a 1000 um, representadas na figura 5. O termo microparticula inclui as
microcapsulas e as microesferas. As microcapsulas sao formadas por um sistema reservatorio
com um nucleo interno contendo o principio ativo ou substancias revestidas de polimeros de
espessuras variaveis. Ja as microesferas podem ser definidas como sistemas matriciais no qual
o farmaco pode ser uniformemente disperso e/ou dissolvido na rede polimérica (CALEFFI,
2014; MICHELON; LEOPERCIO; CARVALHO, 2020; SILVA et al., 2007).

Figura 5 — Representagdo esquematica de (a) microcapsula, (b) microcapsula de multicamadas,
(c) microesfera multiescala, (d) microesfera.

Nicleo Rede polimérica
Nicleo com

Membrana Multiplas camadas principios ativos Principios ativos

Fonte: adaptada de Nesterenko et al., 2013.

A microencapsulagdo vem sendo utilizada para diversas finalidades, especificamente
na industria farmacéutica, as principais vantagens de fazer o uso deste novo tipo de forma
farmacéutica € protecdo do principio ativo contra os agentes atmosféricos, promovendo um
mascaramento de sabores ou odores indesejaveis, melhor permeacdo de membrana pela
oclusdo, reducdo da irritagdo gastrica, administracdo de farmacos incompativeis, liberacdo
precisa das doses, protecdo de compostos labeis, melhoramento de fluxo e escoamento de pds,

permitindo, portanto que as microparticulas possam ser utilizadas em diferentes vias de
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administracdo (MATOS-JR et al, 2017; LAM; GAMBARI, 2014; LIU; CHEN;
SELOMULYA, 2015).

Ha na literatura diversas formas de obtencdo das microparticulas poliméricas, a
escolha da técnica por sua vez dependerd do tipo de polimero utilizado na encapsulagéo, da
caracteristica do fArmaco, da via de administracdo, devendo ser reprodutivel para assim garantir
a estabilidade do farmaco com alta eficiéncia de encapsulacdo (LAM; GAMBARI, 2014;
PEREIRA et al., 2006).

Uma das técnicas mais utilizadas para obtencdo de microparticulas é o processo de
emulsificacdo/evaporagdo de solventes, visto que é um tipo de técnica que apresenta algumas
vantagens de producdo como facilidade de operacgdo, continua e de baixo custo, capacidade de
transposicdo em larga escala, habilidade de manusear produtos labeis devido a curta exposicédo
do produto a altas temperaturas e possibilidade de utilizar farmacos hidrofilicos quanto
farmacos hidrofobicos. Nesta pode-se formar emulsdes simples ou dupla, sendo classificada
como 6leo em agua O/A, agua em 6leo A/O ou a formacdo de emulsdo multipla do tipo dgua
em 0Oleo em agua A/O/A (BOURICHE et al., 2019).

Essa técnica consiste para emulsées do tipo O/A e A/O/A em dissolver o polimero em
um solvente orgénico volatil, na qual é imiscivel na fase liquida do veiculo de producéo, com
a posterior adicdo do farmaco na solugdo, caracterizada por ser a fase organica da emulsdo. Em
seguida esta solucdo é vertida na fase aquosa de maior volume contendo o tensoativo. No caso
da emulsdo multipla uma terceira fase composto por um agente emulsificante é adicionada,
sendo vertida sob a emulsdo priméaria. Enquanto que para emulsdo do tipo A/O, o polimero é
disperso ou dissolvido em um solvente organico polar (PENG et al., 2019; SEVERINO et al.,
2011).

Todas as misturas para obtencdo das emulsGes sdo realizadas sob agitacéo,
promovendo assim o material encapsulado e disperso no liquido de processamento para se
obtiver o tamanho das microparticulas desejaveis. Posteriormente é realizado o processo de
evaporacao do solvente do sistema, promovendo a precipitagdo do mesmo na forma de pd, que
poderao ser separadas por centrifugacao, filtracdo ou qualquer outra técnica de secagem (NAIK
etal., 2012; ZHANG et al., 2016).

35 ESPECIE Agave sisalana

O sisal (Agave sisalana Perrine) é uma das espécies difundida no nordeste brasileiro
uma planta semi-xerofila com adaptacao as regifes tropicais e subtropicais, suportando secas

prolongadas e temperaturas elevadas. Sua principal aplicacdo na regido ¢ como fonte de



29

extracdo de fibras duras vegetais, correspondendo a aproximadamente 70% da producao
comercial de todas as fibras desse tipo. No Brasil, essa espécie foi difundida no bioma Caatinga
e é principalmente cultivada para obter fibras para a producdo de fios, cordas e artesanato
(APOLINARIO et al., 2017; WEBBER et al., 2018).

Atualmente seu cultivo no Nordeste brasileiro ocupa uma extensa area de solos pobres
nos estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, em regides de pequenos produtores com
escassa ou nenhuma alternativa para exploracdo de outras culturas, com predominio do trabalho
familiar, como maior produtor e exportador mundial de Agave sisalana Perrine, figura 6, para
o fornecimento de fibra de sisal. Atualmente, a Bahia e a Paraiba respondem com 97,8% da
producdo (sendo 86,7% para a Bahia e 11,1% para a Paraiba), ficando os 2,2% restantes
distribuidos entre os Estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Pemambuco. E um componente
importantissimo na economia agricola do Estado da Paraiba, por tratar-se de um produto de
exportacdo, gerador de divisas. Destaca-se, também, pela capacidade de geracao de empregos,
por meio de uma cadeia de servigos que abrange desde os trabalhos de manutencgéo das lavouras
(baseados na méo-de-obra familiar), extracdo e processamento da fibra para o beneficiamento,
até as atividades de industrializacdo de diversos produtos, bem como seu uso para fins
artesanais (ARALDI et al., 2018).

Figura 6 — Monocotileddnia Agave sisalana Perr.

Fonte: autoria propria, 2019.
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As fibras sdo extraidas das folhas, que possuem de 8 a 10 cm de largura e de 150 a 200
cm de comprimento. As folhas e o caule da Agave sdo ricas em fonte de carboidratos e
lignoceluloses e introduzidos como matéria-prima de bioenergia lipo-celuldsica. Seu
rendimento médio cai na faixa de 8,5 a 22 Mg ha ! ano™! de peso seco em condigdes climaticas
amenas. Da folha se obtém apenas as fibras duras que representam de 3 a 5% do seu peso em
fibra. Os 95 a 97% restantes constituem os chamados residuos do beneficiamento, que sdo
utilizados como adubo organico, racdo animal, bioinseticida e como intermediario para a sintese
de medicamentos esteroides nas industrias farmacéuticas (RIBEIRO et al., 2015; SARWAR et
al., 2019).

Segundo Silva et al. (2008) sua comercializacao rende cerca de 80 milhdes de ddlares
em divisas para o Brasil, além de gerar, mais de meio milhdo de empregos diretos e indiretos
por meio de sua cadeia produtiva, sendo o seu cultivo um dos principais agentes de fixacdo do
homem a regido semiarida nordestina.

A aplicacdo da fibra € principalmente na industria automobilistica e na fabricacdo de
cordas, barbante, tapetes, vassouras, estofamentos, e artesanato, além da utilizacdo na
fabricacédo de pasta celulosica para producéo do papel Kraft de alta resisténcia e outros tipos de
papel fino, também sendo usada pela industria farmacéutica, pois extrato de sisal contém
substancias anti-inflamatérias, antimicrobiana, anti-helmintica, antiviral, atividades
gastroprotetoras (BOTURA et al., 2011; MAGALHAES et al., 2017; MARTIN et al., 2009).

E perceptivel a grande importancia socioecondmica que Agave sisalana representa
para 0s municipios produtores do semiérido nordestino, ficando facil também compreender o
quanto os produtos dele derivados sdo dependentes das condigdes impostas pelo mercado
internacional. Devido a isso a baixa rentabilidade inviabiliza a préatica dos tratos culturais,
resultando no abandono das lavouras ou na sua substituicdo por pastagens e/ou outras culturas
(SILVA et al., 2008).

Alguns estudos demonstraram o potencial da Agave sisalana em diferentes novas
aplicacoes, por exemplo, como fonte de metabolitos secundarios e novos produtos de interesse
para as industrias farmacéutica e alimenticia. Desse modo para Verney, Santos e Lenz (2008)
a revitalizacdo de A. sisalana é importante, mas sera praticamente inviavel sem a agregacéo de
valor aos produtos derivados. Para isso, se faz necessario desenvolver produtos que tenham esta
planta como matéria-prima base. Uma alternativa atraente que vem sendo explorada é a
utilizacdo da sua fibra natural em substituicéo as fibras sintéticas como refor¢o de compositos
poliméricos, este utilizado na industria farmacéutica como alternativa para formulacdes de

novos sistemas de liberacdo de farmacos.
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3.6 PROPRIEDADE DO POLIMERO ACETATO DE CELULOSE

Polimeros sdo macromoléculas formadas a partir de unidades estruturais menores,
conhecidos como mondmeros ou unidades monomeéricas, que apresentam unidades quimicas
por ligacBes covalentes, que se repetem ao logo de toda a cadeia. Os polimeros funcionam
como transportadores inertes nos quais farmacos sao conjugados para que o polimero possa
funcionar como veiculo para transportar a molécula do farmaco para o local alvo. A fonte para
obtencdo do polimero pode ser proveniente através de fontes naturais tais como celulose, seda,
fibras de algoddo que tem despertado interesse por ser de facil acesso, exploragdo de recursos
ainda ndo explorados e de baixo custo, como também podem ser sintéticos tais como
polipropileno, polietileno, policloreto de vinila entre outros (AGGARWAL; GOEL; SINGLA,
2012; SUR et al., 2019).

A celulose é o principal componente da parede celular dos vegetais e um dos mais
importantes polimeros naturais existentes e mais abundantes do mundo se encontrando em
diferentes partes das plantas, como folhas, frutos, hastes, caule. E um homopolissacarideo de
cadeia linear, formado por unidades repetidas de celobiose (duas moléculas de glicose), unidas
por ligagdo glicosidicas do tipo B-(1-4). Possui formula molecular (C6H1005)n e nomenclatura
quimica B-1,4-poliacetil de celobiose (4-O-B-D-glucopiranosil-D-glicose) (ZAMAN et al.,
2019).

Devido a eliminacdo de agua da unidade de glicose, no momento de sua condensacao
para formé-lo, o polimero é considerado anidro. A designacdo D refere-se ao posicionamento
do grupo OH (hidroxila) a direita do &tomo do carbono assimétrico C,. Este polimero natural é
degradado na natureza por atividade bioldgica, especialmente enzimatica, associada a uma
alteracdo significativa na estrutura quimica do material (CHEN et al., 2016; DANTAS, 2011).

Os polimeros biodegradaveis tem atraido pesquisadores nos dias atuais por
melhorarem as aplicacGes da administracdo de medicamentos e outras aplicagdes de refino no
campo farmacéutico e biomédico. Varias matrizes poliméricas biodegradaveis adequadas,
incluindo as microparticulas sdo desenvolvidas com propriedades aprimoradas, como liberacéo
sustentada, liberacdo controlada, liberacdo retardada etc. Por sua vez a celulose apresenta
algumas caracteristicas intrinsecas como decomposicdo abaixo do seu ponto de fusdo,
insolubilidade em 4&gua, taxa de liberacdo rapida e mas propriedades mecénicas foram
desenvolvidas algumas conversdes que melhoraram suas caracteristicas, tais como a producao
de ésteres de celulose (PRAJAPATI et al., 2019).
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O acetato de celulose, éster organico da celulose, como representado na figura 7, é um
biopolimero mais comum de grande importancia comercial devido a sua larga aplicacdo em
fibras, plasticos e na industria farmacéutica para aplicaces na administracdo de farmacos ou
enzimas, preparados pela reacao de celulose com anidrido acético e &cido acético, na presenca
de &cido sulfarico. Seu processo de obtencao se da pela esterificagdo dos grupos hidroxilas das
unidades de anidroglicose com grupos acetila da celulose (CRUZ et al., 2011; LIAKOS et al.,
2016).

Figura 7 — Representacdo esquematica da producdo do acetato de celulose.
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Fonte: adaptada de Khoshnevisan, 2018.

A celulose esterificada ¢ um dos materiais de membrana mais utilizados e ap6s a
esterificacdo algumas propriedades podem ser melhoradas como propriedade de liberacéo,
resisténcia mecanica, hidrofilicidade ou hidrofobicidade. O processo da esterificacao favorece
a hidrofobicidade dos materiais de celulose, que se tornam adequados para uso como materiais
de revestimento ou materiais de parede no tipo de permeacdo devido a sua lenta taxa de
liberacdo. O aumento da resisténcia a tracdo pode estar relacionado a uma reducdo do contetido
de &gua de equilibrio, como consequéncia do aumento da hidrofobicidade. Por isso os ésteres

de celuloses em especialmente o acetato de celulose, séo comumente usados como membranas
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no tipo de permeacdo, além de apresentarem outras caracteristicas como biocompatabilidade,
ndo toxicidade, custo relativamente baixo e excelente resisténcia mecanica (KHOSHNEVISAN
etal., 2018; PANG et al., 2019).
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Os materiais que serdo utilizados durante o desenvolvimento do projeto estdo descritos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)

acetona, Neon®, Brasil;

acetonitrila, Exodo Cientifica®, Brasil;
acido acético, Neon®, Brasil;

acido cloridrico P.A, Vetec®, Brasil;
acido sulfarico, Neon®, Brasil,

acido nitrico, Neon®, Brasil;

Agave sisalana, coletada na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria,

Brasil;

h)
i)
)
K)

agua deionizada, Destilador de dgua Pilsen®, modelo SP5L, Brasil;
alcool etilico P.A, Neon®, Brasil;

alcool polivinilico, Vetec Quimica Fina, Sigma-Alderich®, Brasil,
anidrido acético, Neon®, Brasil;

clorito de sddio, Sigma-Alderich®, Brasil;

biftalato de potassio, Neon®, Brasil;

diclorometano, Neon®, Brasil;

fenolftaleina, Vetec® Quimica Fina

hidroxido de s6dio em micro pérola, Neon®, Brasil,;

hidroxido de potassio monobasico anidro 98%, Neon®, Brasil;
lauril sulfato de sodio, Sol-Tech®, Brasil;

sinvastatina, Fragon®, Brasil,;
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4.2 METODOS

4.2.1 Obtencdo de Agave sisalana

4.2.1.1 Matéria prima vegetal

Amostras de Agave sisalana Perrine foram coletadas no municipio de Monteiro-PB na
fazenda experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuadria (EMBRAPA), com
latitude de 7° 52° 40,50 e longitude 37° 07’ 34,91”.

As folhas da planta foram devidamente lavadas com agua corrente, seccionadas e
desidratadas em estufa de circulacdo de ar, sob temperatura controlada de 60 °C por 12 dias,
até obter peso constante. Em seguida, o material foi triturado em moinho de facas com quatro

navalhas fixas e quatro moveis, acoplado a uma peneira de malha 20 mm de diametro.
4.2.1.2 Purificagdo de Agave sisalana Perrine

A metodologia utilizada para purificagdo de Agave sisalana bruta foi o método
etanol/acido nitrico modificado, descrito por Rodrigues-Filho et al. (2007) e se baseia na
oxidacdo da lignina pelo &cido nitrico. Utilizou-se 40 g de Agave sisalana colocada em refluxo
com 3 porgdes sucessivas de uma mistura 20% v/v de acido nitrico e etanol. A cada hora a
mistura reacional foi trocada e o material lavado com &gua destilada. Apo6s 3 horas de refluxo
a mistura foi filtrada e lavada com &gua destilada até que a solucdo da lavagem esteja incolor.
Em seguida, o material foi colocado em uma solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 1 mol/L,
por 24 horas. Apos este periodo a mistura foi novamente lavada e neutralizada com uma solucéo
de &cido acético 10%. As fibras de Agave sisalana foram colocadas para secar em estufa a 105

°C, durante 3 horas. Depois de seco, o material foi triturado em moinho de facas.
4.2.1.3 Obtencéo da holocelulose

A holocelulose é o produto resultante da extracdo da lignina e € constituida por
celulose e hemiceluloses. Este processo de deslignificacdo utiliza o clorito de sédio e esta
baseado na reacdo entre lignina e ClO2, CIO", produtos estes formados em reacdes redox de
ClO2 em meio &cido. As reacdes entre a lignina e ClO2 séo exclusivamente oxidativas segundo
a reacdo 1 (REYES; PERALTA-ZAMORA; DURAN, 1998; RODRIGUES-FILHO et al.,
2007):

8CIO,- + 6H* — 6CIO; + CIO" + CI + 3H20 (1)
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O procedimento para obtencdo da holocelulose foi realizado utilizando-se 5,0 g de
Agave sisalana bruta colocadas em um baldo e adicionado 100 mL de &gua destilada. O baldo
foi colocado em banho-maria a 75 °C e adicionado 2,0 mL de acido acético e 3,0 g de clorito
de sddio (o bal&o foi mantido hermeticamente fechado para evitar a perda do gas produzido na
reacdo). Apés 1 hora, foi adicionado novamente 2,0 mL de &cido acético e 3,0 g de clorito de
sodio. Esse processo foi repetido por mais duas vezes. A mistura foi resfriada a 10 °C, filtrada
em funil de placa porosa, previamente tarado e lavada com agua destilada a 5 °C, até que o
residuo fibroso apresente coloracdo esbranquicada. O funil com o residuo fibroso foi seco em
estufa a 105 °C por 6 horas, resfriado em dessecador e pesado para se quantificar o rendimento
da holocelulose (LIMA et al., 2007; RODRIGUES-FILHO et al., 2007).

4.2.1.4 Obtencéo da celulose

A celulose distingue-se quimicamente das hemiceluloses pela sua insolubilidade em
solucdes alcalinas aquosas, 0 esquema de obtencdo estd presente na figura 8. A extracdo
sucessiva da holocelulose (preparada pelo método do clorito acido) com hidréxido de potéassio
5 e 24% resulta em valores que, somados, representam a fragdo de hemiceluloses. Assim, a
fracdo de hemiceluloses solubilizada pelo hidroxido de potéssio 5% é designada hemicelulose
A, a fracdo solubilizada pelo hidréxido de potassio (KOH) 24% é designada hemicelulose B e
o0 residuo fibroso apds as duas extracfes € designado celulose. (MORAIS; NASCIMENTO,
2005). O procedimento para obtencdo da quantidade de celulose foi transferido 3,0 g de
holocelulose para um erlenmeyer de 250 mL e adicionado 100 mL de solugdo de KOH (5%),
sob uma atmosfera inerte pela passagem de gas nitrogénio, durante os cinco minutos iniciais da
extracdo para evitar a oxidagédo da celulose. O erlenmeyer foi vedado e mantido em agitagédo
constante por 2 horas. A mistura foi filtrada em funil de placa porosa, lavada com 50 mL de
solucdo de KOH (5%) e, em seguida, com 100 mL de agua destilada. O filtrado foi recolhido
em um erlenmeyer de 1 L e precipitado com uma solucdo de partes iguais de acido acético e
etanol (completando-se o volume do erlenmeyer), obtendo-se assim a hemicelulose A (LIMA
et al., 2007).

Para a obtengdo da hemicelulose B, o residuo fibroso retido no funil foi transferido
novamente para o erlenmeyer de 250 mL. O mesmo procedimento para a obtencdo da
hemicelulose A foi repetido utilizando solucdo de KOH (24 %). Para lavagem do residuo
fibroso retido no funil, foi utilizado 25 mL de solu¢do de KOH (24%), 50 mL de agua destilada,
25 mL de acido acético (10%) e 100 mL de agua destilada, respectivamente. O filtrado

recolhido em erlenmeyer de 1 L foi precipitado com uma solucdo de partes iguais de acido
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acético e etanol (completando-se o volume do erlenmeyer), obtendo-se assim a hemicelulose
B. Apo0s a extracdo dos componentes soltveis em solucdes aquosas de hidréxido de potassio, 0
residuo fibroso foi lavado com &gua destilada até que o filtrado apresentasse pH neutro. O
residuo foi lavado com 50 mL de acetona, seco a 105 °C e pesado. Esse residuo foi denominado
de celulose (LIMA et al., 2007).

Figura 8 - Esquema de producéo da celulose
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Fonte: autoria propria

4.2.2  Producéo e caracterizacdo do acetato de celulose
4.2.2.1 Acetilacédo da celulose de A. sisalana

A reacdo de acetilagdo foi adicionada 25 mL de 4cido acético glacial a 1,0 g de celulose
do Agave sisalana sob agitacdo. Foi deixado sob agitacdo de 500 rpm por 30 min em
temperatura ambiente de 25 °C. Em seguida, foi adicionada uma solucdo contendo 0,08 mL de
acido sulfurico (H2SO4) concentrado em 9,0 mL de &cido acético glacial e ficou sob agitacdo
por 25 min em temperatura ambiente. Apos este periodo, a mistura foi filtrada e ao filtrado foi
adicionado 32 mL de anidrido acético. Essa mistura foi agitada com auxilio de um bastdo de
vidro e retornou ao filtrado, ao frasco inicial com o material. A solu¢do foi agitada a 500 rpm
por mais 30 min e deixada em repouso. Apos 14 h foi adicionada agua destilada ao meio
reacional até que ndo houvesse mais a formacao de precipitado. O material foi seco em estufa
por 90 min a 105 °C (CERQUEIRA et al., 2009; CERQUEIRA; RODRIGUES-FILHO;
MEIRELES, 2007).
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4.2.2.2 Determinacéo do grau de substituicdo do acetato de celulose
4.2.2.2.1 Via quimica

A determinacgdo do grau de substituicdo foi realizada por uma reacéo de saponificacao.
Foi adicionado 5,0 mL de hidroxido de sédio 0,25 mol/L e 5 mL de etanol a 0,1 g de acetato de
celulose e deixou-se a mistura em repouso. Apds 24 h, adicionou-se 10 mL de acido cloridrico
0,25 mol/L e deixou-se em repouso por mais 30 min, em seguida a solucdo foi titulada com
hidroxido de sédio padronizado com biftalato de potassio, utilizando-se o indicador
fenolftaleina. Todo este procedimento foi realizado em triplicata e a determinacao do grau de
substituicdo (GS) por via quimica é baseado na determinacdo da porcentagem (% m/m) de
grupos acetila (GA) que foram substituidos na cadeia celuldsica. Ou seja, o GS (Equacéo 1) é

determinado a partir do valor de GA pela equacao 2:

GS = —52XC4 49 1)
43x100—-42xGA

Em que GA é calculado a partir da equacao 2:

[Vbxub—Vapal43x100
mac

GA = @)

onde Vb é a soma do hidréxido de sédio adicionado no procedimento e gasto na
titulagcdo, Va é o volume de acido cloridrico adicionado, pa e pb sdo a molaridade das solucbes
de &cido cloridrico e hidroxido de sddio, respectivamente e mac é a massa de acetato de sodio

utilizada.
4.2.2.2.2 Espectrometria de *H-RMN

Os espectros de *H-RMN foram obtidos a partir de solugdes do acetato de celulose
obtidos a partir da extracdo de Agave sisalana em cloroférmio deuterado na proporc¢éo de 20
mg.g? (polimero/solvente). Os espectros foram adquiridos a temperatura de 50 °C em um
espectrometro de RMN Varian Unity 500 usando uma sonda de 5 mm e frequéncia de 500 MHz.
Parametros de aquisicdo tipicos incluiram um pulso de radiofrequéncias de 45°, um tempo de
repeticdo interpulsos de 8 segundos e 32000 pontos cobrindo uma largura espectral de 7200 Hz.
Anélise foi realizada no Laboratério Multiusuério de Caracterizacdo e Analises — LMCA na
Universidade Federal da Paraiba. O valor de grau de substituicdo obtido pelo método de RMN-

H foi calculado a partir da razdo da area correspondente a ressonancia dos hidrogénios dos anéis
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glicosidicos (Agi) e aos hidrogénios do grupamento metilicos (Acnz) de acordo com a equacao
3:

7ACH3
3Agli (3)

GS =

4.2.2.3 Rendimento do acetato de celulose

O rendimento de acetato de celulose foi determinado a partir da metodologia proposta
por Santos et al. 2016, no qual se pesando o material inicial (Agave sisalana Perrine triturada e
tamisada) e o produto final correspondente ao acetato de celulose purificado. Foi utilizada para
isso balanca analitica.

A equacdo 4 abaixo foi usada para o calculo do rendimento do acetato de celulose:

R(%) = Prinal

x100 (4)

onde:
R(%) = rendimento em percentual;
Prinal = Peso final do polimero obtido;

Piniciat = Peso inicial de A. sisalana triturada e tamisada

4.2.2.4 Propriedades reoldgicas do acetato de celulose
4.2.2.4.1 Determinacédo da densidade bruta e de compactacao

Amostras de 2 g de acetato de celulose foram colocadas em proveta de 25 mL e foi
realizado afericdo do volume ocupado pelo p6 (Vo). A densidade de compactacdo foi
estabelecida submetendo-se o pé acondicionado na proveta a 1250 quedas. As leituras dos
volumes foram feitas antes do ensaio (Vo) e ao fim de 10 (V10), 500 (Vs00) € 1250 (V1250) quedas
e a densidade bruta e de compactacdo foram determinadas de acordo com as equagdes 5 e 6,
respectivamente (FOSTER; LEATHERMAN, 1995; OLIVEIRA et al., 2010):

m
db= - )

0

(6)




40

m = massa da amostra ()
db = densidade bruta (g/mL)
dc = densidade de compactacao (g/mL)

4.2.2.4.2 Determinacéo do fator de Hausner

O fator foi estabelecido por Hausner (1967) através do quociente entre as densidades

de compactacao e bruta do sistema particulado baseada na equacédo 7:

_de
db

onde:

FH (7)

FH = fator de Hausner;
db = densidade bruta (g/mL);
dc = densidade de compactacéo (g/mL).

4.2.2.4.3 Determinacao do indice de compressibilidade (indice de Carr)

O indice de compressibilidade foi estabelecido a partir das densidades bruta e de

compactacao atraves da equacao 8 (CARR, 1965):

_dc—db
db

IC

-100 (8)

onde:

IC = indice de compressibilidade ou indice de Carr;
dc = densidade de compactacao;

db = densidade bruta.

4.2.2.4.4 Determinacdo da compactabilidade

A compactabilidade foi calculada através da diferenca entre os volumes apds 10 e 500
quedas em volume de compactacéo, utilizando-se aproximadamente 10 g; os resultados foram
extrapolados para massa de 100 g, obtendo-se os volumes ap6s 10 e 500 quedas e utilizados na
equacdo 9 (GUYOT etal., 1995):

C = V10 - V500 9)
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onde:

C = indice de compactabilidade;
V10 = volume apds 10 quedas;
V500 = volume apds 500 quedas.

4.2.2.4.5 Angulo de repouso

O angulo de repouso foi estabelecido apds o escoamento de 9,0 g das particulas de
acetato de celulose através de funil com suporte, colocado a uma altura da bancada de 7,0 cm.
Realizou-se o calculo de acordo com a equacdo 10 (FOSTER; LEATHERMAN, 1995;
OLIVEIRA et al., 2010):

wa=2 (10)

onde:
tga = tangente do angulo de repouso;
h = altura do cone formado (cm);

r = raio do cone (cm).
4.2.2.5 ldentificagé@o do acetato de celulose

Foram realizadas técnicas de morfologia através da microscopia Optica e microscopia
eletrénica de varredura (MEV), andlise térmica através do DSC e TGA, identificacdo dos
principais grupos funcionais pela analise de espectroscopia no infravermelho por transformacao
de Fourier (FT-IR) e a cristalinidade foi admitida usando DRX. Todas essas analises foram
devidamente desenvolvidas de acordo com os tdpicos 4.2.3.3, 4.2.3.5, 4.2.3.6, 4.2.3.7, 4.2.3.8.

423 Producdo e caracterizacdo das microparticulas de acetato de

celulose/sinvastatina pelo método de evaporacao do solvente
4.2.3.1 Producdo das microparticulas

A incorporagdo da sinvastatina no polimero acetato de celulose foi feita através de uma
adaptacdo do meétodo de emulsificagdo/evaporacdo de solvente. No qual, o polimero foi
dissolvido em um solvente imiscivel em agua e o farmaco foi disperso ou dissolvido na solucéo

polimérica.
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A sinvastatina (0,01 g) foi dissolvida em uma solugéo de 0,10 g de acetato de celulose
em 15 mL de diclorometano, para producdo de particulas com concentracdo 10:1 m/m (acetato:
sinvastatina). A fase organica esteve sob vigorosa agitacdo para formacdo da emulsdo O/A
solugédo acetato/sinvastatina/diclorometano, foi adicionada gota a gota sob vigorosa agitacéo
(4000 rpm) a 100 mL de uma solugdo aquosa, contendo 1,5 % de &lcool polivinilico (PVA),
pois se trata de um tensoativo ndo idnico que proporciona a formacdo desse tipo de sistema
emulsionado. O diclorometano (DCM) foi eliminado por evaporacéo através do spray dryer de
bancada, modelo MSD 0,5 (LABMAQ®, Ribeiréo Preto, SP, Brasil) com bico atomizador de
0,5 mm de didmetro e vazdo méxima de 0,5 L/h, com medidas de condic¢des 6timas do sistema,
a 120 °C do ar de secagem, fluxo de ar comprimido de 40 L/min, fluxo de ar de secagem de 3,5
m3/min e vazéo de alimentagdo de 0,5 L/h (FREITAS, MERKLE; GANDER, 2005; SALAUN
et al., 2010).

4.2.3.2 Determinagdo do rendimento da microparticula

O rendimento foi calculado como sendo a razdo entre a massa seca obtida de
microparticulas e a soma dos componentes ndo volateis utilizados na sua composicéo de acordo

com a equagéo 11:

P(Mp) _
P(DS) + P(PVA) + P(TC)

Rendimento(%) = (11)

onde:

P(Mp) = Peso das microparticulas;
P(DS) = Peso da sinvastatina;
P(PVA) = Peso do alcool polivinilico

P(TC) = Peso do acetato de celulose.

4.2.3.3 Analise morfoldgica das microparticulas de acetato de celulose.

Utilizou-se MEV e microscépio Optico no aumento de 140 e 1400x para avaliar a
morfologia externa e a polidispersao. Para analise no MEV as amostras foram espalhadas sobre
porta-espécimes metalicas (stubs) com fita adesiva dupla face de carbono, revestidas por
pulverizacdo catddica com ouro por 3 minutos, usando um dispositivo de revestimento a vacuo
(Emitech k550x, Ashford, Inglaterra). Em seguida, foram observadas com o microscépio
eletrénico de varredura Zeiss® (modelo LEO 1430) a 15 kV, ao qual foi executada no

Laboratério de Solidificacdo Rapida na Universidade Federal da Paraiba - UFPB. Ja para
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observagdo em microscopio optico, foram adicionadas em uma lamina de vidro e foi analisada
a morfologia das mesmas em microscopio 6ptico digital Hirox® KH7700 nos aumentos de 140
vezes e 1400 vezes realizada no Laboratorio de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais
do Nordeste (CERTBIO) da UEPB.

4.2.3.4 Determinagdo do Potencial Zeta ({mV), indice de polidispersividade e tamanho das

microparticulas com e sem a sinvastatina

Espectroscopia de correlagdo de fétons e espalhamento de luz eletroforético foram
usadas para determinar o tamanho médio das microparticulas, indice de polidispersdo (PDI) e
potencial zeta com Zetasizer (Instrumento ZetaPals da Brookhaven, New York) localizado no
CERTBIO da Universidade Federal de Campina Grande - UFCG. Antes da analise, as
microparticulas foram adequadamente diluidas com &gua deionizada na proporc¢édo de 1:1 com

temperatura constante de 25°C.
4.2.3.5 Termogravimetria (TGA)

As curvas TGA dos sistemas com e sem sinvastatina e de seus componentes foram
obtidas através de termobalancas modelo SDT Q600 da TA Instruments, EUA sob fluxo de
nitrogénio (100 mL/min), razdo de aquecimento de 10 °C/min, faixa de temperatura entre 25 —
900 °C, utilizando 4 mg previamente pesadas em cadinho de alumina realizadas no CERTBIO
da UEPB.

4.2.3.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um maédulo Calorimétrico Exploratorio Diferencial,
modelo Q20 (TA® - Instruments, New Castle, Delaware, EUA). Foram utilizadas amostras de
2,00 £ 0,05 mg acondicionadas em cadinho de aluminio hermeticamente fechado, analisados
em atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min com raz&o de aquecimento 10
°C/min, com temperatura de 25-300 °C. As analises foram realizadas no CERTBIO da UEPB.
A determinacdo da pureza foi determinada baseada na equacdo de van’t Hoff como descrita
abaixo:

RT02%x1
AH F

TS =To — (12)

Na qual: TS é a temperatura observada da amostra; To € a temperatura de fusdo da

amostra pura (100%); x € a fracdo molar das impurezas; AH ¢ o calor de fusdo da amostra pura,
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e F é fracdo de material fundido, que é determinada através da medida das &reas parciais do

pico de fusdo experimental
4.2.3.7 Analise de difracéo de raios X das microparticulas com e sem a sinvastatina

As propriedades estruturais das microparticulas com e sem a sinvastatina e dos seus
componentes foram caracterizadas utilizando um Difratdmetro de raios-X, modelo XRD-6000
(Shimadzu® Kyoto, Japdo). As amostras foram analisadas na faixa de 10° < 26 < 80° sistema 0-
20, utilizando-se radiagao de Cu (kal) com varredura no passo de 0,02 (26), com intervalo de

0,6 segundo para cada amostra. As analises foram realizadas no CERTBIO da UFCG.
4.2.3.8 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Esta analise foi realizada utilizando um espectrémetro Spectrum TM 400 FT-IR/FT-
NIR (Perkin Elmer®, Boston, Massachusetts, EUA) processadas em pastilha de KBr com
resolugdo de 4 cm™, velocidade de varredura de 0,2 cm™ e varredura de 4000 a 650 cm™ para
as microparticulas com e sem o farmaco e para 0s seus componentes separadamente. As analises
foram realizadas no CERTBIO da UFCG.

4.2.3.9 Avaliacdo cinética de liberacéo do farmaco a partir do sistema
4.2.3.9.1 Validacéo do método analitico para a quantificacdo da sinvastatina

A validacdo da metodologia analitica desenvolvida para analise da sinvastatina seguiu
conforme a resolucdo N° 166, de 24 de julho de 2017 da ANVISA, que dispde sobre o Guia de
Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos (BRASIL, 2017).

Para analise de quantificacdo foi utilizado um espectrofotdmetro ultravioleta visivel -
UV/VIS (Shimadzu® UV-1900, Japédo) realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e
Caracterizacdo de Produtos Farmacéuticos (LDCPF) na Universidade Estadual da Paraiba. Os
parametros avaliados foram a linearidade, seletividade, precisdo, limite de deteccdo e

quantificacdo, exatidao e robustez.

4.2.3.9.1.1 Identificacdo e quantificacdo da sinvastatina

Para determinacdo do comprimento de onda de detec¢do da sinvastatina foram
realizadas leituras da solugdo do farmaco em lauril sulfato de sdédio a 0,5%, na faixa de
comprimento de onda de 190 a 400 nm. O ensaio foi realizado tendo como base o método de

quantificacdo da sinvastatina, proposto pela Farmacopeia Brasileira 62 edi¢cdo e o comprimento
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de onda de maior absorbancia foi utilizado para quantificacdo da sinvastatina nos outros
parametros (BRASIL, 2017).

4.2.3.9.1.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo das curvas espectrais obtidas
pelas diluigdes em lauril sulfato de sddio a 0,5% dos sistemas poliméricos desenvolvidos com

farmaco e do sistema sem o farmaco (branco) e do perfil espectral da sinvastatina.

4.2.3.9.1.3 Linearidade

Para a construcdo da curva analitica foi preparada uma solucdo estoque de 200 pg/mL,
a partir da qual, por meio de dilui¢des seriadas, foram obtidas 10 concentra¢es distintas (3; 6;
9; 12; 15; 18; 21; 24; 27; 30 pg/mL).

4.2.3.9.1.4 Exatiddo

A exatiddo do método foi determinada avaliando trés diferentes niveis de
concentracdo: baixo (3 pg/mL), médio (15 pug/mL) e alto (30 pg/mL) em triplicata e expressa
pela relagdo entre a concentragdo media determinada experimentalmente e a concentracao

tedrica, como demonstrado na equacao abaixo:

Concentracio média experimental

Exatidio = x100 (13)

Concentragio tedrica

4.2.3.9.1.5 Precisdo

A precisdo foi determinada em sextuplicata na concentracdo do ponto médio da curva
(15 pg/mL). , a qual foi obtida pela analise de uma mesma amostra, no mesmo laboratério,
realizada por operadores distintos e analisadas em dias diferentes, sendo representada em
coeficiente de varia¢do expressa em porcentagem (CV%), com nivel de significancia inferior a

5%, conforme a resolucdo 166/2017.

4.2.3.9.1.6 Robustez

Para avaliacdo da robustez foram realizadas a analise em triplicata da solucdo da
sinvastatina em lauril sulfato de sodio (0,5%) foi avaliada em triplicata na concentracdo do

ponto médio (15 pg/mL), em uma solugdo com pH acidificado para 1,4 e 7,4.
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4.2.3.9.1.7 Limite de Deteccéo (LD)

O LD foi obtido a partir da divisdo do desvio padrdo (DP) com o coeficiente linear das
curvas de calibracdo do ensaio de linearidade, expressa em triplicata, pela média da inclinacao
da curva (IC) de calibracdo das mesmas, conforme a equagéo 14:

_33x0
T Ic

LD

(14)

4.2.3.9.1.8 Limite de Quantificacdo (LQ)

O LQ foi determinado de forma semelhante ao LD, porém, multiplicando-se os valores

por 10, conforme a equacéo 15.

LQ — 10x0o (15)

IC

4.2.3.9.2 Eficiéncia de encapsulacao

A quantidade de farmaco encapsulado foi determinada por espectroscopia UV-VIS
(Shimadzu® UV-1900, Japdo). Cerca de 2 mg de microparticulas foram dissolvidas em lauril
sulfato de sodio a 0,5% de modo a obter solugdes de concentra¢Bes de 1 mg/mL e centrifugadas
(Centrifuga Hettich® — MIKRO 220 R, Alemanha) a 11.000 rpm durante 30 min. Ao final da
centrifugacdo, aliquotas do sobrenadante foram removidas e analisadas com leituras em
triplicata pelo espectrofotdmetro UV-VIS a um comprimento de onda A de 238 nm que
representard a quantidade de SINV livre presente, de modo a obter solu¢des com concentracoes
tedrica de 15 pug/mL. A concentracdo total do farmaco por sua vez ocorreu pela completa
pulverizacdo das microparticulas em um grau e pistilo, por cerca de 10 min, todo o
procedimento foi realizado em triplicata. Por conseguinte, a quantidade de farmaco encapsulada
foi determinada pela diferenca entre as concentracdes do fa&rmaco total e livre. E a eficiéncia de

encapsulacdo (EE%) foi realizada utilizado a seguinte equacdo:

Quantidade de farmaco encapsulado

EE % =

x100 (16)

Quantidade total do farmaco
4.2.3.9.3 Liberacdo in vitro das microparticulas

O comportamento da liberacdo in vitro das microparticulas foi avaliada usando a
técnica de saco de dialise, simulando o fluido géastrico (pH 1,2) e fluido intestinal (pH 6,8) como
meio de liberagdo. Formulagéo equivalente a 3 mg de sinvastatina foi adicionado em uma

membrana de didlise com peso de corte molecular de 12 000 Da (Sigma-Aldrich®, USA). A
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membrana de didlise foi imersa em 100 mL do meio mantidos a 37 + 0,5 ° C e agitado
constantemente a 100 rpm (Lauril sulfato de sddio (0,5% p/v) em Shaker (Incubadora Tecnal
TE-420, Sao Paulo) adicionado no meio para liberar a sinvastatina mantendo as condi¢es sink.
Foram retiradas amostras no meio de liberacdo em intervalos de tempo predeterminados por
72h, o meio de liberacdo foi imediatamente substituido por 0 mesmo volume, para manter o
volume constante apds a remoc¢do da amostra. As amostras coletadas foram analisadas quanto
ao contedo de sinvastatina liberada usando o espectrofotdmetro UV-VIS (Shimadzu® UV-
1900, Japéo) a 238nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRAQAO DA CELULOSE E ACETATO DE CELULOSE A PARTIR DO Agave
sisalana PERRINE.

O rendimento do processo de extracdo da celulose a partir da droga vegetal foi de
19,0432 +1,3475%. De acordo com os estudos publicados foi utilizado metodologias diferentes
na extracao do polimero para determinar o teor de celulose , entretanto o méetodo obteve valor
relativamente proximo ao teor de celulose estimado aos percentuais obtidos para residuos
agricolas que possuem em média 20 a 60% de celulose (BENDJEFFAL et al., 2018;
KASCHUK; LACERDA; FROLLINI, 2019).

O acetato de celulose (ACT) foi sintetizado a partir celulose extraida de Agave
sisalana, utilizando-se o acido sulfarico como catalisador da reacdo como citado anterioemente.
O rendimento da reacdo de acetilacdo foi estimado em 83,0631 * 3,9%. Este valor é superior
ao rendimento de 76% escrito por Amaral et al. (2019), no qual utilizou a mesma metodologia
de sintese, obtido a partir da celulose do endocarpo do coco de babagu. Como também, mais
expressivo que o rendimento de 74% p/p relatado por Goswami e Das (2019) que utilizaram
outro tipo de catalisador na reacéo, cloreto de zinco, para o obter o acetato de celulose a partir
da celulose proveniente de Alpinia nigra, uma erva pertencente a familia do gengibre.

Nas fotografias como registrados na figura 9 pode-se observar o processo de
branqueamento e purifica¢do. De “A” para “B”, ocorreu a retirada das fragdes soluveis em uma
mistura etanol/acido nitrico (80/20 v/v) mantendo o residuo em contato com solucdo de NaOH;
de “B” para “C”, eliminou-se as ligninas insollveis em &cido por uma reacdo que utiliza clorito
de sodio e acido acético; de “C” para “D” ocorre a separacdo das fragcdes componentes da
holocelulose (celulose — hemicelulose), de “D” para “E” ocorreu o processo de acetilagdo da

celulose por meio da utilizacdo de acido acético.

Figura 9 — Processamento tecnoldgico da droga vegetal ao acetato de celulose.

Fotografias: A- droga vegetal, B- droga vegetal livre de extrativos (purificada), C- holocelulose, D- celulose e E —

acetato de celulose
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5.2 DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES DE FLUXO

Através das andlises, a qual € mostrada na tabela 1, para determinar a facilidade e/ou
a resisténcia ao fluxo, escoamento, compactacdo e compressao dos polimeros de celulose e
acetato de celulose, foram empregadas como uma forma de auxiliar nas projecdes de
equipamentos para armazenamento, transporte ou manipulacdo geral destes solidos e sua

utilizacdo como excipientes farmacéuticos.

Tabela 1 — Propriedades de fluxo da celulose e acetato de celulose

Celulose Acetato de celulose
Valor = DP
Propriedades (n=3)
Densidade aparente (bruta) 0,10 £ 0,05 0,67 £ 0,02
g/mL
Densidade compactada (g/mL) 0,14 £ 0,06 0,77 £0,03
indice de compactibilidade - 50 + 0,00
(9/mL)
Fator de Hausner 0,74 £0,03 0,87 £0,02
indice de Carr 35,10 + 0,07 15,40 + 0,01
Angulo de repouso (°) - 170

Fonte: dados da pesquisa. *DP: desvio padrdo

A densidade de um pd esta diretamente ligada a estrutura das particulas e
consequentemente a capacidade de fluxo e compressdo. Porém ndo ha uma escala para
determinacdo dos limites, mesmo assim representa um parametro importante na etapa de
desenvolvimento de uma formulacéo. Por isso, através da analise entre os dois polimeros pode-
se verificar as diferencas entre as densidades, que comparadas, a celulose acetilada obteve uma
densidade maior do que antes de sua acetilagéo.

Ao observar o indice de compressibilidade, materiais que apresentam indice de
compressibilidade entre de 5% a 15% indicam que o pd apresenta excelentes propriedades de
fluxo, para valores superiores o material apresenta-se com fracas propriedades de fluxo, desta
forma o acetato de celulose pode ser classificado um material de dificil compatibilidade
(C=50%). Entretanto, estes fatores s&o utilizados para prever o potencial de
compactacao/compressdo de um po e ndo a facilidade de ou velocidade com que 0 mesmo flui.

Para tal, avaliacdo do angulo de repouso foi usado.
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Através das densidades volumétricas é permitido avaliar o comportamento do fluxo
através de métodos empiricos como o fator de Hausner (FH) e o indice de Carr (IC). Em
consideracdo para o FH usado para avaliar indiretamente a coesividade dos pés, 0 acetato de
celulose (FH=0,87+ 0,2) como a celulose (0,74« 0,03) mostrou-se material de boa fluidez, visto
que, valores de FH>1,5 s&o classificados como coesivos e inferiores a 1,25 séo considerados
material de boa fluidez.

Ja o IC, permite classificar o acetato de celulose como um material com um bom fluxo
(1C=15,40 + 0,01) e para celulose (35,10 £ 0,07) como fluxo pobre, pois de acordo com Garcia;
Pereira e Dias, (2012) valores de 1C<10% indicam excelente fluxo; IC de 11 a 15% fluxo bom;
IC de 16 a 20% fluxo fraco; IC de 21 a 31% fluxo pobre, por outro lado valores de IC>32% sdo
atribuidos com fluxo muito pobre.

A determinacdo do angulo de repouso é um parametro fisico com a finalidade de
avaliar diretamente a capacidade de um pd em fluir livremente atraves de um orificio para uma
superficie livre. De acordo com Lu et al. (2018) valores de angulo de repouso abaixo de 30°
indica boa fluidez, 30-45° alguma coesividade, 45-55° coesividade verdadeira e superior a 55°
coesdo lenta ou muito alta e fluidez muito limitada. Neste estudo, o &ngulo de repouso de acetato
de celulose foi de 17° indicando uma boa fluidez do po.

Os valores das propriedades reologicas da celulose em comparacdo ao acetato de
celulose, como discutido anteriormente, foram atribuidos como materiais cuja fluidez é pobre,
nédo sendo possivel calcular o &ngulo de repouso, ja que, o po da celulose ndo teve nenhum tipo
de escoamento pelas paredes do funil durante a andlise.

Pode-se afirmar, portanto, que durante as modificagdes quimicas apds acetilacdo da
celulose, o polimero apresentou uma maior fluidez, proveniente de fatores como morfologia,
tamanho e distribuicao das particulas, processo produtivo, area e forca de superficie que podem
ter intervindo no resultado. Por outro lado, essa vantagem apds o processo de sintese pode
influenciar fortemente a eficiéncia no processo industrial, pois envolve opera¢des unitarias
como mistura, transporte pneumatico e alimentagdo através de funis. Nesse sentido as
caracteristicas de fluxo desse material tornaram-se uma questdo relevante para o

desenvolvimento de formas farmacéuticas.
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5.3  GRAU DE SUBSTITUICAO DO ACETATO DE CELULOSE

5.3.1 Viaquimica

O GS é um parametro de extrema importancia pois afeta a solubilidade em diferentes
tipos de solventes, cristalinidade e biodegradabilidade do polimero. Cada unidade de
anidroglicose contém trés grupos hidroxilas livres, ligados ao carbono 2, 3 e 6, portanto,
materiais com diferentes graus de substituicdo (GS) podem ser obtidos. O GS é definido como
sendo o numero médio de grupos hidroxilas, esterificadas com grupos acetilas, por unidade de
anidroglicose da celulose; pode variar de zero, para a celulose, até trés, no caso de um triacetato
de celulose. E a solubilidade do acetato depende do GS dos grupos acetato, por exemplo
celulose (GS=0) é insoluvel na maioria dos solventes (S), mas ao se aumentar 0 GS do acetato
de celulose, a solubilidade se altera (GS ~ 1, S: agua; GS~2, S: tetraidrofurano ou acetona;
GS~3, S: diclorometano ou cloroférmio (CRUZ et al., 2011; LIAKOS et al., 2016)

O acetato de celulose sintetizado a partir da celulose extraida do Agave sisalana
apresentou um valor de grau de substituicdo (GS) de 2,72 + 0,27 que se refere ao nimero de
grupos hidroxilas substituidas das unidades anidroglucose por grupos acetila e uma
porcentagem de grupos acetil (GA) de 42,26% =+ 2,54, valor caracteristico de triacetato de
celulose. Como reportado por de Melo Brites et al. (2020) quando o valor de GS encontra-se
acima de 2,5 esta correlacionado com o triacetato de celulose.

Seu alto valor encontrado deve-se a alta solubilizacéo da lignina e sua remocao eficaz
no processo de extracao, pois a lignina compete com a celulose pelos reagentes da acetilacéo e
consequentemente uma alta quantidade deste composto pode diminuir a capacidade de
acetilacdo da celulose. Durante esse processo de acetilagdo um dos principais reagentes
envolvido no processo € 0 NaOH, pois este leva ao inchamento das fibras quebrando as ligacdes
intra e intermoleculares, desdobrando a regido cristalina da fibra, aumentando a disponibilidade
dos grupamentos hidroxilas (OH) da celulose para anidrido acético, quando adicionado durante
0 processo da reacdo, melhorando assim a ativacdo da celulose para o processo de acetilacéo
(CANDIDO; GODOY; GONCALVES, 2017).

5.3.2 RMN-H

O RMN é uma das técnicas mais utilizadas para determinacao da elucidacao estrutural

de moléculas organica, oferecendo informacdes sobre o nimero de atomos magneticamente
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distintos do is6topo estudado na molécula. Desta forma, o espectro RMN-H para o acetato de

celulose é mostrado na figura 10:

Figura 10 — Espectros de RMN-!H do acetato de celulose
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No deslocamento 7,26 ppm evidencia o pico do solvente, na estrutura 0os atomos de
hidrogénio mostram dois grupos de sinais, o de ressonancias de protons do anel de glicose
(3,53- 5,10 ppm) e a ressonancia correspondente aos prétons metilicos do grupo acetato (1,23-
2,19 ppm). A partir dos deslocamentos quimicos foi possivel calcular GS pelo método de RMN
do préton referente a 3,49. Segundo a literatura, este valor revela uma excelente concordancia
com os valores experimentais, ficando claro que foi formado o triacetato de celulose a partir da
celulose de Agave sisalana Perrine (EL NEMR et al., 2015; FAN; LIU; LIU, 2010).

5.4  CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS
5.4.1 Determinacdo do rendimento das microparticulas

As microparticulas desenvolvidas a partir do acetato de celulose do Agave sisalana
pelo método de nebulizacgdo por spray-dryer apresentou um rendimento de 21,96 + 7,60%. Este
rendimento deve-se a diferencas cinética de precipitacdo de droga e do polimero bem como
alteragcdes na composicéo do solvente utilizado, como Edgar (2007) evidencia em seu estudo.

Outros fatores podem ter evidenciado a reducdo do rendimento, como a proporgao entre o
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farmaco e o polimero, bem como a perda do material durante o processo de atomizagéo, como

ja foi reportada no estudo de Jelvehgari et al. (2012).

5.4.2 Morfologia
5.4.2.1 Microscopia éptica

A analise morfologica para o acetato de celulose obtida através da microscopia Optica
é mostrada na figura 11. As particulas apresentaram forma e tamanhos irregulares com

rugosidades em sua superficie.

Figura 11 - Fotomicrografias do acetato de celulose obtidas através do microscopio dptico.

Fonte: dados da pesquisa. Ampliagcdes de 140X e 1400X

A fotomicrografia da sinvastatina como mostrado na figura 12 confirmaram que o
farmaco possui forma irregular e cristalina, o que difere das microparticulas sem farmaco
(MPSF) e das microparticulas com farmaco (MPCF) com formato praticamente amorfo esférico
como observadas nas figuras 13 e 14. Este fato sugere que existe uma redugdo no tamanho de
particula, indicando formacdo de uma dispersdo sélida, como reportado por Ganesan et al.
(2015).

Figura 12- Fotomicrografias da sinvastatina obtida através do microscépio optico.

Fonte: dados da pesquisa. AmpliacGes de 140X e 1400X
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Figura 13 - Fotomicrografias das microparticulas sem o farmaco.

Fonte: dados da pesquisa. Ampliagcdes de 140X e 1400X.

Figura 14- Fotomicrografias das microparticulas com o farmaco.

Fonte: dados da pesquisa. Ampliacfes de 140X e 1400X.

As MPSF e MPCF apresentam-se como po fino, branco e pouco aderente a superficies
de vidro. As fotomicrografias obtidas através do microscopio Optico, evidenciam que estas
apresentam estruturas de formato esférico, na escala micrométrica, em aglomerados que podem
ter sido formados durante a secagem, devido ao processo de emulsificacdo ou pela presenca da
umidade na amostra (BRASSECO et al., 2019).
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5.4.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A anélise morfoldgica obtida por meio do MEV permitiu avaliar as amostras em
relagdo a sua morfologia. A imagem obtida da celulose e acetato de celulose esta apresentada

na figura 15 e 16 respectivamente.

Figura 15— Fotomicrografias da celulose obtidos por MEV.
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Fonte: dados da pesquisa. Aumento de 200x e 500x

Figura 16 - Fotomicrografias do acetato de celulose obtidos por MEV.
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Fonte: dados da pesquisa. Aumento de 200x e 500x.

A imagem da celulose através do MEV difere-se do acetato de celulose por revelar-se
com uma estrutura de rede com superficie fibrosa, caracteristico de materiais lignocelulésicos,

como reportado na literatura por Melikoglu et al. (2019). Ja ap0s sua acetilagdo é perdido sua
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caracteristica fibrosa, aparenta ser estruturalmente lisa, com formas e dimens6es irregulares e
com rugosidades suaves em sua superficie. Essa mudanca morfologica pode ser explicada pela
substituicdo dos grupos hidroxila das unidades de glicose por grupos acetila, que antes do
processo de acetilacdo estavam envolvidas na ligacdo de hidrogénio inter e intra-molecular,
dando origem a estrutura da rede (AMARAL et al., 2019; GOSWAMI; DAS, 2019).

Para as MPSF e as MPCF apresentadas na figura 17 e 18 respectivamente, ambas
evidenciam particulas em formato esférico, com superficie aparentemente lisa, com pouca
rugosidade e tamanhos variados. O formato esférico facilita 0 escoamento do material e 0s
tamanhos variados as particulas menores acomodam-se nos intersticios das maiores, facilitando
acomodacéo das particulas (MATOS-JR et al., 2017). Em geral, observa-se que a maioria das
particulas sdo agregadas provavelmente devido aos processos de secagem por spray-dryer ou
durante as etapas de emulsificacdo como relato por (BRASSESCO et al., 2019). J& a presenca
de deformidades visivelmente presentes em algumas particulas de acordo com Ye, Woo e
Selomulya (2019) deve-se a transferéncia mais rapidas de calor e massa da gota, ou seja, ao
processo de secagem mais rapido, que estruturalmente também podem ser observadas em
sistemas microparticulados com caracteristicas semelhantes produzidas por Guerreiro et al.
(2019), obtidos pelo mesmo processo de secagem, como também a energia fornecida (fétons
de elétrons) do equipamento pode ter promovido uma menor protecdo das microparticulas na

superficie favorecendo sua deformagéo.

Figura 17 — Microscopia eletrdnica de varredura das microparticulas sem o farmaco
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Figura 18 — Microscopia eletronica de varredura das microparticulas com o farmaco
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Fonte: dados da pesquisa. Aumento de 500x e 5000x

5.4.3. Propriedades fisico-quimicas das microparticulas

As propriedades fisico-quimicas das microparticulas otimizadas sdo apresentadas na
tabela 2. Como relatado anteriormente o método de secagem por spray-dryer pode ndo exibir
uniformidade no tamanho das particulas, no entanto a média dos diametros foi na ordem entre
1842 a 1857 nm, garantindo dessa forma a formacao de microparticulas com baixo valor de
PDI de 0,278 para as MPCF, expressando uma distribuicdo de tamanho estreita, ou seja, a
maioria das microparticulas estdo na mesma faixa de tamanho e a técnica utilizada foi eficiente
para producédo de particulas de tamanho homogéneo pois valores de PDI<0,3 séo geralmente
valores 6timos para indicar distribuicdo homogénea de sistemas microparticulados. O valor do
PDI das MPCF houve um ligeiramente aumento em comparacdo com as MPSF, fendmeno
comumente observado ap6s incorporacdo do farmaco na matriz polimérica (RI1ZVI et al., 2019;
ZHANG et al., 2009).

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas das MPSF e MPCF.

Parametros MPSF MPCF
Tamanho de particula (nm) 1842,74 £ 4,100 1857,36 + 1,300
PDI 0,229 + 0,040 0,278 + 0,008
Potencial zeta (mV) -3,79 £ 0,260 -4,45 + 1,120

Fonte: dados da pesquisa.
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O potencial zeta é a medida da carga superficial liquida e a estabilidade de muitos
sistemas coloidais esta diretamente relacionada a magnitude do seu potencial zeta. Os valores
de potencial zeta proximo ao zero configuram auséncia de carga superficial das microparticulas,
0 que pode levar & agregacdo das particulas, ja valores altos de potencial zeta conferem
estabilidade a dispersao coloidais, impedindo a agregacao devido a repulsdo eletrostatica entre
particulas com carga semelhante. MPCF mostraram um potencial zeta cerca de -4,45 mV o que
ndo é significativamente diferente da MPSF -3,79 mV. Os valores propdem que o baixo
rendimento obtidos pelo método de secagem na obtencdo das microparticulas deve-se ao
potencial zeta reduzido, por ter uma caracteristica de agregacdo mesmo antes do processo de
secagem, como pode ser observado pela analise morfolégica das microparticulas. Como
também pode ser elucidado devido as camadas do polimero nas microparticulas deslocarem o
plano de cisalhamento para uma distancia maior da superficie da particula levando, portanto, a
uma reducdo do potencial zeta medido (HONARY; ZAHIR, 2013).

5.4.4 Comportamento térmico das microparticulas
5.4.4.1 Termogravimetria (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) é uma analise térmica em que a variacao de massa
da amostra (perda ou ganho de massa) é determinada como uma funcéo da temperatura e/ou
tempo, enquanto a amostra é submetida a uma programacgdo controlada de temperatura e
atmosfera. Importante na area farmacéutica pois fornece informacgdes sobre reacdes de
decomposicéo, oxidacgdo, e de processos fisicos como vaporizacdo, sublimacao e dessor¢do. A
analise térmica do composito de acetato de celulose, alcool polivinilico, sinvastatina e
microparticulas sem e com o farmaco estdo apresentados na figura 19 na faixa de temperatura
de 25-900 °C e as respectivas temperaturas com a perda de massa estdo mostradas na tabela 3.
Os resultados obtidos do TGA para o acetato de celulose nas temperaturas entre 31-214°C
compreende a faixa media de temperatura atribuida a fase de dessorcdo de dgua e evaporacao
de compostos volateis com perda de massa de Am = 4,335%. Nas temperaturas de 214 °C-402
°C, representa a maior perda de massa em torno de Am = 72,182%, ao qual esta relacionada
com a decomposicao pirolitica do esqueleto da cadeira polimérica do acetato de celulose e a
decomposicdo das cadeias de lignina e hemiceluloses (GOSWAMI; DAS, 2019). Ja nas
temperaturas entre 402-605 °C temos a carbonizacdo e degradacdo do polimero com perda de

peso de Am = 22,485%, revelando uma alta estabilidade térmica para o acetato de celulose.
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Figura 19 — Curvas de TG das amostras.
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Fonte: dados da pesquisa

Por outro lado, para a curva termogravimétrica do PVA ocorre e trés etapas de
degradacdo, a primeira etapa corresponde a evaporacdo da agua fisicamente absorvida (39-224
°C, Am = 6,82%), a segunda etapa (224-397 °C, Am = 70,8%) deve-se a desidratacdo da cadeia
molecular do PVA e a terceira etapa (397-560 °C. Am = 22,35%) ocorre as principais cisdes da
cadeia de PVA. Como foi previsto por (VANJERI et al., 2019).

A decomposic¢do térmica da sinvastatina ocorre em quatro etapas. A primeira etapa
ocorre em temperaturas 38-145 °C com uma perda de massa de Am= 3,61. A segunda perda de
massa ocorre no intervalo de temperatura de 198-330 com perda de massa de Am= 69,89%

decorrente da degradacdo do farmaco, a terceira etapa ocorre com 330-382°C perda de massa
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Am= 14,15% e a Ultima etapa com perda de massa Am= 12,25% entre a temperatura de 382-
483 °C.

Para a mistura binaria do ACT + PVA é composto por quatro etapas de decomposicao,
iniciando em 31 °C com uma perda de umidade de 6,40%, a perda maxima de peso entre 200 e
400 °C atribuida a degradacdo de ACT e PVA. Ja terceira etapa de peso entre 400 e 500 °C esta
relacionada ao principal evento de degradacéo térmica do PVA.

As curvas da mistura de ACT + SINV mostraram decomposicdo térmica em cinco
etapas, o primeiro entre 40-138 °C referente a desidratacdo, o segundo e o terceiro evento
referentes a decomposicdo térmica e a quarta e a Gltima referente a carbonizacdo da mistura.
N&o ocorrendo reducédo da estabilidade térmica da sinvastatina quando em mistura,

A mistura do PVA + SINV foi realizado em quatro etapas, iniciando em 39°C
correspondendo a evaporacao da dgua, a segunda entre 181-296 °C com perda de massa Am =
37,8 % comportamento semelhante da sinvastatina e do terceiro estagio entre 296-408 °C com
perda de massa de Am =37 % e a Gltima entre 408-568 °C com perda de massa de Am = 19,72
% decorrentes da degradacdo do farmaco e das principais cadeias do PVA.

Tendo em vista 0s eventos relacionados do farmaco e dos polimeros adicionados na
formulacdo, a degradagdo das MPSF e MPCF foram avaliadas por TGA. A dessorcdo da dgua
adsorvida, que acontece na faixa de 60-100 °C e o principal evento de perda de massa tem inicio
proximo a 300 °C. Embora sejam qualitativamente semelhantes, as curvas apresentam
deslocamentos quantitativos que modificam a estabilidade térmica. O grafico demonstrou que
para as MPSF na faixa de temperatura entre 205-327 °C houve uma perda de massa de Am =
56,00%, ja para as MPCF houve uma perda de massa de Am= 37,15% com uma faixa de
temperatura maior de degradacéo entre 224-326°C. Portanto, a antecipacdo dos eventos das
MPSF pode estar relacionada com maior estabilidade térmica das microparticulas na presenca
de sinvastatina na formulagdo em comparagdo com as MPSF. Devido as formulagcfes obterem
uma maior proporc¢do do &lcool polivinilico podem ter propiciado os eventos de degradacao

serem semelhantes ao do polimero.
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Tabela 3 — Resultados de decomposigéo térmica através da analise de termogravimetria.

Amostra Eventos Faixa de temperatura (°C) Massa (%)
1 31-214 4,335
Acetato de celulose 2 214-402 72,182
3 402-605 22,485
1 39-224 6,82
PVA 2 224-397 70,80
3 397-560 22,35
1 38-145 3,61
Sinvastatina 2 198-330 69,83
3 330-382 14,15
4 382-483 12,25
1 31-155 6,40
ACT + PVA 2 155-245 12,31
3 245-408 60,15
4 408-570 16,45
1 40-138 4,04
2 138-228 14,49
SINV + ACT 3 228-309 23,27
4 309-427 47,68
5 427-578 8,00
1 39-144 4,30
SINV + PVA 2 181-296 37,8
3 296-408 37,0
4 408-568 19,72
1 31-121 5,00
Microparticula sem 2 121-205 2,47
farmaco 3 205-318 56,00
4 318-398 27,71
5 398-515 8,76
1 32-134 7,82
Microparticula com 2 134-224 4,52
farmaco 3 224-326 37,15
4 326-408 40,76
5 408-510 8,75

Fonte: dados da pesquisa

5.4.4.2 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A DSC é utilizada para medir a diferenca de fluxo de calor entre uma substancia e um

material de referéncia em funcdo de um programa de aquecimento ou resfriamento. Na area
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farmacéutica é utilizada na caracterizacdo térmica e determinagdo da pureza de farmacos,
estudos de compatibilidade entre os constituintes da formulacdo e identificacdo de
polimorfismo com determinacdo das entalpias de cada forma cristalina. As propriedades
térmicas da sinvastatina pura, acetato de celulose e as microparticulas sem e com farmaco foram

avaliados por DSC, os gréaficos sdo exibidos na figura 20.

Figura 20 — Curvas de DSC das amostras.
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Fonte: dados da pesquisa

A curva de DSC para o acetato de celulose apresenta um evento endotérmico com
méaxima de 80°C associada a dessorcdo da agua ligada a estrutura do derivado celulésico.
Podendo ser atribuido a interacdo da &gua com a matriz polimérica. Evento também observado
em (CANDIDO et al., 2017). A faixa de temperatura que caracteriza a transigdo reversivel do

estado vitreo para o estado maleavel sem ocorréncia da mudanca estrutural, devido a mobilidade
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das cadeias da fase amorfa, pode ser observada na temperatura de 181 °C, denominada de
temperatura de transicdo vitrea. O pico exotérmico em 186 °C esta associado ao processo de
cristalizacdo do polimero. Correlacionando com os dados da andlise termogravimétrica um
amplo evento endotérmico entre 220-300 °C sugere-se esta relacionado ao processo de
degradacdo gradual do polimero.

As medidas de DSC para amostra do PVA, é possivel identificar dois eventos
endotérmicos, 0 que acontece em temperatura mais baixa de 98,53°C € caracteristico da
desidratacdo do polimero. Com um pico endotérmico com um maximo em 194,16 °C, sendo
este atribuido ao ponto de fusdo do PVA semicristalino.

A curva de DSC da sinvastatina pura apresentou um evento endotérmico acentuado
em 139,62 °C com valor de entalpia em torno 4H= 49,81 J/g, caracteristico do ponto de fusao
do farmaco cristalino. O Merck Index (2013) preconiza que os cristais de sinvastatina possuem
ponto de fusdo entre 135-138 °C, j& dados da literatura foi caracterizada o DSC com faixa
compreendida entre 136-140°C para mesma razdo de aquecimento (10 °C/min). Nenhum evento
de transicao cristalina apareceu e nao houve duplicidade de ponto de fusdo, descartando a
principio a presenca de polimorfos na sinvastatina. Desta forma, a partir dos dados
experimentais obtidos, o grau de pureza para a sinvastatina corresponde ao percentual de
99,45%, inferindo-se que a substancia analisada tem alto grau de pureza e que a diferenga de
temperatura pode ser explicada pela razdo de aquecimento e equipamento utilizado durante a
analise (ANZAR etal., 2018; LU et al., 2019; PARHI; PADILAM, 2018).

Nenhum pico caracteristico da fusdo da sinvastatina foi encontrado na curva de DSC
obtida a partir da MPCF, sendo semelhantes ao dos polimeros. A auséncia da transicdo de fase
possui evidéncias de que a sinvastatina (SINV) esta em seu estado amorfo, sugerindo que o
mesmo esteja homogeneamente disperso na matriz polimérica ao nivel molecular do sistema
(HARISA; BADRAN, 2015). Esses resultados estdo de acordo ao encontrado por Webber et
al., (2018) em que o processo de encapsulacdo ou a menor quantidade do farmaco em
comparagdo com a dos polimeros utilizados na formacdo das microparticulas, podem ter
propiciado amorfizacao do farmaco.

Para a mistura do ACT + PVA séo observados dois eventos endotérmicos, no entanto
um evento largo em torno de 78,05°C pode ser devido a desidratagdo dos polimeros. Nota-se
que a temperatura de fusdo do conteudo do PVA permaneceu aproximadamente inalterada em
torno de 179,76°C.

J& a curva de DSC das misturas binarias PVA+SINV e ACT+SINV, afim de avaliar se

ocorre interacOes entre elas observa-se picos endotérmicos caracteristico de fusdo da
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sinvastatina que sdo bem definidos e intactos a uma faixa de temperatura de 137-139°C, como
da sinvastatina pura, sugerindo que houve manutencédo do estado cristalino do farmaco apos a
mistura com os polimeros. Por isso, pode-se sugerir que ndo houve interacdo fisica entre o
farmaco e os excipientes na formacao das microparticulas. Quanto ao AH (J/g) dessas misturas,
houve reducédo de cerca de 50% de seu valor em relagdo a sinvastatina pura, visto que se trata

de misturas fisicas na proporc¢édo 1:1.

Tabela 4 — Resultados dos eventos calorimétricos das amostras.

Amostra Evento Tpico (°C) AH (J.g?)
Primeiro 144,18 0,2529
Segundo 181,82 0,8845
ACT Terceiro 186,00 0,3890
Quarto 268,82 25,18
Primeiro 98,53 41,30
PVA f Segundo f 194,16 : 40,08
SINV Primeiro 139,62 49,81
Primeiro 78,50 9,903
ACT + PVA Segundo 179,76 11,36
Primeiro 50,36 19,64
: Segundo 137,15 22,64
ACT + SINV Terceiro 190,17 17,38
Primeiro 139,09 17,47
SINV +PVA Segundo 182,74 11,91
Terceiro 249,22 36,86
MPSF Primeiro 164,78 2,338
Segundo 261,88 25,37
MPCF Primeiro 140,92 0,5217
Segundo 161,76 3,591

Fonte: dados da pesquisa

5.4.5 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de Infravermelho com Transformada em Fourier (FTIR) foi utilizada
para confirmar a presencga de grupos funcionais especificos em microparticulas de acetato de
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celulose carregadas com sinvastatina, avaliando-se a possivel interacdo do farmaco com a
matriz polimérica e a integridade de encapsulacdo das microparticulas de acetato de celulose.
As bandas de absorcao para o ACT, PVA, SINV, MPSF e as MPCF estdo apresentadas na figura
21.

Figura 21 — Espectro de FTIR para o acetato de celulose (AC), alcool polivinilico (PVA),
sinvastatina (SINV), microparticula sem o fa&rmaco (MPSF) e microparticula com o farmaco
(MPCF).
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Fonte: dados da pesquisa

O acetato de celulose produzido a partir da celulose extraida do Agave sisalana
mostrou um perfil do espectro na regido do infravermelho, através de FTIR, semelhante ao
esperado para este polimero. As bandas que corroboram para essas mudancas foram: bandas de
baixa intensidade entre 3700 e 3200 cm™, que sdo atribuidos ao estiramento de grupos
hidroxilas remanescentes na estrutura quimica do polimero, como resultado da substituicao dos
grupos OH livre pelos grupos acetil, obtendo uma confirmacdo qualitativa do grau de
substituicdo do polimero comparada com a intensidade da banda de absor¢do do grupamento

carbonil; banda intensa em 1745 cm™, atribuida ao estiramento da ligagdo C = O do grupo éster
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que estd presente na estrutura do grupo acetil; ascensdo da banda em 1368 cm? ,
correspondendo a vibracao de ligacdo CH, que esta presente na estrutura do grupo acetil; uma
banda intensa em 1035 cm™ referente a vibragdo da ligagdo C — O, responsavel pela ligacéo
entre a celulose, em 1033 cm* correspondendo a ligagio C-O-C de vibragéo de anel de piranose
e 0 grupo acetil e banda em 900 cm™ para as vibragdes de deformagéo dos grupos COC, CCO
e CCH (CANDIDO; GODOY; GONCALVES, 2017; PANDELE et al., 2018).

Para 0 PVA uma intensidade de absorbancia tipica a 3305 cm™ atribuida ao grupo OH.
A banda aguda visto em 2945 cm™* denota o alongamento CH dos grupos alquila, enquanto que
as bandas em 1424 e 1373 cmtindicam vibragGes de CH. O estiramento carboxilico (C=0) é
observada em 1722 cm™. Ja em 1095 e 838 cm™ indicam o estiramento C-O correspondente aos
grupos do alcool (QI et al., 2018; WANG et al., 2019).

O espectro do FTIR da sinvastatina apresentou-se uma banda especifica em 3548 cm’
L resultante de vibrag@es de alongamento OH do alcool, em 3008 cm™ referente ao estiramento
olefinico C-H, 2937 cm™ e 2875 cm™ estiramento assimétrica e simétrico de vibragdo de
alongamento de C-H da metila e metileno. Além disso em 1700 cm™ e 1694 cm™ associado ao
estiramento C=0 de lactona e C=0 do éster, em 1468 cm™ e 1392 cm™ nota-se a vibragéo de
flexdo da metila e do metileno C-H e 1273 cm™ refere-se a vibragéo de flexdo lactona e éster
C-O-C. Em 1073 cm referente ao estiramento do alcool secundario do estiramento C-O e por
fim em 870 cm™ a vibragdo C-H da olefina trissubstituida (BALATA et al., 2016; PARHI;
PADILAM, 2018; YASAEI et al., 2019).

Os resultados das MPSF e das MPCF pode-se afirmar que ndo houve diferencas,
promovendo praticamente sobreposices. No entanto para as microparticulas contendo a
sinvastatina, as bandas de absorcdo caracteristica do farmaco desapareceram, deslocaram-se ou
substituiram-se pelas bandas dos polimeros indicando o aprisionamento da sinvastatina em
microparticulas na matriz polimérica, que podem ser parcialmente atribuidas ao baixo teor de
carga de sinvastatina e maior quantidade dos polimeros presentes no sistema. Resultados e
conclusbes semelhantes foram encontrados por alguns autores para 0 mesmo principio ativo
como para outros bioativos incorporados em sistemas poliméricos. As principais banda de
absorcdo encontra-se na tabela 5 (FATHI et al., 2018; GAVINI; KONIJETI; NAGARAJU,
2015; PAULO; SANTOS, 2018).
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Tabela 5 — Principais bandas observadas nos espectros de FTIR das amostras

Amostras O-H C-H C-O C=0 C-O-C
AC 3552 2917 1035 1745 1033
PVA 3305 2945 1095 1722 -
SINV 3548 3008 1043 1700 1273
MPSF 3299 2945 1087 1715 -
MPCF 3309 2943 1087 1715 -

Fonte: dados da pesquisa
5.4.6 Difrago de raios-X (DRX)

A figura 22 representa os difratogramas de raio X do acetato de celulose, sinvastatina,
PVA, MPSF e das MPCF, sendo a melhor técnica para caracterizacdo de estrutura cristalina
dos materiais. Analisando o difratograma para o acetato de celulose apresentando amplo halo a
26=20°, também conhecidos como halo de Van der Waalls caracteristico de regiGes amorfas
que é normalmente encontrado nos polimeros organicos (FREITAS; SENNA; BOTARO, 2017;
WAN DAUD; DJUNED, 2015). Reflexdes proximo de 26=10°, 12,76° indicam que a posi¢ao
do pico ¢ advertida a geracéo de um distdrbio, demonstrando que a celulose foi acetilada, sendo
atribuidas a principal caracteristica da regido semi-cristalina do acetato de celulose. Essa menor
exibicdo da cristalinidade deve-se ao fato de que as ligagfes de hidrogénio inter e intra-
moleculares da celulose foram quase completamente quebradas durante a substituicdo dos
grupos hidroxila pelos grupos acetila (CHEN et al., 2016).

O padréo de difracdo para o PVA revela trés reflexdes principais em 26=19,5°, 22,7,
40,7. Com reflexdes semi-cristalinas amplas e alargadas principalmente em 26=19,5° 22,7 que
é resultado das fortes ligacGes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares entre a cadeia
molecular do PVA (ELASHMAWI; MENAZEA, 2019).

A andlise dos difratogramas de raio X da sinvastatina demonstra um padrao tipico de
difracdo de raio X bruto. Revelando varios picos de difracdo localizado em 26=10,9°, 13°,
14,92°, 15,58°, 16,54°, 17,32°, 17,7°, 18,88°, 19,36°, caracteristico de farmaco com natureza
cristalina, com reflexdes dominantes (dubleto) em torno de 17,5°. Esse padrdo é compativel
com o relatado na literatura para a forma polimérfica I. Caracterizado como sendo a forma
solida mais estavel quando comparada com as trés identificadas até o momento (LU et al., 2019;
QIAO et al., 2017).
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A natureza cristalina da sinvastatina pura pode ser perdida durante a
microencapsulacédo devido ao método de evaporacdo do solvente utilizado na preparagdo. Por
isso, ao observar os padrbes de difracdo acima mencionados da sinvastatina para as MPCF,
sugere-se que o farmaco estd disperso molecularmente na matriz de acetato de celulose,
formando assim um sistema matricial e que confirma claramente que a sinvastatina ndo se
cristalizou na matriz lipidica (QIAQ et al., 2017). Apresentando-se com uma reflexdo de maior
intensidade em 26=19,34° que esta associada a organizacdo das cadeias poliméricas. Em
conjunto com a anélise do DSC observa-se uma boa concordancia com os resultados, sugerindo

a presenca da sinvastatina distribuido no nucleo lipidico sélido em uma forma amorfa.

Figura 22 — Difratogramas das amostras.
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5.4.7 Avaliacdo cinética de liberacao do farmaco a partir do sistema
5.4.7.1 Validacédo do método analitico para a quantificacéo da sinvastatina.

Para a validagédo por espectrofotometria de absor¢éo no ultravioleta/visivel (UV/VIS)
do método de doseamento da sinvastatina incorporado nas microparticulas de acetato de
celulose, utilizou-se os parametros: seletividade, linearidade, exatidao, repetibilidade (precisao
intracorrida) e robustez exigidos pela resolucdo RDC. 166/2017 que dispde sobre validacdo de
métodos analiticos e da outras providéncias.

A varredura espectrofotométrica na regido de 190 a 400 nm, de uma solucdo de
farmaco em solugéo de lauril sulfato de sodio (0,5%) na concentracdo de 1 mg/mL apresentou-
se no comprimento de onda de 238 nm com o valor maximo de absorbancia para a sinvastatina,
como observado na figura 23. Desta forma, para a validagdo do método de quantificacdo bem

como nas posteriores analises realizadas, foi utilizado o comprimento de onda de 238 nm.

Figura 23 — Espectro de varredura de 190 a 400nm, apresentando trés picos de absorcdo, sendo
0 comprimento de onda de 238 nm correspondente a absor¢do maxima do farmaco.
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Fonte: dados da pesquisa.

A seletividade do método esta relacionada com o evento de deteccdo de uma amostra
mesmo na presenca de outros componentes. Por isso para verificar a seletividade foram obtidos
espectros de varredura da solucdo de SINV, MPSF e MPCF (Figura 24) em uma faixa de
comprimento de onda de 190 nm a 400 nm. No qual, pode ser observado que no espectro da
sinvastatina mostraram-se trés picos de absorcdo caracteristico do farmaco, para as MPSF 0s
trés picos nao foram observados e possivelmente a presenca do pico maximo deve estar abaixo

de 190 nm, ja para as MPCF mostraram a prevaléncia dos trés picos caracteristicos da SINV.
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Portanto, a metodologia analitica especifica a sinvastatina mesmo na presenca de outros
constituintes da microparticula que podem estar presentes (tragos do polimero acetato de

celulose e PVA), impurezas ou produtos de degradacéo, demostrando seletividade.

Figura 24 — Espectro de varredura das MPSF e MPCF evidenciando a formagéo dos picos

caracteristicos do farmaco.
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Fonte: dados da pesquisa.

O meétodo proposto por espectrofotometria através da linearidade foi construido em uma
faixa de concentracdo minima de 3ug/mL e uma concentragdo maxima de 30 pg/mL, que pode
ser descrita através da equacdo y= 0,05993x + 0,02647, enquadrados em faixa analitica
especificada. A fim de comprovar estatisticamente se os dados apresentam a suposta relacdo
linear entre a concentracdo (ug/mL) e a absorbancia na linearidade, foi utilizada a anélise de
variancia (ANOVA) da regressdo para o teste da significancia do modelo, utilizando a
estatistica t-student para obter o teste de hipoteses. As hip6teses a serem testadas pela analise
de varidncia na regressao sdo: hipotese nula (Ho) ndo ha correlacéo linear significativa entre a
concentracdo e a absorbancia e a hipotese alternativa (H1) diz que ha correlacgdo linear entre as

variaveis.
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A seqguir a tabela da analise de variancia na regressdo (ANOVA) pode ser definida

conforme tabela 6.

Tabela 6 — Anélise de Variancia na Regressdo (ANOVA).

Gl SQ MQ Fo (calculado)
Modelo 1 8,0011899 8,0011899 F1,28
31284,90875
Residual 28 0,007161067 0,000255752 -
Falta de Ajuste 8 0,003173733 0,000396717 Fs,20
1,989884635
Erro puro 20 0,003987333 0,000199367 -
Total 29 8,008350967 - -

*gl: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; MQ: quadrados médios.

Fonte: dados da pesquisa.

A estatistica do modelo tem distribuicdo F de Fisher-Snedecor com 1 grau de liberdade
ao nivel de significancia de 5%. Estes valores esperados nos sugerem que o valor de Fo(i,2s)
calculado é maior que o Ftabelado(s,2s) que corresponde na tabela de distribuigéo 4,196. Portanto
deve-se rejeitar Ho, com evidéncias estatisticas de que ha correlacdo linear entre a absorbancia
e concentracao da sinvastatina. Para avaliar se 0 modelo de regressao linear é adequado, o teste
da falta de ajuste (Lack Of Fit) é utilizado pois assume que a normalidade, independéncia e
homocedasticidade das variancias dos residuos sejam validos. As hipOteses a serem testadas
pelo teste da falta de ajuste sdo: hipotese nula (Ho) modelo linear adequado e para hipdtese
alternativa (H1) modelo linear inadequado. Ao nivel de significancia de 5% o valor de Fcs 20
calculado é menor que o Fs 2o tabelado que assume um valor no modelo de distribuicéo tabelado
de Ftg20-2,447. Portanto, aceita-se Ho e conclui que a falta de ajuste ndo é significativa com
evidéncias estatisticas que o modelo utilizado é adequado.

Medidas de associagio como o coeficiente de determinacdo (R?) ira representar a
proporcao de variabilidade de y explicada pela variaveis regressoras. Assim, quanto mais
proximo o RZestiver de 1, maior é a explicagio da variavel resposta pelo modelo ajustado e
quanto melhor o modelo de regressdo se ajustar a seus dados, maior o valor de R% O R?
determinado pelo modelo de regressdo do estudo foi de 0,9991 para um intervalo de confianca
de 95%. Esse valor nos diz que 99,91% da absorbancia obtida da sinvastina pode ser explicada
por sua concentracdo. A curva analitica da sinvastatina, demonstrando sua linearidade encontra-

se na figura 25.
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Figura 25 — Curva analitica das solugdes da sinvastatina em lauril sulfato de sédio a 0,5% nas
concentracdes de 3 a 30 pg/ml.
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Fonte: dados da pesquisa.
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Enquanto que a distribuicdo F é usada para realizar teste de hipoteses da equacao da

reta de regressdao como um todo, a distribuicdo t é usada para realizar testes de hipoteses dos

coeficientes da reta de regressdo. Portanto a significancia do coeficiente de regressao foi

determinada através do teste t-student, com os resultados previstos na tabela 7. Utilizando a

tabela de distribuicdo t, para Ho: B=0 e para Hi. B#0 pode-se observar que valor-p dos

coeficientes sdo < 0,05 evidenciando que a hipotese nula é falsa. Desta forma, podemos afirmar

com 95% de confianca que o coeficiente angular da reta é diferente de zero, ou seja, sdo

estatisticamente significativos.

Tabela 7 — Teste de significancia do coeficiente angular

Coeficientes Erro Estatisticat Valor-p 95% 95%
padréo inferiores = superiores
Intersecéo 0,026466 0,006307 @ 4,196108  0,000248 @ 0,013546 = 0,039387
Variavel X 0,059933 0,338845 176,8754 3,12E-44  59,23924 60,62743

Fonte: dados da pesquisa.

Para que os resultados sejam confiaveis, as precisdes do modelo ajustado devem ser

avaliados. Com andlise dos residuos é possivel investigar adequalibilidade de um modelo de
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regressdo. Através da analise grafica dos residuos, como demonstrada na figura 26, pode-se
concluir que cada residuo encontra-se proximo a zero, com variancia constantes e concentrados
entre -0,001 a 0,0008 e que aproximadamente a quantidade dos valores positivos e negativos
dos residuos encontram-se equivalentes, indicando aleatoriadade. Por isso pode-se sugerir que
0 modelo é adequado advertindo um comportamento esperado para distribuigdo dos erros.

Figura 26 — Distribuicao da analise dos residuos.
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Fonte: dados da pesquisa

O teste de Durbin-Watson foi utilizado para detectar estatisticamente a dependéncia nos
residuos de uma analise de regresséo. A estatistica do teste é dada por Dw= 1,742724. Assim
com n=30 e k=1 variavel explicativa temos que d.=1,25 e dy,=1,38. Considerando que a hipotese
Ho ird nos dizer que ndo existe autocorrelagdo entre os residuos e o Hi nos dird que ha
autocorrelacdo. Como dy=1,38<1,742724<4-d,=2,62, n&do rejeitamos Ho e, portanto, podemos
afirmar que ao nivel de confianca de 95%, que os residuos sdo independentes.

A partir da curva analitica foram calculados os pardmetros de sensibilidade do método,
sendo eles, o LD de 0,3116 pg/mL e o LQ de 1,0387 pg/mL. Analisando os valores do método
proposto apresentam-se com excelente sensibilidade, visto que durante a dissolucdo/liberacao
do farmaco se espera quantificar valores muito baixos de concentracdo até valores mais
elevados. Ja que o LD tem como proposta determinar a menor quantidade do analito em uma
amostra detectada e o LQ a menor quantidade de analito, em uma amostra que pode ser
determinada quantitativamente com precisao e exatidao. Desta forma, assegura-se que o método

proposto € capaz de detectar e quantificar uma ampla faixa de concentra¢cdes com seguranca.
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J& através da precisdo e exatiddo do método de quantificacdo foram confirmadas pela
proximidade entre os valores de concentracao percentual, apresentados na tabela 8 e 9. Os dados
obtidos para a repetibilidade e preciséo intermediaria apresentaram um coeficiente de variacao
inferiores a 5%, o que indica que ndo houve variagdo significativa entre os resultados obtidos,

demostrando, portanto, a precisao e exatiddo do método proposto (BRASIL, 2017).

Tabela 8 — Precisao

Analistas Dia Concentracao  Média das DP CV(%)
absorbancias

Analista 1 1 15 pg/mL 0,9277 0,0119 1,2785

2 15 pg/mL 0,9480 0,0327 3,4518

Analista 2 1 15 pg/mL 0,9568 0,0247 2,5833

2 15 pg/mL 0,9760 0,0127 1,3057

*DP: desvio padrdo; CV: Coeficiente de variacao.
Fonte: dados da pesquisa

Tabela 9 — Exatidao

Nivel = Média das DV  CV(%) Concentracio Concentracio Exatidao
absorbancias teorica real

Baixo 0,2093 0,0025 1,2022 3 pg/mL 3,04 pg/mL 101,55%

Médio 0,9426 0,0105 11,1143 15 pg/mL 15,28 pg/mL 101.91%

Alto 1,8637 0,0235 1,2611 30 pg/mL 30,66 mg/mL 102,21%

*DP: desvio padrdo; CV: Coeficiente de variacao.
Fonte: dados da pesquisa

Para a robustez foram realizadas anélises de varia¢es do pH da solucéo (pH 1,4 e 7,4)
em triplicata do nivel médio de concentracdo (15 pg/mL) como mostrada na tabela 10. O
método € de fundamental importancia na validacdo, para que os analistas possam conhecer
determinados fatores que possam resistir a pequenas e deliberadas variagdes no processo
analitico. Os resultados apresentaram-se dentro das especificacOes exigidas pela legislacdo, o
coeficiente de variacdo menor que 5% e a exatiddo manteve-se no intervalo de confianca entre
101 a 101%, encontrando-se dentro das especificacdes exigidas pela legislacdo, obtendo assim

um método robusto evidenciado nos resultados da precisdo e exatiddo do método.
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Modificagdo = Meédiadas  Concentracdo Concentracdo Precisdo Exatidao
absorbancias Teorica real + DP CV (%)
(Hg/mL)
pH 1,4 0,9270 15 0,0150 + 0,024  2,6693 100,0742
pH 7,4 0,9363 15 0,0151 + 0,009  0,0090 101,1073

*DP: desvio padrdo; CV: Coeficiente de variacao.
Fonte: dados da pesquisa.

5.4.7.2 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo é um dos parametros de otimizacdo essenciais na
determinacdo da quantidade de farmaco que esta no interior da particula relacionada com a
quantidade de farmaco adicionada no inicio do processo. Alguns estudos comprovam que
diversos fatores sdo capazes de influenciar a quantidade de farmacos associada aos sistemas
microestruturados como propriedades fisico-quimicas do farmaco, caracteristicas da superficie
da particula, quantidade de farmaco adicionada a formulacéo, pH do meio e o tipo de tensoativo
adsorvido a matriz polimérica.

As microparticulas exibiram uma alta eficiéncia de incorporacdo para sinvastatina em
torno de 98,92 % + 2,6 compativel com outros estudos apresentados na literatura
(GUERREIRO, F. et al, 2019; BRAGAGNI, M. et al, 2018) que utilizaram métodos
experimentais semelhantes para a producdo das microparticulas. Portanto, considera-se que a

incorporacdo da sinvastatina a fase interna do sistema foi satisfatoria.
5.4.7.3 Estudo de liberacéo in vitro da sinvastatina

A liberacdo in vitro de fArmacos avalia a quantidade de farmaco liberado em funcéo do
tempo, a partir de uma forma farmacéutica. Os métodos de dialise para determinar o perfil de
liberacdo de farmacos tem sido amplamente utilizado em sistemas poliméricos, para orientar o
desenvolvimento da formulacdo, facilitando o controle de qualidade e no melhor dos casos,
estabelecer a correlagéo in vitro-in vivo da formulagéo (YU et al., 2019).

O perfil de liberagdo das microparticulas contendo a sinvastatina foi avaliada em meio
acido (pH 1,2) e meio basico (pH 7,2) a temperatura corporal (37°C), simulando o pH estomacal
e intestinal respectivamente, comparando com o farmaco puro. Devido a sua baixa solubilidade
aquosa, o lauril sulfato de sédio (0,5% p/v) foi utilizado como meio de liberacdo para dissolver

a sinvastatina liberada e, assim, manter as condi¢Ges sink do sistema, ou seja, que a
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concentracdo do farmaco liberado no meio de dissolucdo ndo exceda 10% da sua saturagao no
meio selecionado A figura 27 apresenta o perfil de liberacéo in vitro da sinvastatina através das

microparticulas e a substancia pura .

Figura 27 — Perfis de liberagdo in vitro das MPCF no fluido géastrico simulado e no fluido

intestinal por 72 horas a 37 °C. Os dados sdo expressos como média £ DP (n = 3).
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Graficamente foi demonstrado uma liberagdo controlada das microparticulas durante
um periodo de 72h, o que difere do farmaco puro que liberou de forma continua e crescente. Os
resultados revelam que nas primeiras 2 horas iniciais + 10,28% de sinvastatina no meio basico
foi liberado e + 3,21% em meio &cido. Uma menor liberacdo do farmaco em meio acidificado
pode ser devido a caracteristica do polimero acetato de celulose, pois contem grupos carboxilas
que permanecem completos no pH éacido, ou seja, sdo totalmente protonados e portanto
insoltveis no pH baixo (1 a 3) do estbmago, mas ionizam e se tornam sollveis no pH mais alto
(5,5a7) do intestino delgado, diminuindo a liberagdo do farmaco na regido gastrica e liberando
de maneira mais completa para serem absorvido no intestino. Como a liberacdo ocorre
lentamente, o farmaco ndo serd eliminado em forma livre, obtendo uma absor¢do maior
(CHAVAN et al., 2019; EDGAR et al., 2001).

Ap0s obter os valores da quantidade acumulada de sinvastatina liberada em funcéo do
tempo, uma interpretacdo quantitativa desses dados foi utilizada através de modelos
matematicos, para elucidar o mecanismo de liberacdo envolvido em funcdo da caracteristica da
formulacdo. A tabela 11 e figura 28 mostra os modelos matematicos que foram aplicados ao

perfil de liberacdo da sinvastatina, utilizando como critério de escolha de melhor ajuste entre



77

os modelos cinéticos o valor mais alto do coeficiente estatistico de determinagéo (r?), sendo

estes modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas.

Figura 28 — Modelos cinéticos de liberacdo das microparticulas com farmaco.
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A liberacdo da sinvastatina seguiu 0 modelo cinético de Higuchi, como visto na tabela

11, a boa linearidade foi confirmada pelo coeficiente de determinacéo, onde o valor encontrado

para este modelo foi maior em comparacdo com outros modelos cinéticos. Higuchi descreve o

mecanismo de liberacdo de farmaco por um processo de difusdo baseado na lei de Fick

dependente da raiz quadrada do tempo, ou seja, a diferenca inicial da concentra¢do do farmaco

entre o saco de dialise e 0 meio ird induzir a passagem do farmaco através desta. De acordo

com esse modelo, a liberacdo envolve a penetracdo do fluido corporal nos poros, dissolucao da
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molécula do farmaco e difusdo dessas moléculas através dos poros (SOLANKI et al., 2019;
WU et al., 2020).

Tabela 11 — Valores do coeficiente de determinagdo (R?) obtido ajustando o perfil de liberagéo

de sinvastatina com diferentes modelos matematicos.

Modelo cinético Equacéo Coeficiente de determinacéo
(R?)
Ordem zero F=Kot+b 0,9784
Primeira ordem F =100 (1- ey 0,6958
Higuchi F=KyVvt+b 0,9917
Korsmeyer-Peppas F = kpt" 0,9752

F = quantidade de farmaco liberado no tempo t; k1,Kn, Ko € ky = constantes da taxa de liberacéo para diferentes
equacdes; n e b expoentes de liberagéo.

A utilizacdo de polimeros biodegradaveis nas microparticulas para liberacdo de
farmacos, pode ocorrer pela difusdo do farmaco presente na regido superficial das particulas,
tanto na superficie externa quanto na superficie dos poros formados pelo processo de
microencapsulacdo ou pela degradacao do polimero, onde as moléculas de farmaco localizadas
nessa regido sdo difundidas da matriz polimérica para o meio receptor no interior da
microparticula em funcéo do gradiente de concentracdo. Portanto a geometria e estrutura da
rede dos poros s@o importantes neste processo de liberagdo, bem como os constituintes da
formacdo das microparticulas desempenham um papel importante na liberacdo da sinvastatina
(SOLANKI et al., 2019; WU et al., 2020).

A partir dos dados do perfil de liberacdo foram determinados matematicamente o lag
time e o fluxo baseado no modelo de cinética obedecido para formula¢do, como descrito na
tabela 12.

Tabela 12 — Parametros cinéticos de liberagdo

Parametros cinéticos MPCF
Modelo cinético Higuchi
Lag time (h) 1,71

Fluxo J (ug/Vh) 469,8
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Foi possivel observar que a cada raiz do tempo foi capaz de liberar 469,8 pg de
sinvastatina. Além de que a sinvastatina incorporada demorou cerca 1,71 horas para alcancar
uma velocidade de liberacao constante.

Nesse sentido, esta analise foi essencial para compreender o perfil de liberagdo da
sinvastatina através das microparticulas, de tal modo que determinou que o farmaco foi liberado
de forma prolongada facilitando para que seja absorvido pela corrente de sanguinea do paciente
em niveis gradativos durante o dia, diferindo dos medicamentos convencionais que promovem
uma liberacdo rapidamente apds a sua administragéo.

Entre as vantagens que esse sistema oferece consiste na reducdo da frequéncia de
administracdo, melhorando a comodidade do paciente com diminuicdo do risco de
esquecimento, obtencdo de niveis plasmaticos mais uniformes e como consequéncia reducéo
dos efeitos colaterais, supressdo de administragdes noturnas ou durante a madrugada e menor
acumulo do farmaco no organismo.

Em conjunto por sua vez, podem melhorar a adesdo do paciente no tratamento,
especialmente na terapia crénica, bem como gerar maior economia ao longo do tempo, ja que
diminui consideravelmente o tempo e os profissionais requeridos para dispensar, administrar e

monitorar 0s pacientes.

6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS
6.1 CONSIDERACOES FINAIS

As etapas de desenvolvimento e caracterizagdo neste estudo, mostraram-se adequados
para obtencéo do excipiente farmacéutico, acetato de celulose, oriundo do Agave sisalana, afim
de servir como como base para incorporacdo de principios de ativos, atuando como possivel
sistema de liberacdo controlada a partir de uma fonte alternativa e biosustentavel. Sua sintese
foi confirmada através das mudancas na forma, textura e cor durante as modifica¢fes quimicas
dos produtos e pela determinacdo do grau de substituicdo que confirmaram a formacdo do
polimero triacetato de celulose. A partir dos resultados obtidos na caracterizacdo, afirma-se que
o sistema desenvolvido é viavel para o desenvolvimento de sistemas microparticulados de
acetato de celulose proveniente de Agave sisalana Perrine.

Os métodos analiticos aplicados neste estudo sugerem a incorporacgao da sinvastatina na
matriz polimérica formada com eficiéncia de encapsulacdo de 98%, com formacdo de
microparticulas bem-sucedida formulado com ingredientes biodegradaveis e biocompativeis

com distribuicdo uniforme de tamanho de particula e morfologia esférica.
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Analisando o conjunto de técnicas analiticas aplicadas observou a mudanga de
cristalinidade do farmaco no sistema e compatibilidade com os outros componentes da
formulacdo, melhorando a solubilizacdo do farmaco na matriz polimérica. O mecanismo de
liberacdo da sinvastatina durante o periodo de 72h descreveu o modelo cinético Higuchi
liberando de forma controlada, constituindo uma potencial formulacdo para veiculacdo da

sinvastatina e testagem in vivo.
6.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Através da obtencdo de todos os resultados da pesquisa, pode-se concluir que as
microparticulas apresentam grandes perspectivas no &mbito de novos sistemas de liberacdo de
farmacos, devido a todas as caracteristicas atrativas verificadas ao longo da pesquisa. O estudo
visa realizar estudo de citotoxicidade in vitro e avaliagdo in vivo da atividade anti-
hiperlipidémica das microparticulas para o tratamento das dislipidemias. Essa nova tecnologia
tem o intuito de superar grandes entraves do setor de pesquisa, desenvolvimento e inovagédo da
cadeia produtiva farmacéutica voltadas para a terapia das dislipidemias, gerando um incentivo
para realizacdo de pesquisas e aprimoramento que futuramente podem contribuir para os
avangos tecnologicos e desenvolvimento de novas formulagGes no combate a esse tipo de

enfermidade.
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