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RESUMO

A planta Aloe barbadensis Miller, também conhecida como Aloe vera
L., se destaca das diversas plantas com fins curativos, por possuir
propriedades medicinais como antiinflamatdria, imunoestimulante, pro-
angiogénica, pré-vasculogénica e antitumoral. Constitui-se em modelo
para sintese de um grande nimero de farmacos devido a presenca da
substancia aloina no parénquima clorofiliano. Este trabalho foi realizado
a partir do fendbmeno da difusdo livre ou transporte passivo da aloina,
sua adsorcdo e liberacdo, sendo utilizada a agua como veiculo devido a
sua importancia como solvente através de membranas. A difusdo através
de membranas biolégicas € um passo essencial para a absorcdo ou
eliminacdo de farmacos do organismo. O estudo e a determinagdo do
coeficiente de difusdo de substancias como a aloina, através das células
e tecidos, representam importantes processos para a compreensdo dos
fendmenos que regem a transferéncia de massa em sistemas bioldgicos,
como ¢ o caso de filmes de revestimentos e estruturas poliméricas, que
compdem a classe dos atuais sistemas de liberagdo controlada e
prolongada de farmacos. As propriedades fisico-quimicas da aloina
foram estudadas a fim de estabelecer um perfil do comportamento desta
substancia nos fendmenos da difusdo, incorporacdo e liberacdo da
molécula em membranas. As equacdes empiricas e de modelagem
utilizadas vieram no auxilio, compreensdo e interpretacdo dos resultados
obtidos experimentalmente, para contribuir com um melhor
planejamento no desenvolvimento de novos produtos biomédicos.

Palavras chaves: Aloe barbadensis, aloina, difusdo, liberacdo de
farmacos, propriedades fisico-quimicas, modelagem matematica.






ABSTRACT

The plant Aloe barbadensis Miller, also known as Aloe vera L., becomes
prominent to the diverse plants for healing purposes. It has medicinal
properties as anti-inflammatory, immunostimulant, pro-angiogenic, pro-
and anti-tumor vasculogenic. It constitutes a model for the synthesis of a
large number of drugs due to the presence of the substance aloin in
chlorophyll parenchyma. This work was carried out from the
phenomenon of free diffusion or passive transport of aloin, the
adsorption and release. The water was used as a vehicle due, to its
importance as a solvent through membranes. The diffusion through
biological membranes is an essential step for the absorption or
elimination of drugs from the body. The study and determination of the
diffusion coefficient of substances such as aloin, through cells and
tissues, are important processes to understand the phenomena which
governing the mass transfer in biological systems, such as film coatings
and polymeric structures that comprise the class of current systems of
controlled and prolonged release of drugs. The physicochemical
properties of aloin were studied in order to establish a profile of the
behavior of this substance in the diffusion phenomena, incorporation
and release of molecules in membranes. The empirical and modeling
equations used came in assistance, understanding and interpretating the
results obtained experimentally to contribute to better planning in the
development of new biomedical products.

Key words: Aloe barbadensis, aloin, diffusion, drug release, physico-
chemical properties, mathematical modeling.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com efeitos medicinais objetivando
promover a cura de doencas € uma das principais idéias desde o inicio
da humanidade, pois dessa forma busca-se a harmonia da natureza e o
equilibrio com a salde. As plantas sdo uma fonte importante de
produtos naturais biologicamente ativos, sendo que muitas das quais se
constituem em modelos para sintese de um grande nimero de farmacos
(Nodari e Guerra, 2000). Como exemplo, a Aloe barbadensis,
popularmente conhecida no Brasil como babosa, é a grande aliada no
tratamento de diversas enfermidades como no caso do fibrosarcoma em
animais. (Atherton, 1998).

Devido a gama de aplicagdes na area da salde humana, bem como
animal, os produtos derivados da babosa, vém apresentando forte
expansdo nos mercados nacional e internacional, movimentando
anualmente mais de 100 milhGes de ddlares. (Habeeb, et al., 2007). Por
consequéncia de sua grande importancia, foram identificados mais de 75
componentes ativos, em estudos realizados com a Aloe barbadensis,
incluindo vitaminas, enzimas, sais minerais, lignina, saponinas, esterois,
aminoacidos, acido salicilico, e polissacarideos como a acemanana.
Adicionalmente os compostos antraquindnicos, metabdlitos secundarios
identificados principalmente no extrato do parénquima clorofiliano
(EPC), tem como componente majoritario a aloina. (Reynolds e Dweck,
1997; Choi e Chung, 2003; Beppu et al., 2004; Chow.,et al., 2005;
Habeeb, et al., 2007).

A estes compostos tém sido atribuidas uma ampla gama de
propriedades biol6gicas e farmacoldgicas, tais como: antimicrobiana,
antitumoral, laxativa, antiinflamatéria, antioxidante, angiogénica,
imuno-estimulante, e acdo redutora no tratamento de dermatite por
inducdo radioativa (Rojas et al.,1995; Saleem et al., 2001; Okiar et al.,
2001; Choi et al., 2002; Moghaddasi, 2010; Pannerselvam, 2010). A
aloina desperta um maior interesse, pois possui atividade
antiinflamatéria, imunoestimulante e cicatrizante. Os resultados
divulgados pela literatura reforgam tal interesse, demonstrando que a
aloina e o extrato do parénquima clorofiliano (EPC), apresentaram efeito
citotdxico especifico frente as células tumorais e promoveram atividade
pré-vasculogénica e pré-angiogénica, sugerindo que essa espécie vegetal
contenha potentes moduladores angiogénicos (Berti, 2008).
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Os efeitos da aloina alavancam o interesse em novas pesquisas,
envolvendo a planta Aloe barbadensis babosa, em estudos que se
relacionam diretamente com o comportamento dos produtos biomédicos
e dessa forma motiva paises emergentes a utiliza-los em terapéutica e
melhoria da qualidade de vida.

Os exemplos de fendbmenos de transporte de massa aplicados a
tecnologia farmacéutica sdo: dissolucdo de farmacos em tabletes, pés-
granulos, liofilizacdo, ultra-filtracdo, liberacdo de farmacos de unguentos
e de bases de supositorios, aditivos ou farmacos através dos filmes de
revestimentos, capsulas e paredes de embalagens, bem como a propria
absorcdo passiva de farmacos pelo organismo ou a distribuicdo de
substancias nos diferentes compartimentos fisiol6gicos do corpo humano
(Sinko, 2008).

O presente estudo foi realizado a partir do fenémeno da difuso
livre ou transporte passivo da aloina, sua adsorcéo e liberagdo, utilizando
a agua como veiculo devido a sua aplicabilidade como solvente através de
membranas.

A difusdo é um processo de considerdvel importancia no
desenvolvimento de tecnologias voltadas a obtencdo de formas
farmacéuticas mais eficazes na liberacdo de farmacos.

A difusdo através de membranas biolégicas € um passo essencial
para a absorcdo ou eliminagio de farmacos do organismo. E de
importancia fundamental para que ocorra de forma eficiente a distribuicdo
do farmaco nos tecidos, como um papel importante no transporte de
farmacos nas membranas do cérebro, dos intestinos, dos rins e figado
(Sinko, 2008).

Neste contexto, o estudo e a determinacao do coeficiente de difusdo
de substéncias como a aloina através das células e tecidos representam
importantes processos para a compreensdo dos fendmenos que regem a
transferéncia de massa em sistemas biol6gicos, como é o caso de filmes
de revestimentos e estruturas poliméricas, que compdem a classe dos
atuais sistemas de liberagdo controlada e prolongada de farmacos.

Ressalta-se que as equacdes empiricas e de modelagem utilizadas
vieram no auxilio, compreensdo e interpretacdo dos resultados obtidos
experimentalmente para contribuir com um melhor planejamento de
experimentos e otimizacdo de recursos. Frente a todas as evidéncias,
faz-se necessério e essencial a exploracdo desse tema, a fim de utilizar
0s resultados obtidos como meta principal para o desenvolvimento de
novos produtos biomédicos.
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OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos gerais o desenvolvimento
de sistemas de vasos comunicantes, para determinar o coeficiente de
difusdo, bem como estudar o comportamento na dessor¢cdo, ou seja, a
liberacdo da aloina em biopolimero de celulose bacteriana. Para isso,
foram adotados o0s seguintes objetivos especificos:

o Difusdo em meio aquoso de diferentes materiais com barreiras
sob presenca e auséncia de sistemas de agitacdo, visando aferir a
padronizacdo de um modelo de estudo baseado em sistemas
anteriormente propostos.

o Determinar o coeficiente de difusdo da aloina a partir do sistema
desenvolvido e aferido.

e Obter o perfil e o comportamento da aloina incorporada
(adsorvida) as membranas de celulose bacteriana, visando o
estudo da liberacdo da molécula.

o Estabelecer determinagBes complementares das propriedades
fisico-quimicas da aloina.






CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 HISTORICO DA Aloe barbadensis MILLER

Devido a importancia dos fitoterapicos, fatos interessantes
ocorreram na historia principalmente tratando-se da Aloe barbadensis,
popularmente denominada de babosa. No papiro de Ebers, datado do
século XVI a.C, encontram-se cerca de oitocentas receitas e referéncias
a mais de setecentas plantas, incluindo a babosa, absinto, horteld, mirra,
mandragora, entre outras (Almeida, 1993).

Dentre as civilizagdes antigas como a egipcia, romana e hebraica,
a babosa se destacou entre as diversas plantas utilizadas para fins
curativos. Devido as suas propriedades medicinais, os Hebreus e 0s
Mesopotamicos, utilizavam-na em preparaces dermatolégicas e como
laxantes. (Alonso, 2007; Moghaddasi, 2010).

Obijetivando a cura dos soldados feridos em batalhas, Aristoteles
induziu Alexandre Magno a conquistar a ilha de Socrota, pois esta ilha
era a principal fonte da planta na época (Alonso, 2007). Dioscérides, em
sua obra De materia medica, a principal fonte de informacdo sobre
farmacos medicinais desde o século | até ao século XVIII, recomendava
a babosa tanto para uso interno como externo para varios males (Alonso,
2007).

Por influéncia do povo arabe, a A. barbadensis, quando
introduzida na Europa por volta do século XV, foi muito cultivada na
regido da Andaluzia (Der Marderosian et al., 2002 ; Alonso, 2007).

Em 1590, a babosa foi trazida juntamente com o0s escravos
africanos para a América mais especificadamente na regido de Barbados
e foi amplamente difundida em vérios paises como Venezuela, México e
Estados Unidos (Bruneton, 1999). Demonstrando sua suma importancia,
em 1973, em Washington, a A. barbadensis foi declarada espécie
protegida (Alonso, 2007).

1.2 DESCRICAO DA PLANTA Aloe barbadensis Miller

Aloe vera L, nome cientifico dado por Carl Von Linne, em 1720,
sendo, posteriormente, também referida como Aloe barbadensis Miller,
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sinbnimo este frequentemente utilizado. Conhecida popularmente como
Aloés, Zanzibar, Socotrine, Cape, Curacau e, no Brasil como Babosa
(Wichtl, 2004). Newton em (2001) apresentou a descricdo da planta,
baseado em Grindlay e Reinolds (1986), como uma planta arbustiva que
possui de 15 a 30 folhas por planta, disposta em forma de roseta, com 30
a 60 cm de comprimento e 7 a 8 cm largura. Estes arbustos sdo
ensiformes, estreitando-se da base para o apice e possuem folhas verdes
tirgidas, manchadas quando jovens, com rebordos espinhosos. Suas
folhas apresentam na face superior, superficie cncava e em sua face
inferior convexa, composta de duas partes, uma camada externa de casca
verde denominada de parénquima clorofiliano (EPC) e uma interna, a
polpa ou parénquima de reserva (EPR). (Figural).

PARENQUIMA
CLOROFILIANO

PARENQUIMA
DE RESERVA

Figura 1 — Corte transversal da babosa. Em destaque, 0s parénquimas
clorofiiano e o de reserva. Fonte: Disponivel em:
<http://www.freedom.inf.br/artigos_tecnicos/03/07/2006,2/aloe_vera.as
p.> Acesso em: 03 de mar. 2006.

A camada externa ou parénquima clorofiliano (EPC) ¢é
constituido de células epidérmicas elasticas, com caracteristica
impermedveis que revestem uma segunda camada, o mesofilo. Este
contém canais condutores do extrato do parénquima clorofiliano os
quais secretam a aloina uma substancia, de consisténcia leitosa,
coloracdo amarelo-ocre, aroma desagradavel e rangoso, de sabor
amargo, produzido pelas células excretoras do mesofilo, localizado logo
abaixo da epiderme conhecida como exudato ou suco, apresentado na
Figura 2. (Leng, 1977; Cutler, 1982; Beamont e Reynolds, 1984, Chow
et al., 2005).


http://www.freedom.inf.br/artigos_tecnicos/03/07/2006,2/aloe_vera.asp
http://www.freedom.inf.br/artigos_tecnicos/03/07/2006,2/aloe_vera.asp
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‘ALOI’NA

Figura 2 — Corte transversal no qual é possivel verificar o exudato
amarelo: a aloina. Fonte: Disponivel em: <http://www.aloin.net/docs/
bookletlacesso/>. Acesso em 16 de maio. 2008.

Internamente & folha encontra-se o parénquima tissular ou
parénquima de reserva (EPR) de aparéncia transllcida com consisténcia
mucilaginosa, responsavel pelo volume da folha, e também relacionado
a condicdo xerofita da planta, mantendo-a por longo tempo hidratada
(Ni et al., 2004) .

As flores sdo amarelo-esverdeadas, tubuladas, fruto ovodide
oblongo, que contém sementes aladas (Reynolds e Dweck., 1999;
Femenia et al.,1999; Okiar et al., 2001). De acordo com (Silva Junior,
2003) o florescimento ocorre nos meses de agosto a setembro, sendo
que a fecundacdo é cruzada, e provém através de insetos e passaros
(Figura 3).

Figura 3 — Aloe barbadensis em destaque o estagio de floragéo, flor de
aspecto tubular em cachos. Foto cedida por Campestrini. Dissertacéo
2007.


http://www.aloin.net/docs/booklet1acesso/
http://www.aloin.net/docs/booklet1acesso/
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1.3 COMPONENTES QUIMICOS DO GENERO Aloe

De acordo com a literatura, a composicao quimica do género Aloe
depende da espécie analisada (Mac Analley ,1993; Femenia et al., 1999;

Choi e Chung,
apresentados, de forma

plantas do género Aloe.

2003; Beppu et al.,, 2004). No Quadro 1 foram
resumida, 0s compostos ativos presentes em

SUBSTANCIA DE
SACARIDEOS ANTR@SSU'NO' VITAMINAS| BAIXO PESO ENZIMAS
MOLECULAR
ALOE-
CELULOSE oo A B1 COLESTEROL | AMILASE
ACIDO CARBOXIPEP-
GLUCOSE ALOETISO B2 GIBERILINA RBOXIE
MANOSE ALOINA B6 LIGNINAS CATALASE
SUBST. SIMILAR
ALDOPENTOSE | ANTRANOL c e ™ |cicLooxIDASE
GLUCOMANANA| BARBALOINA | ..o 0 | Ac. saLiciLico LIPASE
GLUCOMANANA
ACETILADA  [1SOBARBALO 4¢ FoLico| p - siTosTEROL | OXIDASE
(ACEMANANA)
GLUCOGALAC- o .
o AAnA | EMODINA TOCOLFERO ESTEROIDES
ESTER DO AC. p
TER DO & TRIGLICERIDES

Quadro 1 — Resumo dos compostos presentes em plantas do género
Aloe, baseado em Choi e Chung, 2003.

De maneira geral, a planta A. barbadensis pode atingir de 700 a
1000 gramas sendo considerada “madura” e com quantidade suficiente
de fito-nutrientes, contendo cerca de 75 compostos ativos, bem como os
polissacarideos encontrados no extrato do parénquima de reserva (EPR)
(Atherton,1998; Kumar et al., 2010). Dentre os componentes do (EPC)
estdo a aloesina, aloeresina, barbaloina, aloe-emodina, homonataloina,
nataloe-emodina e aloinosideos, tetranitroaloe, B-sitosterol, giberilinas,
polissacarideos, aloeferon, alguns alcanos entre outros compostos
(Saleem et al., 2001; Chow et al., 2005; Habeeb et al., 2007 ). Sendo o
componente majoritario, a aloina (Reynolds e Dweck, 1999; Choi e
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Chung, 2003; Beppu et al., 2004; Chow et al., 2005; Habeeb et al.,
2007).

O (EPC) apresenta elevada concentracdo de substancias ativas de
10% a 30%, sendo uma delas a aloina e é responsavel pela defesa da
planta contra ataques de doencas, danos ambientais e herbivoria
(Guterman et al.,2000; Chang et al., 2006).

Os compostos antraquindnicos foram isolados pela primeira vez a
partir do (EPC), historicamente chamado de exudato de Barbados, do
qual deriva sua sinonimia barbaloina (Alonso, 2004). Dos cerca de 80
constituintes isolados por cromatografia, os mais conhecidos sdo a
aloina A e B, designadas antigamente como barbaloina e isobarbaloina
(Chang et al., 2006 ).

As principais antraquinonas, presentes nos tecidos da Aloe, sdo
barbaloina  ou aloina A  (10-glucopiranosil-1,8-dihidroxi-3-
(hidroximetil)-9(10H)-antraquinona) e emodina (1,8-dihidroxi-3-
hidroximetil-9,10-antraquinona), o qual difere da aloina apenas pela
auséncia da unidade glicosidica (Groom e Reynolds, 1986; Arosio,
2000; Shuyun, 2005).

A aloina é uma antrona glicolisada, solivel em agua, sensivel a
luz e a altas temperaturas, resultado de uma mistura de dois isbmeros a
aloina A (configuragdo C10, C1: S, S) e aloina B (configuracdo C10,
Cl: R, S) (Palanikumar e Panneerselvam, 2010). A sua composi¢do
varia de acordo com a espécie analisada, de 13 a 27 % para Cabo ou 25
a 40 % para Curacau. (Birch e Donovan, 1955; Beaumont e Reynolds,
1984; Simdes e Shenkel, 1996). A formula estrutural pode ser
visualizada na Figura 4.

OH O OH
%5 / E‘l%s\CHzOH

Figura 4 — Estrutura quimica da aloma. Em destaque unidade
glicosidica no carbono 10.
(Fonte: Koch,1996; Reynods, 2004).

O —=
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Esta antraquinona é encontrada em pelo menos 68 espécies, em
uma concentracao que varia de 0,1 até 6,6% do seu peso seco (Groom e
Reynolds, 1986; Odes e Madar,1991; Falkenberg et al., 2004; Chang et
al., 2006).

O trabalho realizado por (Campestrini, 2007) em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para avaliacdo qualitativa de aloina,
demonstrou que o (EPC) sofre alteragdes no teor de concentracdo de
aloina A. De acordo com o autor, a aloina A possui variacdo sazonal em
relacdo a sua concentragdo, pois durante o periodo analisado observou-
se que esta apresentou menor concentracdo nos meses de novembro a
mar¢o em comparacdo a julho, onde ocorreu elevacdo do metabdlito
secundario. Salienta-se que o estudo supracitado foi realizado em clima
subtropical no Municipio de Paulo Lopez no Estado de Santa Catarina.

1.4 BIOSSINTESE DOS COMPOSTOS ANTRAQUINONICOS

Os constituintes quimicos encontrados no reino vegetal sdo
sintetizados e degradados por inimeras reaces anabdlicas e catabolicas,
gue compdem o metabolismo das plantas. A sintese de compostos
essenciais para a sobrevivéncia das espécies vegetais tais como,
acucares, aminoacidos, acidos graxos, nucleotideos e seus polimeros
derivados, faz parte do metabolismo primario das plantas (Santos,
2000). Por outro lado, os compostos sintetizados por outras vias e que
aparentam nao ter grande utilidade na sobrevivéncia das espécies fazem
parte do metabolismo secundario e, portanto, sdo denominados
compostos secundarios (Santos, 2000).

As quinonas sdo derivadas da oxidagdo de compostos fendlicos,
encontrados na natureza como: benzoquinonas, naftoquinonas e
antraquinonas (Harborne, 1997). As antraquinonas estdo presentes em
varios tecidos vegetais e vém sendo largamente estudadas e utilizadas
devido as suas propriedades farmacoldgicas (Alves et al., 2004). Sao
conhecidos mais de 200 compostos antraquinénicos, substancias
policiclicas com mais de 20 carbonos, geralmente com dois grupos
cetdnicos nas posi¢es C9 e C10, geralmente de aspecto amarelado ou
castanho e que podem ser encontradas em bactérias, fungos, liquens e
em alguns vegetais superiores, como nas familias Liliaceae,
Polygonaceae, Rhamnaceae e Rubiaceae (Yen et al., 2000).

Segundo alguns autores como (Wijnsma, 1986; Dewick,1997), os
compostos antraquinénicos podem se originar por diferentes vias
metabdlicas, assim como consta na Figura 5.
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Figura 5 — Vias metabodlicas secundarias que originam antraquinonas,
adaptado de (Wijnsmal986) e (Dewick 1997).
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1.5 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DOS COMPOSTOS
ANTRAQUINONICOS DA Aloe barbadensis Miller

Embora o género Aloe apresente mais de 400 espécies
conhecidas, apenas quatro contém propriedades medicinais: Aloe
barbadensis Miller, Aloe perryi Baker, Aloe ferox e Aloe arborescens.
Dentre essas espécies, a Aloe barbadensis Miller, é a mais utilizada,
devido as suas propriedades curativas (Araujo et al., 2000;
Moghaddasi,2010). A revisdo da literatura e as evidéncias cientificas
demonstram que os compostos da A. barbadensis produzidos tanto no
(EPR) como no (EPC), apresentaram grande valor farmacol6gico e
efeitos fisiologicos.

No Quadro 2, sdo apresentados 0s componentes e suas
respectivas atividades farmacoldgicas presentes no extrato da A.
barbadensis.
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Componentes Atividades Farmacologicas
Aloina Laxativa
Barbaloina Antiinflamatéria
Laxativa
. Proliferacéo celular
Aloe-emodina, -
. Anti-tumoral
emodina L
Bactericida
Anti-oxidante
. Proliferacéo celular
Aloesina I . .
Inibi¢do da sintese de melanina

Quadro 2 — Compostos presentes no extrato da Aloe barbadensis Miller
e suas atividades farmacologicas. Adaptado de Choi e Chung , 2003.

Estudos fitoquimicos tém demonstrado a presenga de uma série
de metabdlitos primérios e secundarios extraidos do género Aloe com
interesse farmacoldgico. (Habeeb et al., 2007). A estes compostos tém
sido atribuidas diversas atividades biol6gicas e farmacoldgicas, tais
como:  anti-séptica,  antitumoral, laxativa,  antiprotozoéria,
antiinflamatédria, antioxidante, angiogénica, imuno-estimulante, de acéo
hipotensiva, hipoglicémica, detoxificante, anti-viral, anti-microbiana,
nematicida, contraceptivo vaginal, hepatoprotetora, e agdo redutora no
tratamento de dermatite por indugdo radioativa. (Rowe et al., 1941;
Fulton, 1990; Sydiskis et al.,1991; Mc Caley et al.,1993; Rojas et
al.,1995; Saleem et al., 2001; Okiar et al., 2001; Choi et al., 2002;
Moghaddasi, 2010; Pannerselvam, 2010). Além das propriedades
anteriormente citadas, estudos cientificos ainda atribuem a planta a
aceleracdo do processo de cicatrizacdo, acao anti artritica e o tratamento
de fibrosarcoma em animais. (Yagi et al., 2002; Alves, 2004; Ni, 2004;
Mahmood et al., 2004; Esumeh et al., 2007; Tahraoui et al., 2007;
Mendonca et al., 2009).

Por consequéncia das evidéncias cientificas, Maze (1997)
realizou estudos que sugerem acdo protetora nas membranas mucosas
bucais pelo gel da babosa e aloinas, pois sdo igualmente efetivos
estimulantes na matriz granulocitica metaloproteinase (MMPs) na
superficie das células do tecido conjuntivo.

Barrantes e Guinea (2003) extrairam da A. barbadensis uma
fracdo rica em compostos antraquindnicos que apresentou atividade
enzimatica inibitoria em ensaios realizados com colagenase microbiana
de Clostridium histolyticum e metaloproteinases humanas.
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A propriedade antiinflamatéria da aloina tem sido a mais
estudada por diversos autores (Coats e Ahola,1979; Grindlay e
Reynolds, 1986; Shelton, 1991; Davis et al., 1994; Visuthikosol et al.,
1995; Kuo et al., 2001; Chow et al., 2005). Foi demonstrado que as
antraquinonas diminuem a producdo da citocina pré-inflamatdrias em
células T humanas e por conseqiiéncia, reduzem 0 pProcesso
inflamatdrio. Em especial, a aloina inibiu a producéo de prostaglandinas
isoladas do intestino de ratos (Capasso et al.,1983; Nakagomi et al.,
1985).

Estudos realizados por VVazquez et al., (1996), demostraram que o
extrato contendo triterpenoides, esterdis e antraquinonas apresentaram
atividade antiinflamatéria sugerindo atuacdo no cido araquidénico nos
edemas através da enzima ciclo oxigenase (COX).

Heggers e Robson (1983) sugeriram que produtos da A.
barbadensis contém antraquinonas e compostos relacionados com a
aloina em quantidade suficiente para bloguear a sintese dos prostandides

Yen et al., (2000) utilizaram diferentes sistemas de avaliacdo
frente as propriedades antioxidantes das antraquinonas e antronas sobre
a inibicdo da peroxidacdo do &cido linoléico e foram encontrados, na
ordem, antronas (95%), aloe-emodina (78%), emodina (36%). Os
resultados sugeriram que o mecanismo antioxidante destes compostos
mostrou forte atividade de redugdo. Além disso, Kong et al.,(2004),
observaram que alguns derivados antraquinénicos como emodina, aloe
emodina e aloina, caracterizam-se potentes inibidores da monoamina
oxidase (MAO) A e B.

Visuthicosol et al., (1995) demonstraram que a A. barbadensis
estimula o crescimento e organizacdo epitelial, sete dias mais rapido
corrigindo e organizando o tecido fibrovascular e colageno em humanos,
comparado com o tratamento utilizando gaze com vaselina.

A aloe-emodina extraida da A. barbadensis apresentou atividade
hipotensora, reduzindo significativamente a pressdo arterial em ratos e
também atua na inibicdo do crescimento da bactéria Helicobacter pylori,
possivel agente causal do cancer de estdbmago (Huang et al., 1991;
Wang et al., 1998; Camacho Kirby, 2000; Saleem et al., 2001; Chen et
al., 2002).

As substéncias utilizadas e estudadas como os derivados
antraquindnicos aloina e aloe-emodina podem ser aplicados topicamente
ou via sisttmica. Em contra partida, as antraquinonas, apesar de
apresentarem inimeras atividades biol6gicas favoraveis, mostraram
efeitos nocivos como genotdxico, mutagénico e tumorais (Silveira et al.,
2008).
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1.6 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA ALOINA

O propésito do estudo das propriedades fisico-quimicas da aloina
é o de estabelecer um perfil de comportamento da mesma, e desta forma
conhecer melhor as suas caracteristicas quando esta for utilizada na
geracdo de novas tecnologias e produtos.

As propriedades fisico-quimicas de um composto sdo qualidades
inerentes e mensuraveis que descrevem qualquer caracteristica
guantitativa da matéria. Cada composto possui diversas propriedades,
sendo que as de maior relevancia para este trabalho encontram-se
definidas em seguida.

Estas propriedades auxiliardo, por exemplo, nos estudos de
difusdo do material em sistemas bioldgicos, nos quais 0 comportamento
dessas moléculas influencia o ambiente bioldgico a que estdo sujeitas.

A tensdo superficial é um efeito que ocorre na camada superficial
de um liquido que leva a sua superficie a se comportar como uma
membrana elastica, devido a atracdo entre as moléculas do material
(Ferreira, 2005). Enquanto que a temperatura, que ocorre a mudanga do
estado solido para o estado liquido, é denominado de ponto de fuséo.
Para se determinar o ponto de fusdo de algumas substancias, utiliza-se a
técnica do tubo capilar. As substancias puras fundem-se a uma
temperatura constante e as impuras ou misturas ndo apresentam um
Unico ponto de fusdo definido, mas sim, uma faixa de fusdo, que sera
tanto maior quanto mais impureza possuir a substancia. Dependendo do
aparelho, o aquecimento pode ser feito eletricamente ou através de
banho. Ha varios liquidos que podem ser utilizados como banho de
aquecimento e, neste caso, o liquido escolhido depende do solido a ser
fundido (Okuno et al.,1982).

Viscosidade é a resisténcia que um fluido oferece ao escoamento.
Os valores dados sdo de viscosidade absoluta ou dindmica a 25 °C e
encontram-se, portanto, em centiPoise (cP). Quanto maior o valor da
viscosidade, menor € a fluidez do produto sob uma pressao constante. A
viscosidade dos liquidos diminui rapidamente com o aumento da
temperatura (Okuno et al.,1982, Martim,1993).

A densidade relativa do liquido ou sdlido é entendido pela razéo
do peso do liquido ou do sélido, para o peso de um mesmo volume de
agua a 20 °C ou a alguma outra temperatura especificada (Netz e
Ortega,2002).

A quantidade do produto quimico que se dissolvera em 100 partes
de agua pura representa a solubilidade em &gua. O termo "miscivel”
significa que o produto quimico se mistura com a agua em todas as
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proporcBes. O termo “reage" significa que a substancia em questdo
reage quimicamente com a agua e, portanto sua solubilidade ndo tem
valor real. O termo "insolivel" normalmente significa que uma
guantidade de produto quimico ndo se dissolve inteiramente em 100
partes de 4gua. A solubilidade, geralmente, aumenta com o acréscimo da
temperatura (Netz e Ortega, 2002).

O pH (Potencial hidrogenidnico) reconhecido como o logaritmo
negativo da concentracdo hidrogenionica, ou seja pH = - log [ H'] é
utilizado para medir a acidez ou alcalinidade de uma solucéo utilizando
uma escala denominada escala de pH a qual possui valores
compreendidos entre O (zero) e 14 (quatorze). SolugBes 4cidas
apresentam valores menores do que 7 (sete), enquanto que as solugdes
alcalinas apresentam valores superiores a 7 (sete). O valor de pH 7 (sete)
indica um meio neutro. (Netz e Ortega,2002).

No Quadro 3 foram apresentadas as propriedades fisico-quimicas,
valores e estrutura quimica da substancia aloina.

Propriedades Valores e estrutura quimica

Peso Molecular (g/mol) 418,3994

Formula Molecular C21H2,0q
1,8-dihydroxy-3-(hydroxymethyl)-10-[3,4,5-

Nome na ITUPAC trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]-10H-

anthracen-9-one

Massa exata 418,126

Carga 0

pH (6timo) 4,5

Acéo farmacolégica Agente antinflamatério e laxativo

Férmula estrutural

Quadro 3 — Valores, estrutura quimica e propriedades da Aloina de
acordo com O’brien, 2005.
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1.7 DIFUSAO
1.7.1 Conceito De Difusao

O fendmeno da difuséo ¢ de relevante aplicacdo em varias esferas
das ciéncias exatas e bioldgicas, tanto no controle das reagGes acido-
base, como projetos de equipamentos de separagdo, no estudo da
corrosdo superficial de metais e nos processos de absorcdo de
medicamentos em organismos vivos (Ferreira e Oliveira, 1999). E
valido ressaltar que este é definido como o transporte de massas de
moléculas, constituido por uma barreira ou distancia percorrida pelo
soluto e que ocorre segundo um processo aleatdrio, que depende do
gradiente de concentracdo (Okuno et al.,1982), ou seja, é a dispersdo de
uma substéncia dissolvida de uma regido de alta concentracéo para uma
regido de baixa concentracdo.

Difusdo € um processo espontaneo, baseado em aspectos
relacionados com soluto e solvente, temperatura, pressdo, potencial
quimico e provocado pela energia de movimentacdo térmica das
moléculas e que implica na diminuicdo da energia livre do sistema
(Tarcha, 1991) citado por (Agnes e Gongales, 2003).

1.7.2 Leis de Difuséo de Fick

Renomado médico fisiologista e reconhecido como um génio
matematico e fisico, Adolf Eugen Fick, nascido em 1829, introduziu a
lei que rege o fendmeno de difuséo dos liquidos, no ano de 1855.

Utilizando as equagdes matematicas desenvolvidas por Fourier
em 1822, para explicar o fendmeno de conducéo de calor, Fick verificou
gue as mesmas poderiam ser aplicadas no fendmeno de transferéncia de
massa (Sinko, 2008).

De acordo com Linder et al.,(1976), Fick enunciou sua primeira
lei que define: “A velocidade de difusdo é diretamente proporcional ao
gradiente de concentra¢do”, conforme a quantidade J de material que
passa através de uma seccdo de area unitdria S, de um plano
perpendicular a dire¢do x ( dc/dx) é o gradiente de concentracdo da
substancia difusante depois de um tempo t de difusdo; D é o coeficiente
de difusdo da substancia difusante no meio em questdo na equagao (1):

d
[=-D (—C) , cujas unidades sdo g.cm?.s™ (1)
dxd ¢
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O sinal negativo da equacéo significa que a difusdo ocorre na
direcdo de diminuicdo da concentragdo do difusante (Figura 6).

Fluxo de matéria

e 7RI
SN

X e

Figura 6 — Esqguema demonstrando a passagem de matéria fluxo (J) em
um  determinado  espago ). Fonte: Disponivel em:
<http://lwww.fisica.ufs.br/CorpoDocente/egsantana/transporte/difusion/
difusion.htm>. Acesso em 18 mar. 2009.

A primeira lei de Fick relaciona o fluxo de material com o
gradiente de concentracdo e descreve o processo de difusdo sob
condi¢des de estado estacionério, ou seja, o gradiente de concentragao,
dc/dx, ndo varia com o tempo. No entanto, na maioria dos métodos
experimentais utilizados para estudar a difusdo, ha interesse na variacéo
da concentragdo com o tempo e a distancia. Neste caso, a 1° lei pode ser
convertida em uma equacdo diferencial parcial de 2* ordem, a 2° lei de

Fick, equacdo (2):
5). -2, @

A segunda Lei de Fick (equacdo 2) representa a velocidade de
alteracdo da concentracdo de soluto em fungdo do tempo e o
deslocamento, ou seja, dois fatores importantes na determinacdo do
coeficiente de difusdo de qualquer soluto em diferentes sistemas.
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1.7.3 Difusdo Capilar e em Membrana

A difusdo através de membranas bioldgicas é um passo essencial
para a absorcdo ou eliminacdo de farmacos do organismo. E de
importdncia fundamental para que ocorra de forma eficiente a
distribuicdo do farmaco nos tecidos, bem como um papel importante no
transporte de farmacos nas membranas do cérebro, dos intestinos, dos
rins e figado (Sinko, 2008).

A difusdo livre ou transporte passivo de uma substancia através
de um liquido, s6lido ou membranas € um processo de consideravel
importancia na ciéncia farmacéutica, uma vez que as propriedades
difusionais de um farmaco tém relevancia em sistemas farmacéuticos
guando se considera processos como a dissolucdo de uma droga e seu
transporte através de membranas artificiais ou bioldgicas (Florence et
al., 2003; Sinko, 2008; Thao et al., 2010).

Como exemplos da aplicacdo deste fenbmeno tém-se 0s
implantes de contraceptivos de a¢do prolongada, a permeacao através da
derme capilar, onde ha transferéncia do farmaco para a circulacdo, a
mistura de um farmaco em solugdo, com o conteldo intestinal antes de
sua absor¢do (Sinko, 2008). Também como a dissolugdo de farmacos
em tabletes, pos-granulos, liberacdo de farmacos de unguentos e de
bases de supositorios. Outros exemplos incluem a passagem de vapor de
agua, gases, aditivos ou farmacos através dos filmes de revestimentos,
capsulas e paredes de embalagens, e a propria absorcdo passiva de
farmacos pelo organismo e a distribuicdo de substancias nos diferentes
compartimentos fisiolégicos do corpo humano (Florence et al., 2003;
Wouster et al., 2008,citado por Sinko, (2008).

Nas ciéncias bioldgicas existem fendmenos como escoamento de
fluidos, viscosidade, tensdo superficial, osmose e difusdo que
desempenham papel importante na fisiologia do organismo (Okuno et
al., 1982). Além disto, a difusdo é o principal meio de liberacdo de
farmacos através de estruturas poliméricas tais como filmes e micro
esferas. Tais estruturas também compdem a classe dos atuais sistemas
de liberacdo prolongada de farmacos, onde a difusdo acontece
gradativamente impedindo a ocorréncia de elevados picos na
concentragdo plasmatica, sendo estes 0s principais responsaveis pelos
efeitos adversos relacionados a muitos farmacos, conduzindo a um
melhor controle objetivando os tecidos alvos obtendo-se desta forma
uma agdo mais segura do farmaco. (Emico et al.,1982; Thao et al., 2010;
Lee et al.,2010).
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Os aparatos experimentais para o estudo de fendmenos difusivos
em geral constam de cdmaras, como as desenvolvidas por Karth e
Higushi (1979) que eram de construcdo simples e de facil manutencéo,
pois utilizavam material transparente, como acrilico e vidro, os quais
facilitavam a leitura e permitiam a instalacdo de agitadores mecanicos
ou magnéticos, sistema de coleta e termo reguladores. Desta forma,
permitiam também um melhor controle das amostras, visto que o
experimento podia ser executado e mensurado em horas ou dias. As
camaras de difusdo consistiam de um compartimento doador e outro
receptor, de onde podiam ser as amostras coletadas. Depois de retiradas,
eram as mesmas analisadas mediante uma série de métodos analiticos:
cintilografia liqguida ou CLAE, ultravioleta, fluorescéncia ou
espectrometria de massas, Karth et al., (1985).

Sokolnicki et al., (2006) utilizaram metodologia similar a descrita
acima para os estudos da permeabilidade de membranas de celulose
bacteriana.

Outro exemplo de acdo do uso do método de difusdo foi
desenvolvido por Biber e Rhodes (1976), que constituia de uma caixa de
acrilico com trés compartimentos, sendo que cada um podia ser utilizado
tanto com membranas sintéticas como biolégicas e assim obtinha uma
drea maior de exposicdo das membranas, o que melhorava a
sensibilidade analitica.

Lebrun e Junter (1994) utilizaram para a difusdo varias
membranas sintéticas com diferentes porosidades e marcas (Biopore,
Millipore, Anotec).

Sheuplein (1965), empregando pele animal e humana, descreveu
uma célula para o experimento de permeacdo feita em Pirex; Esta célula
consistia de duas cAmaras, uma receptora e outra doadora, as quais se
valiam de pele apoiada em uma placa acrilica perfurada. A agitacéo era
obtida por uma barra magnética revestida com teflon. Em temperatura
constante, as amostras foram coletadas em certos intervalos de tempo
para serem analisadas.

Addicks et al., (1987), desenvolveram um aparato de fluxo
continuo construidos para o estudo da difusdo e administracdo
transdermal para validagdo in vitro mais compativel com as condicGes
clinicas. Baseando-se na célula de Franz, que consiste de uma camara
doadora na parte superior separada por um receptaculo onde fixa a
membrana de dimetilpolisiloxane, na qual fica depositado o material
difusante, o qual é separado do compartimento receptor que contem
agitacdo magnética e mais um compartimento de coleta para a leitura.
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Tanto o modelo proposto por Addicks et al., (1987), como no
convencional de Franz, a temperatura era controlada por camisa térmica
a 25°C. A modificagdo proposta rendeu resultados comparaveis aqueles
obtidos com o método convencional de Franz, considerando as
vantagens oferecidas em termos de tempo e trabalho. Segundo Grass;
Sweetana (1988), o modelo proposto por Addicks et al., (1987), ¢
preferivel ao modelo de Franz pois enquanto no primeiro a analise das
amostras era realizada em fluxo de passagem, o segundo utilizava como
meio somente uma via de acesso.

Karth et al., (1985), propuseram um sistema para o estudo do
transporte de massa do colesterol, através de uma membrana de
borracha de silicone (polydimethylsiloxane) da marca Silastic 372. O
método se mostrou simples e preciso, chegando ao equilibrio ap6s 12
horas. O equipamento consistia de duas cadmaras com agitadores, uma
doadora e uma receptora, tendo como suporte um quadro de teflon, no
qual se fixou a membrana. Este sistema proposto é muito semelhante ao
utilizado neste trabalho.

Grass e Sweetana (1988) estudaram a difusdo de células, em
caixas acrilicas, com uma barreira composta de tecido.

Hidalgo et al., (1992), validaram uma camara de difuséo para o
estudo da permeacdo através de cultura celular em monocamadas, esta
camara continha a vantagem de utilizar condi¢des de fluxo laminar
através da superficie do tecido ou célula, por este motivo, permitia o
acesso para a coleta do material para analise quantitativa.

Ferreira e Oliveira (1999) determinaram, através de experimento
tedrico- pratico, o coeficiente de difusdo em misturas liquidas binarias
diluidas, para um sistema metanol-agua. Utilizaram como barreira, uma
membrana de acetato de celulose.

A evolucdo e a relagdo de com o tempo pode entdo ser usada para
analise de dados assumindo um modelo de difusdo Fickiana para
determinar um coeficiente de difusdo (Karbowiak et al.,2011). Algumas
outras limitagdes encontram-se na hipéteses subjacentes a modelagem
com base na lei de Fick aplicada a estado transitorio, no caso de uma
transferéncia unidirecional através de um material de placa e,
principalmente, na hipétese de um volume constante e difusividade uma
constante durante a transferéncia de massa.

Karbowiak sugere que em um trabalho futuro, a variacdo da
espessura do filme com o tempo poderia ser experimentalmente
avaliados a fim de adiciona-lo como um parametro variavel no modelo.
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No entanto, este oferece interessantes desenvolvimentos futuros
na investigacdo de mudangas estruturais durante o fendmeno de difusdo
ou de transferéncias de massa, em especial para estudar a influéncia da
difusdo em agua sobre a difusdo de outras moléculas pequenas
como aromas e conservantes, ou moléculas maiores (Karbowiak et
al.,2011).

Assim, ficou demonstrado que o estudo da permeagdo em tecidos
e membranas, bem como a difusdo de substéncias, ions e moléculas, ao
longo do tempo, tém a sua importancia tanto na farmacologia como na
clinica.

1.8 LIBERACAO DA ALOINA ATRAVES DE MEMBRANAS DE
CELULOSE BACTERIANA DERIVADAS DO METABOLISMO
DA Acetobacter xyllinum

A incorporagdo de compostos bioativos provenientes de plantas
medicinais, tais como a aloina, extraida da babosa A. Barbadensis,é de
grande interesse para 0 estudo da liberagcdo controlada de drogas por
diferentes tipos de suportes poliméricos (Berti et al., 2006).

A liberacdo controlada de farmacos ganhou muita atencdo nos
Gltimos anos, tornando-se assim de importancia estratégica nos
tratamentos terapéuticos, pois permitem que o efeito farmacolégico da
droga se mantenha por um tempo mais prolongado e em um local alvo
determinado, limitando a exposicdo sistémica e os efeitos colaterais,
melhorando a adesdo do paciente a terapia (Lee et al.,2010; Thao et al.,
2010).

O desenvolvimento e a formulacdo apropriados da forma
farmacéutica necessitam do conhecimento das caracteristicas fisicas,
guimicas e bioldgicas do farmaco e de todas as matérias primas usadas
na elaboragdo do produto, assim como a anatomia e fisiologia do local
de administracdo e absor¢éo (Cavalcante, 2002).

A fusio da ciéncia de polimeros com as ciéncias farmacéuticas
conduziu a um avan¢o em termos de inovacdo e desenvolvimento de
novos sistemas de liberacdo de farmacos (SLFs). (Oliveira e Lima,
2006).

A administracdo de um farmaco a partir de um sistema de
liberacdo envolve aspectos tanto da dissolugdo quanto da difusdo. Os
fundamentos da difusdo e as teorias da dissolucdo possuem muitas
semelhancas (Sinko, 2008).
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A liberacdo de farmacos é um processo importante no qual estdo
incluidas vérias etapas como desagregacdo, desintegracdo, difusdo e
dissolugéo (Sinko, 2008).

Devido as suas diversas aplicacbes e funcionalidades,
especialmente em terapias de liberacdo controlada por farmacos, os
polimeros estdo dentre os excipientes mais utilizados em tecnologia
farmacéutica (Florence e Attwood, 2003).

A escolha de um polimero para um sistema de liberacdo de
farmacos depende de varios fatores que correlacionam as propriedades
do principio ativo dos polimeros aos demais excipientes que irdo fazer
parte da formulagdo, além disso, o0 mecanismo pretendido de liberacdo
do farmaco também interfere nessa escolha (Cavalcanti, 2002).

Para se chegar ao mecanismo desejado de liberagdo do farmaco,
0s polimeros podem ter suas propriedades moldadas ou é possivel
trabalhar com uma mistura de polimeros que apresentam propriedades
diversas e, com a modificacdo da propor¢do destes na formulagdo, é
possivel chegar ao sistema de liberacéo que satisfaca as necessidades do
formulador (Piemolini, 2004).

Em alguns casos, filmes de Polihidroxido alcanoatos (PHAS),
puros ou combinados com celulose também de origem bacteriana,
podem gerar patches (adesivos) ideais para a aplicagdo desses
componentes, tendo em vista as propriedades de biodegradabilidade e
biocompatibilidade dos produtos biopoliméricos (Williams et al.,1999).

O importante é que esses biopolimeros podem ser produzidos
"sob medida", uma vez que sua sintese pode ser controlada pelas
condicdes de cultivo como fonte de nutrientes, agitacdo e de variaveis
gendmicas, tais como mutacdo sitio-dirigida das respectivas sintaxes,
sendo estas enzimas responsaveis pela sintese in vivo (Piemolini, 2004).

Wanichapichart et al.,(2002), caracterizaram a membrana de
celulose produzida pela A. xyllinum, e demonstraram em seus
resultados,que uma vez alterada a fonte de nutricdo da bactéria foi
possivel modificar a densidade da membrana de celulose, de 1x10° para
2x10® ufc/mL?.  Utilizou-se para tal experimento sacarose
complementada com agua de coco.

Em conseqiiéncia foram modificadas sua porosidade, densidade,
e certa uniformidade com uma pequena varia¢do entre o tamanho dos
poros.

Uma vez transformadas as caracteristicas da membrana foi
possivel aumentar ou diminuir o fluxo de permeagdo, e desta forma
acelerar ou retardar a difusdo de um farmaco, sendo este fato de suma
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importancia na aplicagdo em patches (adesivos) transdérmicos
(Wanichapichart et al., 2002).

Avancos futuros na ciéncia dos polimeros deverdo ser baseados
em modificacdes de suas propriedades quimicas e fisicas, aléem de novas
combinacdes de copolimeros com objetivos e componentes capazes de
liberar uma ampla variedade de agentes bioativos de forma programada
e controlada (Oliveira e Lima, 2006).

1.8.1 Biopolimero bacteriano

A aplicacdo farmacoldgica dos polimeros naturais se justifica
principalmente devido as suas propriedades fisico-quimicas que
encontram um vasto emprego na formacao de géis, filmes, membranas e
matrizes (Florence e Attwood, 2003).

Atualmente existe consideravel interesse em polissacarideos,
obtidos pela acdo de microrganismos, como exemplos: 0s
polihidroxialcanoatos (PHAs) e a Celulose Bacteriana (CB) para a
liberacdo de farmacos (Oliveira e Lima, 2006).

A (CB) é um polissacarideo composto de mondmeros de [-
glucose que sdo utilizados na natureza para suprir a estrutura das células
(Jonas e Farah, 1998).

Mormino et al.,(2002), Jonas e Farah (1998), citaram importantes
aplicacdes tanto na area industrial de papel e téxtil, bem como na area
médica em diafragmas, bandagens, pele artificial, agente de ligacao,
reparacdo de documentos, estabilizantes e emulsivantes em cosméticos e
alimentos, em terapias gengivais e implantes dentais.

Devido as inimeras aplicacdes da (CB) nas diferentes areas, entre
os anos de 1990 e 1996, resultaram em mais de 50 patentes e
aproximadamente em 110 citacGes (Jonas e Farah, 1998).

A bactéria Acetobacter xylinum gram negativa e aerobica,
descrita por Brown, em 1886, é conhecida por apresentar grande
habilidade em produzir (CB). Esta bactéria tem uma grande capacidade
de converter moléculas de glicose em mais de 108 moléculas de celulose
em 1 hora, sendo esta a mais pura celulose até agora conhecida (Keef,
2006).

Em alguns casos, filmes de celulose bacteriana, puros ou
combinados com (PHASs), também de origem bacteriana, podem gerar
patches (adesivos) ideais para a utilizacdo desses componentes, tendo
em vista as propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade
dos produtos biopoliméricos (Oliveira e Lima, 2006).
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1.8.2 Propriedades dos biopolimeros bacterianos

Segundo (Rios, 2005) em relacdo as propriedades dos
biopolimeros, dois critérios devem ser seguidos; as caracteristicas
quimicas dos biopolimeros ndo devem alterar e nem comprometer a
acdo dos ingredientes ativos e, as propriedades fisicas dos biopolimeros
devem ser consistentes e reproduzir lote a lote suas caracteristicas.

Dentre as propriedades quimicas e fisicas estdo as chamadas
propriedades de dissolu¢do do polimero que afetam muito a liberagdo de
principios ativos, e podem ser aceleradas ou retardadas dependendo da
solubilidade ou permeabilidade do veiculo (Zhu,2002).

Ja as propriedades de superficie, determinam a capacidade de
desorcdo de agua de polimeros, que sofrem degradacdo hidrolitica e
intumescimento hidrogéis. Essas propriedades podem ser melhoradas
por meios quimicos, fisicos e biol6gicos para aumentar sua
biocompatibilidade. (Mano e Mendes, 1999).

Segundo (Jacobs e Mason, 1993; Angelova e Hunkeler,1999)
dentre as propriedades de superficie, na elaboracdo de um sistema de
liberacdo de farmacos sdo de suma importancia: a permeabilidade,
hidrofobicidade, lubrificacdo,lisura,energia de superficie e adesdo;
sendo que estas determinam a biocompatibilidade com tecidos e sangue,
além das propriedades fisicas com durabilidade, permeabilidade e
degradabilidade (Angelova, Hunkeler,1999; VVazquez et al.,2011).

1.8.2.1 Biocompatibilidade

Para que haja a biocompatibilidade é necessario que o material
preencha alguns critérios como a néo alteragdo quando em contato com
liquidos tissulares, deve ser quimicamente inerte, ndo ser alergénico,
carcinogénico, ndo causar reacdes de corpo estranho, capacidade de
resisténcia as tragdes mecénicas e ser esterilizdvel (Cumberaland,1953).

1.8.2.2 Biodegradabilidade

A biodegradacdo é um processo natural pelo qual produtos
guimicos organicos no ambiente sdo convertidos em componentes
simples, mineralizados e redistribuidos por meio dos ciclos elementares
como o do carbono, nitrogénio e enxofre (Azevedo, 2002).

Com respeito aos polimeros biodegradaveis, é essencial
reconhecer que a degradacdo € um processo quimico e a erosdo é um



53

fendmeno fisico dependente dos processos de difusdo e dissolucdo
(Azevedo, 2002; Cunha et al., 2003).

Essas vias de degradacdo podem ocorrer separadamente ou de
forma simultanea e sdo muitas vezes influenciadas pelos seguintes
fatores: estrutura quimica e composicdo do polimero, fatores fisico-
quimicos (carga ibnica, forca idnica e pH), fatores fisicos (forma,
tamanho, defeitos na cadeia), morfologia (amorfos,semi-crialino,
cristalino, microestrutura, stress residual) (Azevedo, 2002; Cunha et al.,
2003).

1.8.2.3 Bioadesividade

Em 1988, o termo bioadeséo foi utilizado pela primeira vez para
definir a ligacdo de macromoléculas naturais ou sintéticas a um
substrato bioldgico (Gu, Robinson, 1988).

Hoje, a bioadesividade é dependente da natureza quimica dos
mondmeros, do processo e da técnica de preparacdo do polimero, do
peso molecular, que depende das condigdes de polimerizacdo para cada
mondmero, e da estrutura macromolecular (Mano e Mendes, 1999).

A interacdo de farmacos com interfaces de agregados de
compostos poliméricos representa um aspecto importante na tecnologia
farmacéutica, pois se apresentam como estruturas especiais com
caracteristica de reabsor¢do que demonstram propriedade Unica em
sistemas de liberacdo controlada, interferindo no perfil de
biodisponibilidade da droga (Oliveira e Lima, 2006).

1.8.2.4 Adsorcéo e dessorgdo em celulose bacteriana

Adsorcdo é um fendbmeno de transferéncia de massa de uma fase
gasosa ou liquida para um sélido poroso. A adsorcéo fisica consiste na
acdo de forcas coesivas, ligacGes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio
ou as forcas de Van der Walls, no interior dos poros do material
adsorvente, sendo usualmente reversivel, enquanto na adsor¢édo quimica
, 0 adsorvido ¢ ligado ao adsorvente por ligagcdes primarias, incluindo
troca ibnica, protonacdo e complexacdo, sendo esse processo
irreversivel (Jenquin e Mcginity, 1994; Oliveira e Lima, 2006).

Outro conceito dado & adsorgdo é a adesdo de moléculas de um
fluido (o adsorvido) a uma superficie sélida (o adsorvente); o grau de
adsorcdo depende da temperatura, da pressdo e da area da superficie
(Www.uma.pt/igc/iGC.html).
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A quantidade de substancia adsorvida na superficie decresce com
0 aumento da temperatura, ja que todos os processos de adsorcdo séo
exotérmicos. A uma temperatura constante a quantidade adsorvida
aumenta com a concentracdo do adsorvato ( em solucdo ou fase gasosa)
e a relacdo entre a quantidade adsorvida e a concentracdo é conhecida
como a isoterma de adsorgdo (Cavalcanti, 1998). A adsorcdo é um
exemplo da interagdo farmaco e excipiente.

Quanto a dessor¢do, sabe-se que € um processo inverso a
adsorcéo.

1.9 A MOLECULA DE AGUA COMO SOLVENTE.

A molécula de agua possui propriedades particulares que ndo séo
encontradas em outros substancias e que Sd0 necessarias para
vivificantes processos. Estas propriedades sdo provocadas pelo ambiente
formado pelas ligacdes de hidrogénio, particularmente evidente na agua
liquida. Cada molécula de agua liquida estad envolvida em cerca de
quatro pontes de hidrogénio com for¢as consideravelmente menores que
as ligagbes covalentes, mas, consideravelmente maior que a energia
térmica natural (Chaplin, 2010).

A 4gua liquida é um material altamente versatil. Apesar de ser
formada de moléculas menores, ela pode se moldar e controlar
biomoléculas.

As propriedades de ligagdo de hidrogénio da agua sdo cruciais
para esta versatilidade, pois elas permitem que a agua execute um
“ballet” tridimensional, trocando parceiros e mantendo a ordem
complexa (Chaplin, 2006).

No caso das moléculas de agua, que, apesar de apresentarem
apenas trés atomos em sua estrutura (2 H + 1 O) e possuirem 0 peso
molecular de 18 se encontram nas CNTP como um liquido e tem ponto
de ebuligdo de 100°C e ainda, mostram facilidade de cristalizacdo perto
de 0°C. Em comparacdo, uma molécula com o mesmo nimero de
atomos, como o0 H,S (sulfeto de hidrogénio), com peso molecular de
34,08, € um gas, mesmo tendo peso molecular muito maior que o da
agua. (Chaplin, M. Water structure and behavior. Disponivel em:
<http://www.isbu.ac.uk/water>. Acesso em: 21 de maio de 2011). Além
disso, devido as associacBes entre as moléculas de agua, podem se
formar duas configuragcbes mais complexas, os chamados “octimeros
biciclicos”, conforme figura 7, a estrutura A com maior entropia
orientacional e a estrutura B, menos densa e mais organizada
estruturalmente. (Szortyka, 2006).


http://www.isbu.ac.uk/water
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Figura 7 — Formacao de estruturas de octdmeros biciclicos, dadas por
associacBes entre moléculas de 4gua. CHAPLIN, M. Water structure
and behavior. Disponivel em: <http://www.isbu.ac.uk/water>. Acesso
em: 21 de maio de 2011.

Estas associacfes causam na molécula de agua uma série de
anomalias de comportamento, sendo as mais importantes:

Densidade - A anomalia da agua em relacdo a densidade é mais
facilmente percebida, pois com o abaixamento da temperatura, hd uma
contragdo molecular, até o limite de 4°C; a partir desta temperatura
comega a haver uma expansdo, 0 que ndo acontece com 0S outros
liquidos. Assim como demonstrado na (Figura 8).

.............. - Temperatura ®C s

Figura 8 — Densidade da 4gua em funcdo da temperatura. CHAPLIN,
M. Water structure and behavior. Disponivel em:
<http://www.isbu.ac.uk/water>. Acesso em: 21 de maio de 2011.
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Compressibilidade - Quando a temperatura diminui, a compressibilidade
isotérmica também diminui, sendo que na agua, a partir de 46°C, ha um
aumento quando a temperatura diminui. A explicacdo dada € devido a
friccdo dos “aglomerados” de moléculas de agua quando no decréscimo
da temperatura. As moléculas deste aglomerado assumem um novo
rearranjo; de modo a formar as 4 pontes de hidrogénio com as moléculas
vizinhas, resultando em um volume maior que a média da rede normal.
Quanto maior for a temperatura, tanto menor sera o tamanho e 0 nimero
de aglomerados presentes na agua.

Calor especifico - Em um fluido normal, ndo associado, o calor
especifico é diretamente proporcional a temperatura, enquanto que na
agua o calor especifico aumenta a partir de 36°C com a diminuicdo da
temperatura. Essa proporcionalidade inversa também ¢ explicada pelo
fendmeno da friccdo dos aglomerados entre as moléculas de agua.

No meio liquido, existem dois tipos de movimentos: o
translacional e o rotacional. Em um fluido considerado “normal”, o
coeficiente de difusdo aumenta a medida que a densidade diminui, pois
guanto mais denso for o meio, tanto mais dificil serd para as moléculas
se deslocarem, o0 que caracteriza 0 movimento translacional ou girarem
em torno do seu proprio eixo, o chamado movimento rotacional. Na
figura 9, a linha pontilhada representa o comportamento de um liquido
considerado normal, no qual a densidade descresse em relagdo ao
coeficiente de difusdo e a linha sélida correspondia ao comportamento
da difusdo da agua, no qual ha uma perceptivel anomalia significativa
(Szortika,2006 ).

D,

.-J{)
Figura 9 — Comportamento de difusédo da 4gua em relagéo a um liquido
normal. Fonte: Dissertacdo (SZORTIKA, 2006).



CAPITULO 2
MATERIAL E METODOS

OBTENCAO DA ALOINA

A aloina utilizada para a realizagdo dos ensaios foi a de marca
(Fluka - 06088; Riedel-de-Haén; Seelze; Germany) com 99% de pureza.

2.1 DETERMINACOES COMPLEMENTARES PARA O ESTUDO
DA DIFUSAO

2.1.1 Tensao superficial

As medidas de tensdo superficial foram realizadas em balanca de
torcdo de anel e placa (método de Du Nouy), através do
tensiometro de Du Nouy do Departamento de Quimica da UFSC e
em triplicata para todas as concentracbes da substancia estudada em
solucdo aquosa.

2.1.2 Ponto de fusdo

A determinacdo do ponto de fusdo da aloina tem como
importancia a confirmacdo do seu grau de pureza, e para isso foi
utilizado o método capilar, realizado no Departamento de Farmacia no
Setor de Ciéncias da Saude da UFPR.

Em um aparelho modelo Buchi SMP-20 Mettler (Figura 10), foi
introduzido uma massa aproximada de 3 mg, em um tubo capilar e este
conjunto foi aquecido no aparelho até iniciar a fusdo do material. Assim,
foram determinados os pontos iniciais e finais da fusao total da aloina.
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Figura 10 — Aparelho utilizado para determinar o ponto de fusdo da
aloina (UFPr, 2008).

2.1.3 Densidade da aloina em solucéo aquosa

A solugdo de 0,058 mg/mL de aloina foi empregada para
determinacdo da densidade dessa substancia para possivel utilizacdo nas
equacBes empiricas. Foi empregado picndmetro, de 25mL, da marca
(Avel), método descrito em Farmacopéia Brasileira 3* ed,2008. Apds
ser determinada a massa, 0 picnémetro foi completamente preenchido
com a solucdo de aloina e novamente determinada a massa do conjunto.

A diferenca entre a massa do conjunto solucdo mais picnémetro e
a massa do picndmetro vazio representava a massa do liquido. Pela
férmula do calculo de densidade, determinou-se a densidade da solucéo.

2.1.4 Viscosidade da solucéo de aloina

A viscosidade da solugéo de aloina em &gua foi determinada para
a possivel utilizagdo nas equacgdes deste estudo. Para a sua determinagdo
foi utilizado o viscosimetro de Ostwald (Figura 11), num total de trés
repeticbes, seguindo o principio da lei de Hagen — Poiseuille, a qual
relaciona o tempo de escoamento de corpo liquido através de um orificio
capilar. (Netz e Ortega, 2002). A concentracdo da solucdo utilizada foi
de 0, 058 mg /mL.
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Figura 11 — Viscosimetro de Ostwald, utilizado para determinar a
viscosidade da (UFPr, 2008).

2.1.5 Determinacéo do pH e construcéo da curva-padrao da solugédo
de aloina.

Em solugdo tampdo fosfato nos pH 4,4; 6,4; 7,4 foram pesados
0,10 mg de aloina e dissolvidos em volumes para 10 mL de agua,
perfazendo um total de trés horas. A cada hora era realizada a leitura das
solucdes supracitadas no espectrofotdmetro UV-Visivel
(Shimadzu1203) na faixa de 200 a 400 nm. Ap6s determinado o ph
ideal de estabilidade pode-se construir uma curva-padrdo, com as
seguintes concentragcdes 0,008; 0,017; 0,025; 0,033; 0,041 e 0,058
mg/mL.

2.2 APARATOS PARA OS EXPERIMENTOS DE DIFUSAO

Para os experimentos de difusdo foram desenvolvidos dois
aparatos: o aparato 1 (Figura 12), o qual consiste de uma Unica caixa
acrilica de cor azul, vedando a entrada da luz devido a sensibilidade da
aloina, com um volume total de 1400 mL (Figura 12A). A caixa era
separada em compartimentos denominados de vasos A e B, divididos
através de um encaixe tipo gaveta bem vedado, por uma barreira fisica
de mesmo material com 3 mm de espessura, com 256 furos de 1,95x 10°
% cm?, totalizando uma é4rea de 0,5 cm? (figura 12D). As figuras 13 e 14
mostram desenhos esquematicos do aparato 1 acima descrito.
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Figura 12 — Cuba acrilica utilizada para a determinacéo do coeficiente
de difuséo da aloina (aparatol). Em (A), vista superior da cuba
adaptada para agitagdo magnética. Em (B), cuba acrilica adaptada
para agitacdo mecanica. Em (C) sistema de agitacdo mecénica e em (D)
barreira acrilica dos vasos com 256 furos com area somando um total
de 0,5 cm2.
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Cubade difusdo com agitacdo laminar.
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Figura 13 — Desenho esquematico da cuba (aparatol) vista em plano
superior, mostrando o funcionamento das pas em sentido anti-horario,
0s pontos de coleta para leitura e suas respectivas dimensoes.

Cuba de difusdo com agitagdo
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Maotor
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Vaso A Vaso B —
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Areatotal das pas
de agitagdo : 7220 mm?
porrotor

Dimensoes internas
Dimensdes em mm
Rotacgao dos agitadores : 15 rpm.

Material: Acrilico 3 mm

Figura 14 — Desenho esquematico, vista lateral, da cuba (aparato 1)
adaptada para agitagcdo mecanica e suas respectivas dimensdes.
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O aparato 2 consiste de uma cuba acrilica sem agitacdo com
volume total de 100 mL (Figura 15A), com separagdo entre elas, por
uma placa do mesmo material com 1mm de espessura e com 14
perfuracdes perfazendo um total de 0,5 cm? de area. Portanto, cada cuba
do aparato 2 apresentava 50mL de volume (Figura 15B). A Figura 16
apresenta o desenho esquematico do aparato 2.

Figura 15 — Cuba acrilica (Aparato 2) sem adaptacdo para agitacao:
(A) vista superior da cuba acrilica mostrando os vasos a e b; (B)
barreira acrilica de 1mm de espessura mostrando o0s com 14
perfuragfes(crivos).
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Cuba sem agitagao
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Figura 16 — Desenho esquematico da cuba acrilica sem adaptagdo para
a agitacdo (aparato 2), mostrando os pontos de coleta, com suas
respectivas dimensdes.

2.3 CALIBBACCES PARA DETERMINAR O COEFICIENTE DE
DIFUSAO

Os experimentos foram executados nos Laboratérios do
Departamento de Biogquimica e Biologia Molecular e Departamento de
Farmacia da Universidade Federal do Parana (UFPR) em ambiente
climatizado, com temperatura entre 20 a 21 °C e baixa luminosidade,
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com a intengdo de minimizar interferéncias. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata e inicialmente padronizados para o
aparatol.

Para realizar a calibracdo do aparatol (item 2.2) foram
utilizados 500 mL da solucdo de cafeina anidra BP93 (Lote:
NR.990701, de marca Hemifarma) em &gua destilada na concentragdo
de 0,0678 mg/mL. A seguir foi adicionada ao vaso A da cuba acrilica
(Figura 12). Na barreira de acrilico foram utilizados 224 orificios (figura
12D). A diminuicdo do ndmero de furos deu-se em razdo do volume da
solucdo de cafeina utilizado.

Ao vaso B do aparatol (12A), foi adicionado o mesmo volume de
agua destilada e a placa acrilica perfurada foi inicialmente obstruida
para a carga da solu¢do e o conjunto foi colocado em um sistema de
agitacdo magnética suave (Micro quimica 301), sendo em seguida
retirada a obstrucdo para dar inicio ao experimento.

Na seguéncia, foram coletados 2 mL de cada um dos vasos (A e
B) do aparatol, a cada 10 min, em pontos de coleta determinados. Apds
a terceira leitura, a coleta passou a ser efetuada em intervalos de 20
minutos, sendo a absorbéancia lida em espectrofotémetro UV (Shimatzu
1601), no comprimento de onda de 273 nm.

O experimento de calibracdo foi executado para cada uma das
adaptacOes deste aparato considerando: (a) agitacdo magnética e
mecanica, (b) agitacdo mecanica com barreira acrilica, (c) sem agitacdo
mecénica com barreira acrilica e (d) sem agitacdo mecénica com
membranas de celulose.

Os experimentos executados nos aparatos de difusdo nédo
mantiveram a condicdo “sink’’, ou seja, a reposicdo no vaso A do
solvente para a leitura objetivando simular a difusdo no sistema
circulatério.

As condi¢Bes de calibracdo para os experimentos utilizando o
aparato 2 seguiram aquelas previamente testadas para o aparatol,
diferindo apenas o volume total da cuba, 100mL e auséncia de agitacéo.

2.4 ESTUDO DA DIFUSAO DA ALOINA

Para o estudo da difusdo da aloina foram utilizados diferentes
modelos de avaliaco incluindo barreiras fisicas e biol6gicas.
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2.4.1 Difuséo da aloina a partir de barreiras fisicas: utilizando o
aparato 1 adaptado para agitacdo magnética.

Para o estudo da difusdo da aloina foi utilizado o modelo
estabelecido a partir do experimento de calibracdo com cafeina
utilizando o aparato (1), onde foi elaborado um experimento para o
estudo da difusdo. Para tal procedimento foi utilizado aloina da marca
Fluka (06088; Riedel-de-Haén; Seelze; Germany) com 99% de pureza.

No vaso A, foram colocados 500 mL de solucdo de aloina na
concentracdo de 0,058 mg/mL e o mesmo volume de 4gua destilada no
vaso B, mantendo as mesmas caracteristicas da placa acrilica perfurada
do sistema do aparatol. Volumes de 2 mL foram coletados em
intervalos de tempo definido da solugdo de cada camara, sendo que o
volume coletado para as leituras, ndo atingiu 4% do volume total das
cubas, e desta forma ndo interferiu no sistema.

A leitura em espectrofotdometro UV (Shimatzu 1601) procedeu-
se no comprimento de onda de 296 nm, valor de pico maximo de
absorbancia da solugéo de aloina utilizada. De acordo com a literatura, o
comprimento de onda a ser usado para a leitura no espectrofotémetro,
através do UV, situa-se na faixa de 250 a 300 nm (Clarke’s 1986).

2.4.2 Difuséo da aloina em cuba com barreira acrilica aparato 1
adaptada para a agitacdo mecénica.

Neste experimento utilizou-se o aparato (1) sob agitacdo
mecanica (Figura 12) onde se observou o0 mesmo turbilhonamento
realizado com a agitagdo magnética, porém com uma intensidade bem
menor. As agitacbes tanto magnéticas como mecénicas foram
promovidas nestes experimentos com o objetivo de impedir o gradiente
de concentracéo.

2.4.3 Difuséo da aloina a partir do aparato 2 em cuba sem agitacéo
e com barreira acrilica perfurada.

A placa divisora foi selada e em uma das cAmaras foi colocada a
solucdo de aloina, com volume de 50 mL na concentracdo de 0,058
mg/mL e em outra, 4gua destilada, com mesmo volume, tomando-se o
cuidado para cobrir as cubas com a finalidade de proteger contra a luz.

Volumes de 2 mL foram coletados em intervalos de tempo
definido da solugdo de cada camara, sendo que o volume coletado para
as leituras, ndo atingiu 4% do volume total das cubas, e desta forma ndo
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interferiu no  sistema, onde foram realizadas  medidas
espectrofotométricas em UV, com comprimento de onda de 296 nm, a
cada 300 segundos durante um tempo total de 1500 segundos.

2.4.4 Difusdo da aloina através de membrana de celulose bacteriana.

Para o estudo da difusdo da aloina através de um sistema de
membranas bioldgicas, inicialmente foi realizado o preparo das
membranas de celulose. Tais membranas foram gentilmente cedidas
pelo Laboratério de Tecnologias Integradas (Intelab), as quais eram
produzidas a partir da cultura estatica da bactéria Acetobacter xylinum.

Primeiramente, o preparo das membranas de celulose consistia da
imersdo destas em uma solucdo composta de 20% de alcool etilico com
80% de &gua destilada, com o intuito de protegé-las contra a acdo
microbiana. Apos a retirada das membranas conservadas nesta solugdo
foi realizada uma selecdo daquelas com espessura mais uniforme, em
torno de 0,14mm apds hidratacdo. Em seguida foram realizadas
sucessivas lavagens e as mesmas, foram deixadas em imersdo em agua
destilada por 10 minutos, com o objetivo de retirar o excesso do alcool.
Completado o tempo, removeu-se 0 excesso de agua através de leve
pressdo em papel absorvente, conforme a Figural?.

W

(§ —SS8 o E
Figura 17 — Membranas de celulose bacteriana hidratadas contendo em
media 0,14mm de espessura.
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Apo0s as sucessivas lavagens as membranas foram desidratadas
para posterior utilizac8o. Para isso foram colocadas em estufa da marca
QUIMIS, para secar a uma temperatura de 40°C por 24 horas e sobre
circulagéo.

O ensaio utilizado para avaliar a difusdo da aloina através do
sistema de membranas biolégicas foi 0 mesmo adotado para as barreiras
fisicas utilizando o aparato 2, descrito no (item 2.2), com apenas uma
modificacdo onde a membrana utilizada foi a membrana de celulose de
origem bacteriana.

Para este estudo foram selecionadas membranas que ap6s a
desidratacdo apresentaram em torno de 0,1 a 0,0lmm de espessuras e
superficies regulares quando examinadas em uma lupa.

O experimento efetuado para mensurar o coeficiente de difuséo
foi executado em cuba acrilica sem agitagéo, como supracitado (Aparato
2, Figura 15).

Antes da realizacdo do experimento uma membrana de celulose
regenerada para dialise, da marca Cellu-Sep T3, foi utilizada para a
padronizagcdo do ensaio. Para este ensaio a membrana estava apoiada
sobre a barreira acrilica (um anteparo construido para dividir a cuba
formando os vasos A do B) e continha area total de 0,186 cm’ e
caracteristicas de membranas para a dialise marca Cellu-Sep MWCO —
cutt of 12000 -14000 Dalton.

Na sequéncia as membranas de celulose de origem bacteriana,
apoiadas em barreira acrilica com crivos, foram empregadas seguindo as
mesmas condi¢des experimentais.

2.4.5 Equacgbes empiricas utilizadas na previsao dos coeficientes de
difuséo

Diversos autores previram valores aproximados para as grandezas
que definem a difusdo, através de equagdes empiricas.

Com hase em métodos citados por (Lyman et al.,1990), equacdes
empiricas de previsdo foram avaliadas e empregadas neste trabalho.

Dentre 0s métodos puramente propositivos foram selecionados
trés, em virtude dos parametros das equacdes com seus respectivos
autores; Método de Scheibel (1954), Método de Wilke e Chang (1955) e
Método de Hayduk e Laudie (1974). Estas equacBes foram selecionadas
por envolverem pardmetros que podem ser medidos em experimentos,
através delas, foram obtidos os valores especificos do coeficiente de
difusdo da aloina e cafeina neste trabalho.
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Para a previsdo do coeficiente de difusdo de uma substancia
genérica, primeiro determina-se o volume molar pelo método de Le
Bass, conforme (Tabela 17-5 do anexo 1) (Lyman et al.,1990).

O método foi determinado para a cafeina, sendo o valor de VBc
=195,3cm®/mol. Para a aloina o valor calculado e usado foi de VBA =
383,0 cm3/mol.

Método de Wilke — Chang (1955):

A relagdo de Stokes-Einsten modificada, desenvolvida por Wilke
e Chang (1955), é descrita como um modo bem conhecido de
correlacionar coeficientes de difusdo. Esta expressdo € puramente
empirica e foi desenvolvida ao se determinar os coeficientes de difuséo
de 25 combinacdes orgénicas em 4gua e estabelecer uma expressao que
se ajustasse bem aqueles dados, equacéo (3):

7,4210~8 (yy M) /2 T
Dpw = 0.6 @)
NMwvpg

Onde ¢ é um fator de associacdo adimensional para o solvente
(foram determinados pelos autores os seguintes fatores de associacdo:
1,0 para solventes ndo associados, 1,5 para etanol, 1,9 para metanol e
2,6 a constante de associagdo da &gua); My, peso molecular da dgua 18
g/mol; T para temperatura, K 296,16; n,, para a viscosidade 0,9325 ;
VBe € o volume molar, aplicando para valores de 195,3 para a cafeina e
para aloina VBA= 383,0.

Valores obtidos empregando o método de Wilke e Chang:

e Dcareina= 0,6329X107° cm?/s
e DaLoina= 0,3873X10° cm?/s
Método de Hayduk e Laudie (1974):

Hayduk e Laudie propuseram uma equagdo semelhante aquela
previamente introduzida por Wilke e Chang (1955) equacdo (4):

13,26x10 2

D = —11a 4
Bw =T - (4)
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Onde:
e VB = volume molar de cafeina ou aloina cm?/mol
e 1) = Viscosidade da dgua a 23°C = 0,9325 cP

Aplicando para valores de VBc =195,3 para a cafeina e para
aloina VBA= 383,0
Foram obtidos os seguintes valores:

e Dcareina = 0,6425X10° cm2 /s
° DALOfNA = 0,4322X10-5 cm?/s

Meétodo de Scheibel

A equacdo (5) é a equacdo proposta por Scheibel (1954):

_ 82x107°T IV 2/
Dpw = A {1 + (E) | ®)

Onde:
e VVw= volume molar da 4gua = 14,8 cm*/mol

Aplicando para valores de VBc =195,3 para a cafeina e para
aloina VBA = 383,0.

e 1= 0,9325
e V,=148cm3

Foram obtidos os valores:

e Dcareina = 0,6173X10° cm?/s
e Daioina = 0,38055X10 Scm2/s

2.4.6 Método de Linder

Linder et al. (1976), desenvolveram uma equacdo (6) para o
calculo da difusdo da sacarose em agua. Este método foi escolhido para
estabelecer uma comparacdo do nosso estudo, tendo em vista a
semelhanca dos parametros adotados em ambos.
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Onde:

e m - massa que efetivamente passa pela barreira ou
membrana de difuséo;

e ¢ - concentracdo do soluto difundido que foi medido em
mg/mL;

e S-éreatotal da barreira de difusdo em cm?;

e t-tempo em segundos.

2.5 ESTUDO CINETICO DA LIBERACAO DA ALOINA

Para o estudo cinético da liberacdo da aloina utilizou-se a
membrana biol6gica de origem bacteriana incorporada previamente com
aloina.

A incorporacéo de aloina na membrana de celulose bacteriana era
feita de duas maneiras. Na primeira foi colocado sobre as membranas
previamente hidratadas um volume determinado de 5 mL de solugéo
aquosa de aloina na concentracdo de 30 mg/mL.

Na segunda as membranas desidratadas (item 2.4.4,) previamente
pesadas, foram submergidas em uma solugcdo aquosa de aloina na
concentracdo de 50mg/mL com volume final de 5mL, por um periodo
de 30h.

As membranas procedentes dos tratamentos acima citados foram
deixadas escorrer por um minuto e levemente passadas nas bordas de
papel absorvente para retirar o excesso de solu¢do. Em seguida foram
pesadas para determinar a quantidade de aloina incorporada em fungédo
da massa de solucdo saturada (Figura 18). Tais membranas foram
secadas em temperatura ambiente. Todos os procedimentos foram
executados em triplicata.
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Figura 18 — Membranas de celulose bacteriana (CB), cada uma
totalizando uma &rea de 4cm* incorporadas com aloina, prontas para
sua utilizacao no dissolutor.

2.5.1 Perfil de liberag&o da aloina em membrana incorporada
utilizando o aparelho dissolutor metrolab (modelo TDT08)

O estudo cinético da liberagdo da aloina foi realizado em solucéo
fisioldgica tamponada com pH 7,4.

Para tal averiguacdo as membranas que continham o farmaco,
conforme a descri¢do apresentada no item 2.5 foram analisadas quanto
ao perfil de liberacdo da aloina. Para isso utilizou-se um aparelho de
dissolu¢do marca Metrolab, modelo TDT 08, com o aparato de cesta
rotativa, como mostrado na (Figura 19).
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Figura 19 — Dissolutor Metrolab com capacidade para oito cubas de
400 mL cada, utilizada para a liberacédo da aloina a temperatura de
37°C.

As membranas foram fixadas nas cestas e mergulhadas em uma
cuba contendo 400 mL de solucéo tampéo fosfato pH 7,4. (Figura. 20)

Figura 20 — Cuba de dissolucdo, em destaque cesto metalico, onde é
colocado o material para a disperséo.
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Para o preparo da solucdo foram utilizados comprimidos da
marca (Sigma) de concentra¢do 0,01M de tampéo fosfato, 0,0027M de
potéssio e 0,137M de cloreto de sédio.

O sistema foi mantido em agitacdo a 40 rotacdes por minuto, a
temperatura de 37°C. Em intervalos de tempo pré-estabelecido (1, 3, 5,
7, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 minutos) foram retiradas aliquotas de 4 mL,
com reposi¢do de meio.

A quantidade de aloina liberada em cada tempo foi determinada
pelo método espectrofotométrico, (Agilent 8453), sendo as leituras
realizadas a A =296nm. Como referéncia foi utilizada uma solugéo do
padrdo aloina na concentracdo de 30ug/mL, em comprimento de onda
de 296 nm com absorbancia de 0,67796.

2.5.1.1 Estudo da liberagdo da solucéo tampéo fosfato pH 7,4 da aloina
incorporada as membranas de celulose, sem barreira fisica.

O experimento foi realizado em triplicata, com as membranas de
celulose bacteriana incorporadas de aloina. Estas mesmas foram
recortadas e padronizadas com didmetro de 2 cm e em seguidas
adaptadas no cesto do dissolutor e imersas na solucdo tampdo com
volume 400mL, como mostrado na (Figura 18).

2.5.1.2 Estudo da liberagdo da solucdo tampdo fosfato pH 7,4 da aloina
incorporada as membranas de celulose, com barreira fisica.

Foi utilizado o mesmo protocolo citado no item anterior, havendo
modificagBes quanto ao total de membranas, agora totalizando 9, sendo
seis delas ndo impregnadas com aloina e trés incorporadas com a
substancia.

Em 3 cubas separadas, cada uma das membranas incorporadas
foram cobertas nas partes superior e inferior por 2 membranas nao
impregnadas, formando dessa forma as barreiras fisicas empregadas
para a realizacdo deste experimento.






CAPITULO 3
RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMIN~AC(~3ES COMPLEMENTARES PARA O ESTUDO
DA DIFUSAO.

3.1.1 Tenséo superficial e Ponto de fuséo.

Curvas caracteristicas de tensdo superficial para a aloina foram
estabelecidas de acordo com item 2.1.2 e 2.1.3 (Figura 21).
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Figura 21 — Curva de tensao superficial da aloina padrao.

Na Tabelal estdo sumarizados os dados de tensdo superficial
em relacdo a concentracédo da aloina.

Tabela 1 — Dados de tenséo superficial em funcéo da concentracao.

Concentragao Tensdo Superficial
(mg/mL) (Dyn/cm)
0,2 68,117
0,8 65,824
1,2 64,391
2,5 60,265

5,0 54,605
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Os resultados indicaram a tensdo superficial da aloina em
diferentes concentragdes, o que representa um dado de extensiva
aplicacdo no ambito das ciéncias biologicas e farmacéuticas. Os
fendmenos como: o escoamento de um fluido, viscosidade, acdo capilar,
difusdo e osmose desempenham um papel importante, muitos deles
essenciais a vida, eficacia dos medicamentos e processos tecnoldgicos
(Emico et al.,1982; Netz e Ortega 2002).

O ponto de fusédo da aloina foi determinado entre 75 °C e 80°C, de
acordo com o item 2.1.3 da metodologia, valor este muito proximo ao
referenciado pelo The Merck Index (1983) que relatou um valor entre 70
°C a 80°C. Desta forma foi confirmado o grau de pureza da molécula de
aloina utilizada para o estudo. A importancia se da na absorbancia
espectroscopica na deteccdo e sensibilidade, quando a molécula é
exposta a luz ultravioleta UV. (Dwek,1984,citado por Sinko,2008).

3.1.2 Densidade e Viscosidade da aloina em solugéo aquosa.

A densidade da aloina em solugdo aquosa e a viscosidade da
solucdo foram determinadas visando a aplicacdo nas férmulas de
previsdo do coeficiente de difusdo. Easteal ,em 1989, mostrou a
importancia da viscosidade correlacionando o solvente aquoso com o
solvente viscoso na taxa de difusdo.

A diferenca entre a massa da solugdo e a massa do picnémetro
vazio representa a massa do liquido (Peruzzo e Canto,2006). Pela
férmula do célculo de densidade, determinou-se a densidade da solucéo
de aloina, onde o valor obtido foi de 1,0620 g/mL.

A viscosidade da solucdo de aloina foi determinada usando a
relacdo descrita na equacgdo (7):

n1 _ dy.ty
= (7)
M2 daty

Onde:

N1 — viscosidade da solucéo de aloina

n2 — viscosidade da 4gua

d; — densidade da solucdo de aloina

d, — densidade da agua

t; — tempo de escoamento da solucdo de aloina
t, — tempo de escoamento da agua
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Para o calculo da viscosidade, deve-se, primeiramente isolar a
variavel desejada, que neste caso € a 1)y :

nlzn di.tq
2 do. tz

Em seguida aplicaram-se o0s valores ja conhecidos e
determinaram-se o valor da viscosidade da solucéo de aloina, valores de
d, referente a densidade da aloina e d, referente a densidade da agua. Na
concentracdo avaliada de 0,058 mg/mL, ndo foi observada mudancas
significativas quanto comparada com a viscosidade da agua pura.

1.0621x1,23

n, = 0,957 X :
1.0621x1.36

-1, = 0,8656 cP

Tais resultados indicaram que os valores da densidade da solugéo
de aloina eram muito préximos a densidade da agua, o que representava
um potencial a ser explorado no estudo da difusdo e liberacdo do
farmaco, utilizando a 4gua como solvente.

3.1.3 Perfil espectrofotométrico da aloina frente a diferentes pHs e
curva-padrao.

Inicialmente foi realizado um teste de estabilidade da aloina em
fungdo do tempo utilizando uma solucéo tampao em diferentes pHs, no
qual o perfil de absorbancia em funcéo dos valores de pHs, ap6s 3 horas
de incubacdo, ndo foi alterado em relacdo a leitura inicial, indicando
gue a estrutura da molécula mantinha um perfil estavel (Figura 22).
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Figura 22 — Perfil espectrofotométrico de aloina com concentragéo de
0,10 mg/mL em solugdes-tampédo de diferentes pHs. A leitura foi
executada 3 horas apdés o preparo das solugbes, como pode ser
observado o perfil das curvas se assemelham.

Observando o grafico da Figura 22 verificou-se que nos pHs
acidos (4,4 e 6,4), bem como no pH fisioldgico (7,4) o padrdo das
curvas foi semelhante indicando que nestes valores a estrutura aloina
ndo sofreu degradacdo detectavel. Acrescenta-se que esta degradacéo
também ndo ocorreu no intervalo de 30 dias, justificada através de
leitura espectrofotométrica. E sendo assim, pode-se acrescentar que a
estrutura quimica da aloina e suas respectivas propriedades obtidas em
um 6timo de pH 4.5, anteriormente relatadas por O’brien em 2005, se
manteve constante em valores de pH mais alcalinos .

Este fator se torna muito importante quando a perspectiva futura é
trabalhar com esta substancia em sistemas bioldgicos, visto que as
propriedades farmacoldgicas da aloina ndo sdo passiveis de alteragdo. A
partir destes resultados foi construida uma curva padréo para as solugdes
de aloina em pH 7,4, contendo concentracdo de 0,058 mg/mL em
comprimento de onda de 296 nm (Figura 23).
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Figura 23 — Curva padrao da aloina, limite utilizado absorbancia x
concentracédo em pH 7,4 concentracéo de 0,058 mg/mL.

A elaboragdo da curva permitiu estabelecer concentracGes
adequadas para ensaios de difusdo e liberacdo do farmaco. De modo
gue a concentracdo de aloina utilizada nos estudos de difusdo foi
satisfatoriamente detectada durante os processos de transferéncia de
massa, em funcdo da sua absortividade molar.

3.2 COEFICIENTES DE DIFUSAO UTILIZANDO AS EQUACC)ES
PROPOSTAS POR (Linder et al.1976) PARA A CAFEINA E
ALOINA.

Com a finalidade de estabelecer o coeficiente de difuséo da
aloina, inicialmente para garantir a validacdo dos resultados, foi preciso
aferir 0 equipamento. Para tal, adotou-se a cafeina como padrdo, em
razdo desta molécula ser quimicamente mais estavel, ndo idnica e de
origem organica, tendo principalmente a agua como solvente.

Para isto foi construida a curva padrdo da cafeina baseada na
absorbancia em relagdo & concentragdo (Figura 24).
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y =6,329x+ 0,0005

r2=0,9995

Absorbancia (em 273 nm)

0 0,0325 0,065 0,0975 0,13 0,1625 0,195
Concentracdo mg/mL

Figura 24 - Curva de calibracdo da cafeina (absorbancia x

concentracéo).

Para o estudo da difusdo, a cafeina foi aplicada nos aparato 1
(descrito no item 2.2) adotando um ambiente climatizado com baixa
luminosidade e temperatura ambiente controlada entre 20 +1°C.

No experimento realizado no aparato 1 sob agitagdo mecénica e
magnética registrou-se grandes discrepéncias entre 0s resultados,
indicando interferéncias nestes sistemas. A partir dessas interferéncias,
foi realizada a padronizagdo aparato 2, onde o volume dos vasos eram
de 50 mL e os intervalos de tempo de leitura foram os de
0h/10h/15h/20h/25h.

A area de difusdo utilizada consistia em 14 furos de 0,01327 cm?
cada, com area total de 0,186 cm?. Para proceder & calibrac&o, preparou-
se uma solucdo de cafeina pesando-se 0,065 mg/mL e diluindo para 1L
em baldo volumétrico. Esta solucdo foi denominada de solucéo estoque.
Ao se fazer a leitura no espectofotometro com comprimento de onda (A):

273 nm, peso molecular de 194 g e absortividade molar (&) de 10,561,
observou-se que a concentracdo era excessiva para a escala em uso. Foi
entdo feita a diluicdo de uma parte de solucdo em duas partes de agua
destilada.

A curva padrdo foi apresentada na Figura 24 e os resultados
encontram-se sumarizados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Dados resultantes da avaliacdo da difusdo da cafeina
(concentracdo x tempo), a partir das leituras realizadas no intervalo
entre 0 a 90.000 segundos, utilizando o modelo acrilico (aparato 2) sem
agitacao.

Absor- CONC. A CONC.A Absor- CONC.B CONC.B
© bancia  (x10*  (x10?  bancia  (x10°  (x107?
(vaso A)  Mol/L) g/L) (vaso B)  Mol/L) g/L)

TEMPO

0 1,234 1,170 2,267 0 0 0
18.000 1,200 1,140 2,204 0,033 3,120 0,061
36.000 1,192 1,130 2,189 0,041 3,880 0,075
54.000 1,177 1,110 2,162 0,056 5,300 0,103
72.000 1,157 1,100 2,125 0,040 3,790 0,074
90.000 1,106 1,050 2,032 0,100 9.470 0,184

A partir dos resultados apresentados na Tabela 2, foi construido
um grafico (Figura 25), representando as curvas ascendente e
descendente da difusdo da cafeina obtidas sob auséncia de agitagdo. De
acordo com as curvas, observou-se para intervalo de 0 a 20000 (s) um
perfil discreto de transferéncia de massa, tanto na curva descendente
(vaso A) quanto na ascendente (vaso B) com tendéncia ao equilibrio de
massa entre 0s vasos.

147 —\aso A

—
12 T —8—Vaso B

10 4

0,8 -

0,6 -

Concetracao (x10*Mol/L)

0,4 -

0,2 -

00 .’—-f——'f——'—%—l/

0 20000 40000 60000 80000 100600
Tempo (s)
Figura 25 — Grafico representando as curvas ascendente e descendente
da difusdo da cafeina sem agitacdo, tanto na ascendente como
descendente entre o intervalo de 0 a 100000 (s) com tendéncia ao
equilibrio da transferéncia de massa entre os 2 vasos do aparato 2.
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O método de Linder anteriormente apresentado (item 2.4.6
pagina, 60), foi usado para obter um valor comparativo da difusdo, para
0 célculo do mesmo, foi necessario obter o valor da concentracdo da
cafeina (afericdo), para isto foi utilizado a equacdo de Lambert-Bier e
Bougner (equacdo 8):

A=zshc 8)

Para a aplicacdo da equacdo 8 foi necessario obter o valor da
absortividade molar.

De acordo com Rocha e Teixeira em 2004, a absortividade molar
é a capacidade que um mol de uma substancia tem em absorver radia¢do
em um dado comprimento de onda ou o quanto fortemente uma
substancia absorve radiacdo a um determinado comprimento de onda

(1). O valor da absortividade molar da cafeina (£ . = 10561), empregado
para os célculos, foi obtido segundo Pelillo et al. em 2004.
Sendo assim, abaixo esta apresentada a equacdo gerada a partir
do célculo das concentracfes baseada na lei de Lambert-Bier e Bougner
Onde:
e & -absortividade molar;
e A - absorbancia lida no tempo zero, (inicio do
experimento), com a concentragdo maxima;
e ¢ - concentracdo no tempo zero (moles/L);
e b -espessura da cubeta (cm);
o Absorbéncia determinada para a cafeina no tempo zero
e A=1234mg/mL

E importante ressaltar que o valor obtido foi baseado no tempo
de 5 horas e com absorbancia de 1,234nm, utilizando o valor da
absortividade molar (£,.=10561) para cafeina, onde foi aplicando a
equacdo de Lambert-Bier.

c=2 =22 - —1,168.10"*mol/L

£b  1056x1
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Se com 1mol temos uma massa de 194g, para a concentracao
encontrada teremos 0,02267g/L

e A=c¢hc

e A= Absorbancia lida
e A=172nm

e Tempo —5h

c=2 =22 _ ¢ =1,136x10"*mol/L

£b  1056x1

Se com 1mol temos uma massa de 194g, para a concetracdo
encontrada em 5h teremos Cs = 0,02204¢g/L

Massa que efetivamente passa no periodo de 5 horas
M= 0,02267 - 0,02204 = 0,63 x 10°3g/L

Célculo da difusdo da cafeina — Lei de Linder, equacéo (9):

_ 0.3969x107°. &
Ds = -5 ©)
0.513%x107% 0,0571. 12000

|

Dg=——.
" s, A

Ds = 0,2362x10~5cm?/s

Este valor obtido foi referente a primeira leitura, o qual foi
descartado por ndo apresentar a linearidade esperada nesse fendmeno.
Analogamente foi feito o célculo da difusdo para o tempo de 25 horas,
quando o processo atingiu uma estabilidade maior. O valor encontrado
foi:

D,s = 0,6579x10 5cm?2/s
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3.2.1 Modelo matematico do coeficiente de difusao.

Os modelos matematicos podem auxiliar na compreensdo e
interpretacdo dos resultados obtidos experimentalmente e contribuir para
um melhor planejamento das condi¢des experimentais, assim como a
otimizag&o de recursos.

Com intuito de validar o método usado no experimento e efetivar
os valores obtidos, foi definido um modelo matematico para o célculo
da difusdo. Para se chegar a uma solucdo logica foi preciso partir dos
principios basicos que dizem respeito ao estudo da difusdo adotado
neste trabalho, bem como a avaliagdo de todo o histdrico e a experiéncia
adquirida.

E valido ressaltar que a concentracio das substancias analisadas
variava, pois 0 componente vai de um vaso a outro pelos orificios
existentes. Sendo assim, foi adotado o volume dos vasos como constante
para 0 modelo matematico, uma vez que a variacdo da concentracdo
dependia do volume do mesmo e, além disto, da prdpria concentracéo
contida no recipiente, que por sua vez eram relacionados & area dos
orificios, a dificuldade intrinseca do sistema e ao gradiente de
concentracdo entre 0s vasos.

V, x T4 =4, x2x[Cp — €] (10)
Ou seja,
dcy A, D
—= =—x—x[Cs — C
ar v 1 [Cs al (109)
Onde

D — Difuso (cm?/s)

T - Espessura da placa (mm)
A, — Area do Orificios (Cm?)
V; —Volume do Vaso (mL)
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De modo anélogo ao vaso B,

d€g A, D
— =—=x—x[C, — C 10b
gt V.1 [Ca 5] (10b)

Pode-se observar que a soma da massa do soluto nos dois tanques
é sempre a massa inicial do vaso A.

leCAﬂ=V1KCA+F:KCB
CAG=CA+C.E'

Ou para ambos 0s vasos,

Cp=Cao—C4
Ca=Can—Cp

Substituindo esta relagdo na equagao principal e fazendo analogia
para os dois vasos, observou-se que:

g A, D
— = —=x—x |Ly, — 2C
it WV, T [Cao al
dCg

4 D _
. _Exrx[fﬂﬂ 2Cg]

Realizando a integracéo para ambos 0s vasos, obteve-se:

-
s

A
. —2a5, 0
CA=£|:1+E‘ Vi
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Definiu-se um pardmetro para representar o valor cosntante da
exponencial,

2xd,

G ===

I;l'ra_:':'l.'
Cy=A2[1 4 g=CxDat] (11a)
Cp = 22[1 — g=CxDxt] (11b)

r.

Com isso, foi possivel descrever matematicamente a velocidade
do processo de difusdo pontualmente. Aplicando o método dos minimos
guadrados obteve-se um Unico valor o qual representava o coeficiente de
difuséo da aloina.

erro = E?zi[CAi—CAaxpej: + (Cq: — CEE.T?::':]: (12)

Decidiu-se entdo, aplicar estas relagdes, primeiramente usando 0s
dados da cafeina com o intuito de validar o modelo, conforme figura 26.

2,0E-03
1,8E-03
1,6E-03
1,4E-03
1,2E-03
1,0E-03

8,0E-04

Erro Concetracao (Mol/L)

6,0E-04
4,0E-04

2,0E-04

0,0E+00
0,0E+00 1,0E-05 2,0E-05 3,0E-05 4,0E-05 5,0E-05 6,0E-05 7,0E-05

Erro Difusdo {cm2/s)

Figura 26 — Grafico representando a curva de erro da cafeina sem
agitacdo. A curva na forma de parabola revela o valor da difusdo para
0 experimento da cafeina.
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Portanto com o valor obtido de 3,034.10°° cm?/s foi possivel obter
a curva da difusdo para o experimento da cafeina. Na figura 27, onde foi
apresentado um grafico comparativo das curvas da difusdo da cafeina,
observou-se a curva calculada (modelo matematico do processo) em
comparagao com a curva proveniente dos dados experimentais.

1.4

e ——a 4 e
= 1,0
=
E
é 0,8 4+ Experimental A
=
E 0.6 == Experimental B
< ’
% —l—Calculado A
§ 0,4 Calculado B
o

0,2

0,0 % cas a

o] 18 36 54 72 90

Tempo {x10%s)
Figura 27 — Grafico comparativo das curvas ascendente e descendente
da difusdo da cafeina (concentragdo x tempo) sem agitacao. As curvas
ascendente e descendente se equivaliam e demonstravam a veracidade
do experimento.

Baseado nas equacOes e nos resultados dos ensaios realizados
verificou-se que o caminho da difusdo seguiu um perfil padrdo,
entretanto foram observadas algumas discrepancias em determinados
valores, 0 que é aceitavel para um experimento desta magnitude.

3.2.2 Estudo da difusdo da substancia aloina com barreira acrilica
com crivos.

Depois de realizada a afericdo do equipamento e validado o
modelo do estudo experimental, a partir dos resultados obtidos com a
substancia cafeina, foi realizado o estudo de difusdo da aloina.

Os experimentos com aloina foram executados adotando-se o
mesmo método (Linder et al. 1976) e as diferentes condigdes
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experimentais (aparatos 1 e 2). Com isso foi possivel avaliar se a
substancia aloina causaria alguma interferéncia em especifico nas
condicdes experimentais que poderia ser destacada no sistema.

Os ensaios para a avaliacdo da difusdo da aloina foram realizados
com e sem agitacao, baseado nas condi¢des experimentais adotadas para
a cafeina, estabelecendo temperatura ambiente controlada entre 20 +1°C
e ambiente climatizado com baixa luminosidade.

3.2.2.1 Difusdo da aloina através de barreira acrilica com crivos sob
agitacdo magnética e mecanica.

Na Figura 28 foi apresentado o grafico da transferéncia de massa
da aloina através de barreira acrilica com crivos sob agitacdo magnética,
construido a partir dos resultados de leitura em espectrofotdmetro UV
(Shimatzu 1601), em comprimento de onda de 296 nm (item 2.4.1 da
metodologia).
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Figura 28 — Perfil de concentra¢do da aloina em uma solugdo de agua.
Vasos separados por uma barreira acrilica de 5mm, volume de 500mL
(aparatol), durante 2.000 segundos de leitura sob agitacdo magnetica.

Conforme ilustra a Figura 28, nos tempos entre 0 e 2000
segundos foi observada a maior variagdo da transferéncia de massa no
sistema. Os pontos analisados nestas curvas demonstraram uma variagéo
de concentracdo inicial muito acentuada, em parte devido ao excesso de
agitacdo do sistema utilizado (agitador magnético).
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De acordo com Sinko em 2008, existe uma diversidade de
modelos propostos para o estudo do fenémeno difusivo, utilizando
cadmaras com adaptacdo tanto para agitadores magnéticos como
mecanicos. No entanto nestes estudos ndo foi abordado questdes
referentes a interferéncias nestes sistemas, diferente dos resultados
obtidos neste trabalho.

Em virtude da interferéncia observada criada pela formagéo de
vortices (agitaco turbulenta) constatada no modelo sob agitacéo
magnética, um modelo em acrilico (aparatol) foi adaptado para agitacdo
mecanica, a qual era promovida por pas giratérias movidas por correias
e com rotacdo reduzida, o que propiciou uma agitacdo laminar. Desta
forma foi amenizada a formacédo de vortices e interferéncia no gradiente
de concentracéo.

Na Figura 29 foi apresentado o grafico de transferéncia de massa
entre 0s vasos A e B sob agitagdo mecénica.
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Figura 29 — Curva assintdtica formada na difusdo da aloina em uma
solucdo de agua, com barreira acrilica de 5mm, volume de 500mL
(aparatol), apés 2.000 segundos de leitura, sob agitacdo mecéanica.

A partir dessa modificacdo, o grafico gerado apresentou uma
tendéncia de curva menos acentuada principalmente nos 500 segundos
iniciais e ainda demonstrou uma reducdo da velocidade de difusdo,
indicando assim que a agitacdo interfere na velocidade de difusdo. Os
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resultados sugerem que dependendo da natureza e magnitude da
agitacdo a interferéncia nos sistema podem ser ainda mais evidentes.
Tanto no modelo experimental sob agitacdo mecénica quanto com
agitacdo magnética, foi observado a presenca de fatores adicionais
alterando a velocidade de difusdo das moléculas, principalmente no caso
da agitacdo magnética devido provavelmente a geracdo de vortices, o
gue resultava em discrepancias dos resultados, indicando a existéncia de
interferéncia no sistema de difus&o.

Tais observacdes foram previamente registradas, durante os
estudos de padronizacdo com a substancia cafeina e confirmadas a partir
destes resultados. Sendo assim, foi possivel demonstrar que estas
interferéncias estdo relacionadas as condicOes fisicas do sistema e ndo
em funcdo da substancia testada.

Por esta razdo, foi adotado um modelo contendo modificagOes
estruturais e funcionais, onde o sistema fisico (aparato 1) foi adaptado
para funcionar sem agitacdo. Além disso, o volume da cuba foi reduzido
(aparato 2), pois através de repetidos modelos experimentais,
previamente testados com a substancia cafeina, verificou-se que além da
agitacdo o volume, era também uma das possiveis variaveis que
supostamente poderia estar interferindo na difusdo destas substancias
dentro do modelo de estudo adotado.

3.2.2.2 Difusdo da aloina através de barreira acrilica com crivo sem
agitacdo.

Para esta avaliacdo foi usado o aparato 2, proposto como um
modelo de caixa com menor volume (de 50 mL) em relago ao aparato 1
e sem adaptacdo para a agitacdo, conforme usado no experimento da
cafeina (item 2.2 figura.12)

Além disto, foi realizada uma escariacdo em cada furo da barreira
de 1mm de espessura, para facilitar o escoamento da moléculas através
destes orificios, tomando-se o cuidado de manter a area total constante
de 0,5cm?, visando minimizar a interferéncia no sistema.

O intervalo de tempo de leitura era de 0h/5h/10h/15h/20h/25h,
onde a érea de difusdo (barreira crivada) continha 14 furos de 0,01327
cm? cada, totalizando 0,186 cm? de area total. A concentracdo original

adotada foi a de 0,058mg/mL e absortividade molar £ = 8500 e 0 peso
molecular de 418,4 g onde a leitura realizada no comprimento de onda
(A) 296 nm.
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De acordo com a Figura 30 e a Tabela 3, observou-se em 36000
s, que a concentragdo no vaso B, alcancou 4,6x10”° Mol/L e ao final de
90000 s era de 5,81x10° Mol/L com variacdo de 1,21x10™ Mol/L.

Tabela 3 — Dados obtidos no experimento da difusdo da aloina
(absorbéancia x tempo), no intervalo de leituras de 0 a 90.000 segundos.

Absorba- CONC. A CONC. A Absorban- CONC. B CONC. B

TEMPO - g p . ) s
© i (x10° (x10° cla (x10° (x10°
(vaso A) g/L) Mol/L) (vasoB) g/L) Mol/L)
0 1,154 5,670 1,360 0 0 0

18.000 0,840 4,130 0,988 0,330 1,623 3,882
36.000 0,745 3,660 0,876 0,396 1,947 4,659
54.000 0,660 3,250 0,776 0,420 2,065 4,941
72.000 0,657 3,230 0,773 0,456 2,242 5,365
90.000 0,630 3,100 0,741 0,494 2,439 5,812
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Figura 30 — Curvas assintéticas da difusdo da aloina em solucéo de
agua através da barreira acrilica de 1 mm escariada das cubas de
volume de 50mL (aparato2), ap6s 100000 segundos de leitura, sob
auséncia de agitacao.
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Os resultados obtidos em macro escala demonstraram uma
proporcionalidade na diminuicdo da concentracdo da solucdo de aloina
no vaso A e aumento no vaso B, o que era esperado para um sistema
fechado.

Avaliando outros intervalos de tempos, pode se concluir que 0s
valores de concentracdo da solugdo do vaso A decrescentes indicam a
transferéncia para o Vaso B, e apresentavam uma proporcionalidade,
tendendo ao equilibrio (Figura 30).

A partir desses valores foi possivel estimar, através dos modelos
matematicos, o coeficiente de difusdo aproximado da aloina.

A curva de erro demonstrou o valor da difusdo para este
experimento que foi de 5,537.10 cm?/s enquanto que, pelo método de
Linder encontrou-se um valor de 0,0422.10"* cm%s (figura 31).
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Figura 31 — Gréfico representando a curva de erro da aloina sem
membrana e sem agitacao concentracéo x difusdo. A curva na forma de
parabola revela o valor ideal da difusdo para o experimento da Aloina.
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Usando o valor da difuséo 5,537x10™ cm%/s conseguiu-se obter a
curva calculada para o experimento em questdo. Onde as curvas
assintéticas obtidas através da concentracdo em relacdo ao tempo, se
equivaliam e demonstraram a veracidade do experimento (Figura 32).
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Figura 32 — Grafico comparativo das curvas assintdticas da difusdo da
(aloina concentragéo x tempo) em barreira fisica sem agitacéo.

As diferencas encontradas foram minimas e causadas por
condicdes adversas ao experimento.

3.2.3 Difusao da aloina com barreiras acrilicas com crivos associada
as membranas.

Uma vez definido as condicbes de experimento do sistema
(volume e agitacdo) e, sabendo que mudando a substéncia, ndo houve
qualquer tipo de variacdo no mesmo, foi possivel adicionar a barreira
acrilica, diferentes membranas para verificar 0 comportamento da
difusdo da substancia aloina.
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3.2.3.1 Difusdo da aloina com barreira acrilica com crivos e membrana
de celulose para dialise no sistema sem agitacdo (aparato 2).

Nesta condicdo experimental foi adicionado a barreira com crivos
do aparato 2, uma membrana de celulose para dialise da marca
Spectrum MWCO CUTT-OFF 12000-14000 (pagina,53), adotando as
mesmas condi¢bes experimentais anteriores variando apenas 0 tempo
de leitura (0h/5h/13,3h/24h/96h) devido a velocidade menor da
difusio. A érea de difusdo era de 14 furos de 0,01327 cm’ cada,
totalizando 0,186 cm® A concentragdo original era de 0,058mg/mL e a

absortividade molar £ = 8500, onde o peso molecular era de 418,4 g e
0 comprimento de onda utilizado para leitura foi de (A) 296 nm. Os
dados obtidos no experimento da difusdo da aloina em barreiras fisicas
associados a membrana de didlise sdo apresentados na Tabela 4 e as
curvas assintéticas da concentragdo em relagdo ao tempo da difusdo da
aloina no sistema sem agitacdo é apresentada na Figura 33.

Tabela 4 — Dados obtidos no experimento da difusdo da aloina
(absorbéancia x tempo), no intervalo de leitura de 0 a 345.600 segundos.

TEMPO Absorban- CONC. B CONC. A Absorban- CONC. B CONC. B

© cia (x10%?  (x10* cia (x10%2  (x10°
(vaso A) g/L) Mol/L) (vasoB) g/L) Mol/L)

0 1,288 6,330 1,520 0 0 0
18.000 1,265 6,220 1,490 0,007 0,034 0,824
46.800 1,240 6100 1,460 0,026 0,128 3,059

133.200 1,196 5,880 1,410 0,065 0,319 7,647
345.600 1,099 5,400 1,290 0,120 0,590 14,118
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Figura 33 — Curvas assintoticas (concentracdo x tempo) da difusdo da
aloina em barreira fisica associada @ membrana de celulose para dialise
no sistema sem agitacéo.

De acordo com os resultados alcancados, assim como o
anteriormente observado para a difusdo em barreiras fisicas, verificou-se
um decréscimo constante no coeficiente de difusdo em funcdo da
proporcionalidade quanto a transferéncia de massa. Além do mais, €
importante destacar que a utilizagdo da membrana de celulose para
didlise da marca Cellu-Sep T3 MWCO CUTT-OFF 12000-14000,
cumpriu o seu papel como barreira fisica, diminuindo a velocidade da
difusdo.

A difusio encontrada através da curva de erro foi de 0,1409.10™
cm?/s (Figura 34) sendo que, pelo método de Linder, obtido
anteriormente, foi de 0,0125.10* cm?/s, apenas como comparativo. A
curva na forma de parabola gerada a partir da concentracdo em relagéo a
difusdo revela o valor ideal da difusdo para o experimento da aloina.
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Figura 34 — Curva de erro da aloina em sistema sem agitagdo com
barreira fisica associada a membrana de celulose para didlise.

A Figura 35 reflete a assertividade do processo, em virtude da
comparagao realizada entre os dados experimentais e calculado.
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Figura 35 — Curvas assintoticas da difusdo da aloina com barreira com

membrana de celulose para diélise sem agitagdo (concentragdo X

tempo).
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3.2.3.2 Difusdo da aloina com barreira acrilica com crivos e membrana
de celulose bacteriana no sistema sem agitacdo (aparato 2).

Para a avaliacdo da difusdo da aloina em barreira acrilica
associada & membrana de celulose foi adicionada uma membrana de
celulose bacteriana a barreira com crivos dentro do sistema (aparato 2)
sob auséncia de agitacdo item (2.2, pagina,.52).

Os resultados obtidos no experimento sdo apresentados na Tabela
5 e as curvas ascendente e descendente da concentra¢do em relagdo ao
tempo da difusdo da aloina no sistema sem agitacdo é apresentada na
Figura 36.

Tabela 5 — Resultados da difuséo da aloina (concentragdo x tempo), no
intervalo de leituras de 0 a 90.000 segundos.

Absorban- COA\'C' CO/';'C' Absorban- CONC. A CONC. B

cia cia (x10?  (x10°

®) (vasoA) (3/18)2 ME))I(lll?; (vaso B) g/L) Mol/L)

TEMPO

0 1,140 5,600 1,340 0 0 0
18.000 1,129 5,560 1,330 0,015 0,074 1,765
36.000 1,198 5,390 1,290 0,026 0,128 3,059
54.000 1,069 5,220 1,250 0,038 0,187 4,471
72.000 0,999 4,850 1,160 0,049 0,241 5,765
90.000 0,955 4,680 1,120 0,073 0,359 8,588

E valido registrar que a membrana de celulose bacteriana exerceu
as suas funcdes no proposito da obtencdo dos coeficientes no fendmeno
de difusdo. A difusdo foi obtida através da curva de erros no valor de
0,1150.10 cm?/s (Figura 37) e, com o método de Linder, havia sido
encontrado 0,0300.10™
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Figura 36 — Representacdo gréfica do perfil de difuséo das curvas
ascendente e descendente (concentracdo x tempo), demonstrando um
perfil mais suave com tendéncia ao equilibrio.
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Figura 37 — Grafico representando a curva de erro da aloina com
barreira com orificios e membrana de celulose bacteriana sem agitagado
(concentragdo x difusdo). A curva na forma de parabola revela o valor
ideal da difusdo para o experimento da aloina.
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Na Figura 38 foi apresentado o comparativo das curvas
assintoticas da difuséo da aloina com membrana de celulose bacteriana.
As curvas assintdticas se equivaliam e demonstram a veracidade do
experimento.
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Figura 38 — Grafico comparativo das curvas assintdticas da difusdo da

aloina em barreira com orificios e membrana de celulose bacteriana
sem agitacdo (concentracao x tempo).

Analisando os dados apresentados na tabela 6 foi possivel
concluir que tanto a membrana de celulose para didlise quanto a
membrana de celulose bacteriana influenciaram na velocidade do
processo de difusdo e acarretaram na diminuigéo do valor do coeficiente
de difusdo, quando acrescentadas como barreiras.

O maior problema na determinacdo do coeficiente de difusdo de
qualquer soluto em liquidos é ter a certeza de que o movimento
molecular é somente por difusdo e ndo devido ao movimento de um
determinado volume de liquido tendo como exemplo a convecgao.
(Emico et al.,1982; Netz e Ortega, 2002).

Sendo assim o método de Linder foi adotado neste trabalho,
como referéncia, por se tratar de um modelo matemético semelhante ao
utilizado neste estudo. No caso da aloina, se fez necessario a definicéo
de um modelo especifico para a avaliacdo do seu comportamento diante
do fenémeno da difusdo, justificando assim as diferencas dos valores de
difusdo calculados nos experimentos em relagdo aqueles propostos por
Linder (Tabela 6).
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Tabela 6 — Comparativo dos valores de difusdo para os diversos
experimentos com aloina. Experimento 1: Barreira acrilica com crivos;
experimento 2: Barreira acrilica com crivos membrana celulose para
dialise; experimento 3: Barreira acrilica com crivos membrana celulose
bacteriana.

Aloina Difuséo Calculada Difusdo Linder
(x10* cm?s) (x10™* cm?/s)
Experimento 01 5,5370 0,0422
Experimento 02 0,1409 0,0125
Experimento 03 0,1150 0,0300

3.3 INTERFERENCIA DA AGUA NA DIFUSAO DA ALOINA.

Observando os experimentos de difusdo da aloina através do
sistema de membranas analisados e comparando os valores obtidos
experimentalmente e pela modelagem matematica, verificaram-se
discrepancias entre os valores estimado e obtido para a difusdo da
aloina. Tais resultados indicavam a existéncia de fatores de interferéncia
no sistema. O fendmeno da difusdo de uma substancia é dependente de
caracteristicas particulares da mesma. Sendo assim as substancias se
comportaram de maneira distinta, e principalmente dependente do
solvente em questdo. Nos modelos experimentais a aloina era dissolvida
em agua, uma substancia que teoricamente ndo deveria interferir no
sistema de difusdo.

Embora a agua seja o liquido mais comum na natureza, suas
caracteristicas ainda ndo estdo bem explicadas. Recentemente descobriu-
se que a Aagua apresenta, além de anomalias nas suas funcOes
termodindmicas, anomalias dindmicas e também anomalias na
autodifusdo com movimentos translacionais e rotacionais de suas
moléculas, quando comparada com outros liquidos (Szortika,2006 ).

Tais funcbes podem, entretanto justificar as interferéncias
indicadas na comparacdo do modelo tedrico e experimental. Cada
substancia apresenta um comportamento diferente em relagdo as suas
propriedades fisicas e quimicas, devido as forcas que interagem entre
seus atomos e suas moléculas, particularmente quanto ao tipo de
ligagcBes quimicas que as une, formando estruturas das mais variadas
(Chaplin, 2010).



101

A caracteristica mais importante da agua é seu indice de
polaridade de 9,0 o que a faz produzir associa¢Bes intensas, tanto com
outras moléculas de &gua como com outras moléculas polares. As
associacdes por pontes de hidrogénio, que no caso da agua, formam
diversos conjuntos de moléculas, sdo devidas a presenca dos elétrons
ndo ligantes (elétrons n) do oxigénio (Chaplin, 2010).

De acordo com Szortika em 2006, considerando as caracteristicas
da molécula da agua, existe uma acomodagao entre 0s movimentos de
rotacdo e de translacdo das moléculas do meio. O que pode justificar as
diferencas encontradas durante este estudo de difusdo da aloina
comparando a difusdo sob agitacdo laminar e na auséncia de agitacéo.

H& ainda outras anomalias nos sistemas aquosos que se faz
necessario ressaltar, por exemplo, a molécula de agua tende a formacéo
de “aglomerados”, implicando na alteracdo da densidade da molécula, o
gue consequentemente, pode representar um fator de interferéncia na
difusdio de uma substancia dissolvida em agua. Partindo do
comportamento anémalo natural da molécula de agua, questiona-se, o
que poderia ocorrer quando se coloca em solu¢do aquosa um soluto
bastante polar, ou seja, carregado de grupos OH, como no caso da aloina
(figura 39), capazes de formar pontes de hidrogénio com a agua, 0 que
pode gerar moleculas de estruturas quimicas de comportamento
diferentes no que se refere a difuséo.

H OH

Figura 39 — Estrutura quimica da molécula de aloina. Adaptado de
(Zonta et al 1995)

Sabe-se que para um soluto apresentar solubilidade em um
determinado solvente, as forcas de ligagGes originais do solvente devem
ser rompidas e entdo formadas novas associacbes entre o soluto e
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solvente. Tais observagdes podem ser aplicadas para o soluto aloina ao
se dissolver em agua. Isto pode ser explicado pela estrutura quimica da
aloina, anteriormente citada com sete grupos hidroxila (OH), além de
um oxigénio em ligacdo éter e uma carbonila (C=0), apresentado na
Figura 39.

E de se supor entdo que, se 0 minimo de grupos OH da aloina
forem capazes de se associar com a agua, havera grupamentos com
variacdo de peso molecular entre 418 até 544, quando todos os sete
grupos OH estdo associados com uma molécula de agua. Sendo a Aloina
uma molécula de alta polaridade e baixa densidade, quando se associa
com a agua, existe uma tendéncia de rompimento das associa¢fes entre
as moléculas (adgua-dgua), diminuindo desta forma, a quantidade de
grupos octdmeros ou equivalentes, tornando o0 meio menos denso.
Sendo assim, a diminuicdo da densidade acontece em virtude da
presenga das novas associagBes, dos grupos arométicos e ciclicos
provenientes da aloina.

Como supracitado, a diminuicdo da densidade do meio aumenta a
mobilidade dos grupos agora formados e consequentemente a
velocidade de difusdo da aloina. Além disso, é importante ressaltar que
apenas a molécula de aloina era detectada no sistema usado para medir a
velocidade de difusdo, tendo como consequéncia um comportamento
ndo esperado e disforme com as equagGes do modelo matematico
proposto, demonstrando que as massas que migraram durante a difusdo
ndo correspondiam as consideradas nas formulas. Tais observagdes
ainda permitiram inferir que os valores de discrepancia encontrados
provavelmente ndo estavam correlacionados com o fator temperatura, a
qual poderia afetar diretamente a formacdo de associa¢des (tanto da
molécula de agua como a aloina), pois os experimentos de difusdo
foram conduzidos sob um controle rigido de temperatura.

Portanto, a geometria da molécula de aloina, seu elevado peso
molecular e grande nimero de grupos hidroxilas, capazes de gerar
associacdo via pontes de hidrogénio com a agua, podem justificar o
comportamento deste soluto e consequentemente as medidas de difuséo
encontradas nos modelos experimentais. Alem disso, deve-se consider a
possibilidade de associa¢do entre moléculas de aloina, o que também
poderia causar alteracdes no comportamento da difusdo deste soluto.
Contudo, pode-se afirmar que para cada tipo de molécula se tem um
comportamento particular em relagdo a difusdo, ndo sendo possivel
“generalizar” a aplicacdo de férmulas.
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3.4 LIBERAGAO DA ALOINA EM MEMBRANA DE CELULOSE
BACTERIANA.

Para o estudo da liberacdo da aloina previamente impregnadas em
membranas bioldgicas foi utilizado como modelo as membranas de
celulose que foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Tecnologias
Integradas (Intelab), as quais eram produzidas a partir da cultura estatica
da bactéria Acetobacter xylinum (item 2.4.4).

A membrana de celulose utilizada era composta de longas fibras
de celulose inserida em uma matriz densa e homogénea (Figura 40).
Esta matriz era formada por uma fina rede de micro fibrilas entrelacada
com didmetros variaveis Figura 40.

Figura 40 — A - Celulose bacteriana hidratada derivada da (Acetobacter
xylinum). B - Celulose bacteriana desidratada (MEV) X 8000 com setas
indicando areas escuras decorrentes da incorporacdo da molécula de
aloina @ membrana. Fonte: o autor.

Segundo Marins et al., (2011), a obtencdo de membrana de
celulose bacteriana, gera nanofibras, uma celulose de alta pureza, livre
de lignina e hemiceluloses apresentando um auto grau de polimerizacéo,
de alta cristalidade, alto teor de agua e alta resisténcia mecanica e
estabilidade. Keef (2006) e Sokolnicki et al.,(2006) citaram em seu
trabalho algumas propriedades da (CB) como resisténcia tensional,
devido a alta cristalinidade da estrutura e reduzido diametro das fibras, e
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grande capacidade de absor¢do e permeacdo que fazem da mesma,
objeto de estudos de inovagdo de novos produtos na area farmacéutica
com a finalidade de liberagdo controlada de farmacos.

Na Figura 40A pode se visualizar a superficie da membranana
demonstrando auséncias de impurezas ap6s 0 tratamento utilizado para
purificacdo da celulose e na Figura 40B as setas indicaram regifes mais
escuras decorrente da incoporacdo da aloina na superficie da membrana
desidratada.

A estrutura da celulose bacteriana produzida em bioreator estatico
pela bactéria A. xylinum era formada em camadas tornado-se mais
espessa no centro 0 que causava variacdo de massa e de espessura nas
membranas secas. Sendo assim, as membranas eram pesadas, com a
finalidade de verificar se as mesmas apresentavam variagcdes em funcéo
da retencdo das moléculas de aloina.

As membranas de celulose bacteriana na concentracdo de
50mg/mL foram descartadas em funcéo da alta concentracdo da aloina
incorporada.

Das 30 mg pesadas de aloina apenas 12,66 mg ficaram retidas nas oito
membranas; O restante 17,34 mg foram perdidas na solugdo ou ficaram
depositadas nas paredes do frasco utilizado para o experimento. Os
resultados estimativos sdo apresentados na Tabela 7. A retencéo parcial
da aloina pode ser explicada segundo Lacham et al em 2001, onde o0s
autores afirmaram que a quantidade perdida de um farmaco pode
ocorrer em funcdo da porosidade e da tortuosidade dos poros, das
propriedades fisico-quimicas da matriz e das caracteristicas da dispersao
do farmaco na matriz.

Tabela 7 — Comparagdo dos valores de massa em miligrama das
membranas secas em relacéo &s associadas com solugéao de aloina.

MEMBRANAS MEMBRANAS SECAS COM

SECAS (mg) SOLUCAO DE ALOINA (mg)
12,50 13,97
12,30 13,59
11,40 13,52
11,30 13,11
11,30 12,84
11,30 12,76
11,10 12,72

10,80 12,15
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De acordo com os dados apresentados na tabela 7, verificou-se
diferencas de peso em miligrama entre membranas desidratadas apés a
incorporacdo da aloina comparado com as mebranas antes do
tratamento, o que demostrou que a membra de celulose bacteriana era
capaz de reter mesmo que parcialmente , a solucdo de aloina aplicada ,
indicando haver associacdo, porem de forma parcial com a membrana.

3.4.1 Liberacéo da aloina impregnada em membranas de celulose
bacteriana mantidas em solugdo tampéao fosfato de pH 7,4 sem
e com a utilizacdo de barreira fisica.

Um sistema de liberacdo de drogas ideal deve ser aquele capaz
de disponibilizar uma quantidade adequada de medicamentos, de
preferéncia por um longo periodo de tempo para um 6timo de atividade
terapéutica . Nos ultimos anos tem-se procurado associar membranas a
biotecnologia e aplicagdes médicas que apresentem caracteristicas
inerentes as propriedades dos biopolimeros bacterianos (Lee,2010;
Véazquez et al, 2011).

Para retardar ou controlar a liberacdo do farmaco, diferentes
polimeros como poliacrilato, polietilenoglicol entre outros séo utilizados
como estruturas de apoio e ou agentes modificadores. (Vazquez et al,
2011; Karbowiak et al, 2011 ).

A celulose bacteriana suporta e também pode ser utilizada como
agente modificador ou retardador na liberacdo de um farmaco e desta
forma pode ser utilizada como barreira ou biocamada.

Na Tabela 8, foram apresentados os resultados referentes ao perfil
de liberagdo da aloina retida na membrana celulésica durante um
periodo de 40 minutos.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 8 observou-
se que apds o periodo de 10 minutos, a liberacdo da aloina se
estabilizava (Figura 41).
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Tabela 8 - Demonstrativo da leitura da liberacdo da aloina
(absorbéancia x tempo) na solucdo tampéo fosfato, sem a presenca da
barreira fisca.

TEMPO ABSORBANCIA CONCENTRAGAO

(min.) (296 nm) (mg/mL)
0 0 0
1 0,068 0,00334
3 0,070 0,00344
5 0,079 0,00388
8 0,082 0,00404
10 0,077 0,00374
15 0,078 0,00384
20 0,080 0,00394
30 0,078 0,00384
40 0,075 0,00369

10

Absorbancia (em 296 nm)
O = N W R U N 0 W

10 20 30 40
Tempo {min.) B

Figura 41 — Perfil experimental da liberagdo de aloina, incorporada em

membrana de celulose de 4 cm? de area,sem barreira fisica, em solucéo

tampéo fosfato com pH 7,4 a 37 °C.

=]
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Os dados apresentados na (Tabela 9) se referem a dispersdo da
aloina na membrana de celulose com barreira fisica onde a membrana
incorporada neste caso era coberta na superficie superior e inferior por 2
membranas ndo impregnadas, formando dessa forma barreiras fisicas.

Tabela 9 — Dados obtidos no experimento da liberagdo da aloina
(absorbéncia x tempo) em membrana de celulose bacteriana com
barreira fisica .

TEMPO ABSORBANCIA CONCENTRCAO
(min.) (296 nm) (mg/mL)

0 0,0000 0,0000

8 0,1188 0,0058
10 0,1389 0,0068
15 0,1877 0,0092
20 0,2278 0,0112
30 0,2853 0,0140
40 0,3312 0,0163
50 0,3720 0,0183
60 0,4005 0,0197
80 0,4551 0,0224
120 0,5512 0,0271
140 0,5763 0,0284
150 0,6012 0,0296
160 0,6343 0,0312
170 0,6408 0,0315
180 0,6464 0,0318
190 0,6565 0,0323
200 0,6570 0,0323
210 0,6566 0,0323

Na Figura 42 é possivel observar o gréafico da liberacdo da aloina
na membrana de celulose bacteriana com barreira fisica construido a
partir da concentracdo de aloina medida em absorbancia em funcéo do
tempo.
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Figura 42 — Representacdo experimental da liberacdo da aloina

(absorbéncia x tempo) em membrana de celulose bacteriana com
barreira fisica.

De acordo com o gréafico apresentado na figura 42, verificou-se
gue houve um aumento no tempo de liberacdo da aloina a partir de
membranas, quando estas estavam associadas a barreiras fisicas. De
acordo com a figura 42 o perfil da curva se estabilizava préximo aos 200
minutos, retradando assim a liberagdo, o que pode ser utilizado em casos
de acdo prolongada dos efeitos medicinais. Essa membrana de celulose
bacteriana pode ser modificada ndo sé pelas condi¢des de cultivo como
fonte de nutrientes, mas pela agitacdo do meio de cultura e também por
variaveis gendmicas, podendo ser produzidas "sob medida”, como
citaram (Wanichapichart et al., 2002 ; Piemolini, 2004).

Tanto o experimento com a presenca de barreira fisica, como
aquele realizado sem a barreira fisica foram utilizados para o estudo da
dispersdo da aloina em meio aquoso a partir da incorporacdo em
membranas.

De acordo com a literatura Sinko, 2008 existem dois principios
gerais que permitem retardar a liberacdo do farmaco a partir das
formulagdes de liberagdo prolongada que se baseiam na modificacdo da
forma farmacéutica. Sendo esses 0s sistemas matriciais e com barreira.

No primeiro caso, o farmaco deve ser embebido numa matriz de
um material que retarda a sua liberacdo. Esta é controlada por uma
combinacdo de varios processos fisico-quimicos, que incluem a
permeacdo da matriz ou erosdo do material da matriz. Alternativamente,
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o farmaco pode se dissolver no material que constitui a matriz e pode ser
liberado por difusdo através desse material ou, por particdo, entre a
matriz e o fluido extrator.

De acordo com Lacham em 2001, uma trama muito fechada de
filamentos de a membrana podera elevar o percurso médio efetivo para
a difusdo. O grau de porosidade em funcdo do espaco disponivel
influencia na dissolucdo do farmaco onde a quantidade do farmaco
dispersada ocorre em funcdo da porosidade, tortuosidade dos poros,
propriedades fisico-quimicas da matriz e das caracteristicas da dispersao
na matriz.

Sendo assim, a velocidade da liberacdo da Aloina de acordo com
0 observado na Figura 42, pode ter sido em funcdo da matriz ou a
distribuicdo entre a matriz e 0o meio de dissolugdo. Portanto, o0s
resultados vém de encontro com o citado por Lachman em 2001, onde
variaveis que afetavam, a liberacdo do farmaco podem acontecer em
funcdo da natureza da pelicula, solubilidade do farmaco, o efeito de
adicdo dos diluentes, a quantidade de farmaco, misturas de farmacos e
interacdes entre fArmaco e a matriz.

Na (Figura 41), p6de-se observar, para o lote das membranas
utilizadas neste estudo, que em aproximadamente 8 minutos
praticamente toda a aloina tinha sido liberada. Tendo em vista que apds
este tempo o valor da concentracdo permanecia constante dando origem
a um platd que foi alcancado apds 8 minutos. O perfil caracterizou-se
por uma liberagdo muito rapida.

Uma possivel explicacdo para esta liberacdo rapida pode ser a alta
solubilidade da aloina em agua, e sua baixa afinidade pela matriz, ou
seja, auséncia de interagGes entre o fA&rmaco e a matriz celulésica.

Higuchi (1962) citado por Agnes e Ortega (2003) desenvolveu
entre os anos de 1961 e 1963 os fundamentos teéricos que explicam a
liberacdo de um farmaco tanto pouco sollveis como muito soldveis,
contidos em matrizes solidas e semi-sélidas, criando assim um modelo
amplamente utilizado e difundido para descrever a liberacdo de
farmacos a partir de uma superficie planar de uma matriz insoltvel, ndo
revestidas e que ndo sofrem alteragBes estruturais significativas na
presenca de agua.

Tal estudo pode ser representado pela equacéo (13):

fi= Ky 2 (13)
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Onde fé a quantidade de farmaco dissolvida no tempote K é a
constante de dissolucdo de Higuchi.

Esta equacdo descreveu a liberagdo de farmacos como sendo um
processo de difusdo baseado na primeira lei de Fick ,Agnes e Ortega
(2003), dependendo entdo da raiz quadrada do tempo. A partir da
expressao criada por Higuchi, foi proposta uma série de abordagens
matematicas que serviram para estabelecer uma classificacdo geral dos
possiveis perfis de dissolucdo de farmacos incorporados em formas
farmacéuticas.

Os modelos de Korsmeyer e Peppas, Baker e Lonsdale, e
Hopfenberg sdo exemplos de equacdes derivadas do modelo proposto
por Higuchi, em 1962. O termo liberagéo controlada tem sido associado
aos sistemas a partir dos quais os farmacos séo liberados as velocidades
pré-definidas, por um periodo de tempo prolongado apdés a sua
administrag&o.

Produtos deste tipo tém sido formulados para administracdo oral,
injetavel e topico, incluindo implantes que podem ser colocados em
varios locais do corpo (Rodrigues e Silva, 2005).

Este estudo demonstrou a importancia desse fenémeno,
objetivando maior interesse em novas pesquisas em relagdo aos produtos
farmacéuticos como a dissolucdo de farmacos em tabletes, liberagdo de
farmacos unguentos de bases de supositorios, dos filmes de
revestimentos, capsulas e paredes de embalagens, além de desenvolver
dispositivos intra-orais, a fim de gerar novos produtos no auxilio no
tratamento e controle de enfermidades.



CONCLUSAO

O presente estudo, baseando-se nas propriedades fisico-quimicas
da aloina como: ponto de fusdo, tensdo superficial, comportamento
estdvel em pHs tanto acidos como no pH fisioldgico, viscosidade,
densidade relativa do liquido, solubilidade em &gua, serviu para
estabelecer um perfil do comportamento da difusdo, incorporacdo e
liberacdo da molécula em membranas, proporcionando assim, um maior
conhecimento desta substancia, para possiveis utilizacbes de novas
tecnologias. Os resultados obtidos permitiram concluir que:

1. As determinacdes complementares das propriedades fisico-
quimicas da aloina serviram para estabelecer um perfil do
comportamento da mesma.

2. A aloina demonstrou possuir um comportamento estavel tanto
em pHs é&cidos quanto fisiologicos .

3. A aloina em virtude de sua estrutura polar, pode se associar
através das pontes de hidrogénio com a agua, e desta forma
modificar as associagdes agua-dgua grupos octameros que
poderdo alterar o comportamento deste soluto em relagéo as
medidas de difusdo, mesmo sob um controle rigido de
temperatura.

4. A membrana de celulose bacteriana como barreira fisica para
a difusdo demonstra ser aplicavel retardando o transporte da
aloina, em relacéo ao tempo.

5. Através do grafico do perfil de liberacdo de aloina
incorporada a membrana de celulose pdde-se observar que a
liberacdo da aloina ocorreu em curto espaco de tempo de 8
minutos, caracterizando, entdo, uma liberacdo muito rapida,
levantando a hip6tese da alta solubilidade da aloina em 4gua e
sua baixa afinidade pela matriz.

6. Os experimentos realizados, permitiram concluir que o uso da
membrana de celulose bacteriana, derivada do metabolismo da
Acetobacter xyllinum, retardou o processo de liberacdo da
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aloina. Salienta-se, ainda, que a membrana de celulose
bacteriana pode ser utilizada como barreira ou biocamada, e
também pode ser usada como agente modificador ou
retardador na liberagdo de um farmaco.

O estudo do fendmeno de difusdo é de consideravel importancia
no desenvolvimento de tecnologias voltadas a obtencdo de formas
farmacéuticas mais eficazes na liberacdo de farmacos, sendo a
determinacdo do coeficiente de difusdo de substdncias como a aloina,
através das células e tecidos, um passo essencial para a compreensao
desse fendmeno.

Sugere-se, entdo, que a utilizacdo desse fendmeno alavanque
maior interesse em novas pesquisas em relacdo aos produtos biomédicos
como a dissolucdo de farmacos em tabletes, liberacdo de farmacos
ungientos e de bases de supositérios, farmacos através dos filmes de
revestimentos, capsulas e paredes de embalagens, a fim de gerar novos
produtos.
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TABLE 17-3

Some Physical Properties of Air

M, 28.97 g/mol
Va 20.1 cm® /mol
e/k 786 K

op 37114

Source: Jarvis and Lugg [6]. Values
of e/k and 0, obtained from
Lennard-Jones 12-6 potential
function.

Diffusion Coefficients in Air and Water  17-11

TABLE 17-5

TABLE 174

Atomic and Structural Diffusion
Volume Increments?

{cm® /mol)

AVg
c 16.5
H 1.98
0 5.48
N (5.69)
Cl (19.5}
S (17.00
Aromatic and
heterocyclic rings —20.2

a. Values in parentheses are based upon
few data points.

Source: Fuller, Schettler, and Giddings
[8). (Reprinted with permission
from the American Chemical
Society.)

Additive Volume, Increments for Calculating
LeBas Mblar Volume, Vg

Atom Increment Atom Increment
{em? /mol) {cm? /mol)
C 14.8 Br 27.0
H 3.7 o} 248
O (except as noted below) 7.4 F 8.7
in methy! esters and ethers 9.1 1 37.0
in e:thyl esters and ethers 9.9 s 256
In higher esters and ethers 1.0 )
In acids 12.0 Ring
Joined to'S, P, N 83 3-Membered  — 6.0
4-Membered - 85
N 5-Membered -11.5
Double bonded 156 6-Membered ~ —15.0
In primary amln?s 10.5 Naphthatene -30.0
[n secondary amines 12.0 Anthracene _475

Source: Reid, et al. [17]. (Reprinted with permission from McGraw-Hill Book Co.)
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