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RESUMO

GRAZIOLA, F. Obtencao e caracterizagdo de microesferas de gelatina
reticuladas com flavonoide para aplicagao em fotoprotetores. 2013. 81 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

O glutaraldeido tem sido amplamente utilizado para reticulagdo quimica da gelatina,
no entanto, substancias de origem natural tém sido propostas como agentes
reticulantes de melhor biocompatibilidade. Uma alternativa viavel sdo os polifenois
tais como os flavonois que também apresentam o potencial de sinergia com filtros
solares e agentes antioxidantes utilizados em formulagdes cosméticas. No presente
trabalho, microesferas de gelatina obtidas por polimerizagdo em emulsao utilizando
tensoativo e extragcdo com solvente foram reticuladas com 10 mM de glutaraldeido
(GTA) ou com 10 mM rutina (RUT) dissolvidos em acetona:NaOH 0,01 M. As
caracteristicas fisico-quimicas foram avaliadas por meio de: microscopia eletrénica
de varredura, determinagdo do potencial de intumescimento por microscopia éptica
comum, determinagdo de grupos aminos livres por reagdo com acido 2,4,6-
trinitrobenzenossulfénico, determinacdo de area superficial e porosidade por
adsorcao gasosa, determinagdo de densidade verdadeira por picnometria de gas
hélio, distribuicdo granulometria por difracdo a laser, termogravimetria e analise
térmica diferencial. Devido a interferentes, nao foi possivel mensurar a extensido de
reticulacdo das microesferas reticuladas com RUT, porém os demais resultados
obtidos sugerem que ocorreu reticulagdo mas em menor extensdo que o GTA. A
aplicabilidade em fotoprotegdo foi avaliada in vitro por espectrofotometria de
refletdncia difusa em dispersées oleosas contendo benzofenona-3 e/ou
octilmetoxicinamato. Os resultados observados indicaram que na concentragdo de
5% p/p as microesferas nao reticuladas ou reticuladas com GTA ou RUT néo
apresentam eficacia fotoprotetora ou efeito sinérgico com os filtros quimicos

estudados.

Palavras-chave: Microesferas de gelatina. Rutina. Fotoprotecéao.
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ABSTRACT

GRAZIOLA, F. Preparation and characterization of gelatin microspheres
crosslinked with flavonoid for sunscreening application. 2013. 81 f. Dissertation
(Master’s degree) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Glutaraldehyde has been widely used as gelatin chemical cross-linking agent.
However new natural cross-linking agents has been proposed as a more
biocompatible source. Polyphenols are feasible candidates and the flavonols also
exhibit potential synergism with sunscreens and antioxidant agents used in cosmetics
formulations. In this study, gelatin microspheres obtained by polymerization in water-
in-oil emulsion technique with tensoative and extraction with solvent were crosslinked
with glutaraldehyde 10 mM (GTA) or with rutin 10 mM (RUT) solved in
acetone:NaOH 0,01M. The physicochemical properties were evaluated by: scanning
electron microscopy, swelling potential by optical microscopy, degree of cross-linking
by 2,4,6-trinitro-benzensulfonic acid, surface area and porosity by gas adsorption,
true density by hellium pycnometry, granulometry by laser light diffraction,
thermogravimetry and differential scanning calorimetry. Due to interferents, was not
possible to measure degree of cross-linking of gelatin microspheres crosslinked with
RUT, however other findings suggest that crosslinking has occurred but in a lower
degree than GTA crosslinking. Applicability in sun protection was evaluated in vitro
by diffuse transmitance measurements in oily dispersion with benzophenone-3 and/or
octyl methoxycinnamate. These results showed that at 5% w/w gelatin microspheres
crosslinked with GTA or RUT did not exhibit sun protection efficacy or synergism with

UV chemical filters that were evaluated.

Keywords: Gelatin microspheres. Rutin. Sun protection.
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1.INTRODUGCAO




1. Introducgao

Microesferas sao microparticulas nas quais uma substancia de interesse
encontra-se homogeneamente dispersa no interior de uma matriz polimérica ou
cerosa, formando um sistema monolitico no qual ndo é possivel identificar um nucleo
diferenciado (BRESOLIN et al., 2003).

A gelatina € um polimero natural biodegradavel que pode ser utilizado para
produzir microparticulas. Porém, devido a solubilidade em meio aquoso e limitadas
propriedades mecanicas e térmicas, as microparticulas de gelatina necessitam de
melhorias para que possam ser utilizadas em aplicagées de longa duragao (BIGI et
al., 2002; ESPOSITO et al. 1995; HAYASHI; TABATA, 2011; NIMNI et al., 1988).

Reacgdes de crosslink, em lingua portuguesa “reagdes de reticulagado” ou de
“‘entrecruzamento”, podem ser realizadas por meios quimicos ou fisicos e causam
modificacdes estruturais que melhoram a resisténcia mecanica e a resisténcia a
agua da gelatina (GONSALVES et al., 2011; RATANAVARAPORN et al., 2010).

O glutaraldeido (GTA) é o aldeido mais utilizado como reticulante quimico,
porém preocupag¢des com toxicidade e falhas em materiais reticulados com GTA,
tais como valvulas cardiacas, impulsionaram a busca por novas substancias
reticulantes (BIGI et al., 2002; CATALINA et al., 2010; PENG; LI; SHEN, 2012; ZHAI
et al. 2010).

Substancias obtidas de fontes naturais, tais como as pertencentes ao grupo
dos flavonoides, tém sido estudadas como nova alternativa de agente reticulante
quimico para a gelatina (BIGI et al.,, 2002; KOSARAJU; PUVANETHIRAN;
LILLFORD, 2010; STRAUSS; GIBSON, 2004).

Os flavonoides séo estruturas polifendlicas formadas por um nucleo comum
fundamental benzopirano ou cromano unido a um anel aromatico caracterizado pelo
esqueleto de carbono Cs-C3-Cs. Devido a tal estrutura, no Reino Vegetal, os
flavonoides se caracterizam como agentes intrinsecos de protecao frente a radiagao
solar do tipo ultravioleta (UV) por atuarem como filtros quimicos que absorvem nesse
intervalo de comprimento de onda (BRUNETON, 1991; HARBONE; WILLIANS,
2000).

Os filtros quimicos sao substancias que podem ser incluidas em formulagées
cosmeéticas a fim de proteger a pele dos danos causados pela radiagdo solar.

Porém, eles podem gerar radicais livres quando em contato com a radiagéo solar e




1. Introdugéao 2

apresentam problemas relacionados a fotoalergenicidade e irritagcdo cutanea (FLOR;
DAVOLOS; CORREIA, 2007; HANSON; GRATTON; BARDEEN, 2006).

Tal cenario tem impulsionado a busca de alternativas para minimizar ou
eliminar esses efeitos e existe a tendéncia do desenvolvimento de formulacbes
cosmeéticas fotoprotetoras com concentragao reduzida de filtros quimicos, mas com
protecao elevada frente as radiacbes UVA e UVB. As pesquisas de novas moléculas
fotoestaveis para utilizagdo em protetores solares ainda sido extensivamente
realizadas e atualmente se destaca um interesse crescente para o desenvolvimento
de filtros solares baseados em produtos naturais (GUARATINI et al.,, 2009;
SCHLUMPF et al., 2004).

No presente trabalho, foi estudada a utilizagdo do flavonoide rutina, como
alternativa ao GTA para a reticulagdo de microparticulas de gelatina. Foram
determinadas as propriedades fisico-quimicas e funcionais das microparticulas com
objetivo de avaliar sua aplicagdo como agente sinérgico de melhoria no desempenho

de formulagdes cosméticas fotoprotetoras.
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21 Gelatina

A gelatina € um polimero natural, de alto peso molecular, biodegradavel,
hidrofilico, soluvel em agua, obtido a partir do colageno de tecidos animais. A grande
maioria das gelatinas comerciais é obtida a partir de pele e ossos de espécies
mamiferas principalmente de bovinos e suinos. Porém, nos ultimos anos, existe um
numero crescente de estudos que, impulsionados por questdes como restricdes
religiosas e a crise da encefalopatia espongiforme bovina (BSE) que ocorreu no
inicio dos anos 2000, tém dedicado atencdo a gelatina derivada de pele, 0ssos,
barbatanas, escamas e bexiga natatoria de diferentes espécies de peixe
(GILSENAN; ROSS-MURPHY, 2001; GOMEZ-GUILLEN et al., 2002, 2009, 2011).

Na area terapéutica e farmacéutica, a gelatina tem sido utilizada em
aplicacbes como a obtencdo de capsulas flexiveis e rigidas, como selante para
proteses vasculares, curativos, compressas para uso cirurgico e em sistemas
particulados para liberagdo modificada de farmacos. Na area cosmética, a gelatina
e, também, a sua forma hidrolisada, encontram ampla aplicagdo em produtos para
pele e cabelo. Nos produtos para limpeza da pele, ela é usada para reduzir o efeito
alergénico dos surfactantes anidnicos. Nas preparagdes para uso capilar, devido a
afinidade com a queratina capilar, a forma hidrolisada € usada para proteger a
estrutura do cabelo minimizando o dano nos produtos para cacheamento
permanente, descoloragdo ou coloracdo (BABEL et al., 2012; ESPOSITO et al.,
1995; NIMNI et al., 1988).

A obtengdo da gelatina se da pela desnaturagcédo térmica ou pela hidrolise
parcial do colageno, a proteina fibrosa que € o principal constituinte dos ossos,
cartilagens, tenddes e pele (JOHNSTON-BANKS, 1990; VEIS,1964).

Existem mais de 20 polimorfos do colageno que sao classificados em 3 tipos
principais (1,11 e Ill) e um tipo que reune todos os outros tipos de colageno. Os tipos |
a lll sdo os mais abundantes. O tipo | ocorre nos 0ssos € na pele e € o mais
importante para a obtengao de gelatina, o tipo |l ocorre quase que exclusivamente
no tecido cartilaginoso e o tipo Ill ocorre na pele. Os demais tipos de colageno
ocorrem em baixas concentragdes e desempenham funcdes especificas em outros

orgaos. Todos os tipos de colageno apresentam estrutura de tripla hélice, porém, o
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comprimento, o tipo e a posi¢cao das regides nao-helicoidais sdo variaveis. A tripla
hélice dos colagenos tipos | a lll, que sédo soluveis em agua, sofre modificacbes
extracelulares por meio de reticulagéo e formacao de fibrilas resultando em elevado
grau de associagdo e insolubilidade em agua. Esta modificagdo aumenta
sensivelmente a estabilidade térmica, mecéanica e enzimatica do colageno e sua
extensao é dependente da idade. Consequentemente, os parametros e as condi¢des
de extragdo da gelatina devem ser adaptados em fungdo da idade do material de
origem (BABEL et al., 2012; KARIM; BHAT, 2009).

O colageno nativo insoluvel deve ser pré-tratado antes de ser convertido em
uma forma adequada para extracdo de gelatina, o que geralmente é feito por
aquecimento em agua em temperaturas superiores a 45 °C. Um pré-tratamento
quimico rompera as ligagbes nao-covalentes, desorganizando a estrutura proteica,
produzindo o intumescimento adequado e a solubilizagdo do colageno (STAINSBY,
1987). O subsequente tratamento com calor cliva o hidrogénio e as ligagdes
covalentes para desestabilizar a tripla hélice, resultando em uma transicdo hélice-
espiral e a conversdo em gelatina soluvel (DJABOUROV; LECHAIRE; GAILL, 1993;
GOMEZ-GUILLEN et al., 2002). O grau de conversdo do coladgeno em gelatina esta
relacionado ao rigor do pré-tratamento e ao processo de extragdo com agua morna.
Parametros como o valor de pH do meio, a temperatura e o tempo de extracao,
também influenciam (JOHNSTON-BANKS,1990). Nas gelatinas obtidas a partir de
peles de peixes, devido a instabilidade da reticulagdo do colageno imaturo, um
tratamento 4cido ameno é suficiente para solubilizar o colageno (GOMEZ-GUILLEN
et al., 2011).

A gelatina é anfotérica: em solugbes acidas possui carga positiva e em campo
elétrico migra como cation; em solugbes alcalinas possui carga negativa e em
campo elétrico migra como anion. O ponto intermediario, no qual a carga € nula e
nao ocorre migragcdo, € denominado de ponto isoibnico ou ponto isoelétrico. A
gelatina Tipo A, produzida por meio de hidrélise acida do colageno, possui ponto
isoelétrico entre pH 6,0 e 9,5. A gelatina Tipo B, produzida por meio de hidrélise
alcalina do colageno, possui ponto isoelétrico entre pH 4,7 e 5,6. A diferenca nos
pontos isoelétricos das gelatinas tipos A e B é resultado da desaminagao parcial da
glutamina e asparagina para os correspondentes acidos glutdmico e acido aspartico.

A mistura dos tipos A e B, assim como gelatinas produzidas por modificagdes nos
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processos mencionados, podem resultar em pontos isoelétricos fora desses
parametros (BABEL et al., 2012).
Os processos de obtengdo da gelatina acida e alcalina a partir do colageno

s&o apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Processos de obtencéo de gelatina acida e alcalina a partir do colageno

Legenda: Ca(OH),: hidroxido de calcio; h: horas; PI: ponto isoelétrico
Fonte: Modificado de Tabata e Ikada (1998)

A gelatina tem como caracteristica inerente o elevado conteudo dos
aminoacidos glicina, prolina (principalmente, como hidroxiprolina) e alanina que
ocorrem em sequéncias repetidas originando estrutura de tripla hélice. As gelatinas
comerciais sdo misturas de cadeias polipeptidicas do tipo a (uma cadeia), B (duas
cadeias a reticuladas covalentemente) e vy (trés cadeias a reticuladas
covalentemente). Possuem ampla variagdo de pesos moleculares, desde poucas
centenas até milhares de centenas, atingindo a milhdes de daltons (COESTER et al.,
2000; KARIM; BHAT, 2009; VEIS, 1964; ZWIOREK et al., 2004).
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Dependendo do grau de hidrolise do colageno, sdo obtidas a gelatina do tipo
geleificante [CAS number 9000-70-8] ou o hidrolisado de gelatina do tipo nao-
geleificante, também denominado de hidrolisado de colageno [CAS number 68410-
45-7].

Quando os granulos da gelatina do tipo geleificante sdo imersos em agua fria,
eles se hidratam e se convertem em particulas discretamente intumescidas que se
dissolvem a aproximadamente 40,0 °C e formam géis quando sao resfriados. A
gelatina do tipo ndo-geleificante é soluvel em agua fria e a variagdo de sua massa
molecular encontra-se em uma faixa na qual a geleificagdo nédo é observada (<
15000 D). Ambos os tipos de gelatina sao insoluveis em solventes de baixa
polaridade tais como o benzeno, éter de petréleo, etanol, acetona e tetraclorometano
(BABEL et al., 2012; ROSS-MURPHY, 1992).

Entre as caracteristicas funcionais da gelatina estd a forga, ou poder
geleificante, do gel formado que pode ser mensurada sob condi¢des padrao. O
gelémetro de Bloom foi desenvolvido e patenteado por O. T. Bloom em 1925 para
medir a rigidez do gel de gelatina por meio da determinagdo do peso (forga em
gramas) necessario para causar uma depressao na superficie de um gel de gelatina
de 4,0 mm usando uma sonda cilindrica de com 12,7 mm de diadmetro e superficie
plana. O método de Bloom foi padronizado pela American Organization of Analytical
Chemists (AOAC), Gelatin Manufacturers Institute of America (GMIA) e Gelatin
Manufacturers of Europe (GME). De acordo com a GMIA o teste de Bloom deve ser
realizado utilizando-se: solugéo de gelatina a 6,67% (p/p); intumescimento completo
(123 horas a temperatura ambiente); dissolugdo da gelatina a 65,0 °C por 15
minutos, 61,0 °C até a dissolugdo completa;- equilibrio a 45,0 °C por 30+45 minutos
ou a temperatura ambiente por 1520 minutos e maturagdo em banho de agua a
10,0 £ 0,1°C por 16+18 horas. Por definicdo, a forca do Bloom representa somente
o gel de gelatina maturado a 10,0 °C e o valor do Bloom n&o pode ser determinado
se a solugéo de gelatina ndo geleificar a 10,0 °C apds 16+18 horas. Atualmente, os
valores de Bloom sao geralmente determinados pelo uso de texturdmetros. A sonda
usada no teste deve ser conforme o padrao da AOAC que apesar de ter as mesmas
dimensdes da antiga sonda da BSI (que nédo é utilizada desde 1998), possui bordas
em angulo agudo que aumentam a superficie fornecendo valores de Bloom um
pouco maiores. Os parametros do teste em equipamentos também sao descritos nos

meétodos padrao mencionados anteriormente e devem ser rigorosamente seguidos.
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Os valores de Bloom das gelatinas comerciais variam de 50 a 300 g Bloom,
sendo que o valor mais alto representa gelatina com maior poder geleificante e
temperatura de fusédo e gel mais forte. As gelatinas sédo classificadas como: Bloom
alto, 200-300 g; Bloom médio, 100-200 g e Bloom baixo, 50-100 g (HAUG; DRAGET,
2009).

2.1.1 Hidrogéis

Devido a propriedade de geleificagdo, a gelatina é uma alternativa bastante
atrativa para o preparo de hidrogéis que sdo materiais capazes de absorver e reter
grandes volumes de agua em sua estrutura tridimensional intumescida sem sofrerem
dissolugao (CAIl; GUPTA, 2005).

Os hidrogéis s&o considerados biocompativeis com varias aplicagbes como
lentes de contato, tenddes artificiais, matrizes para engenharia de tecidos e sistemas
de liberagcao de farmacos. O uso de gelatina para o preparo de hidrogéis apresenta
vantagens tais como ser um polimero de origem natural que nao apresenta
antigenicidade, ser completamente reabsorvida in vivo e ter propriedades fisico-
quimicas que podem ser adequadamente moduladas. Devido ao grande numero de
grupos funcionais nas cadeias laterais, a gelatina pode ser submetida a reticulagéo
quimica e a extensdo de reticulacdo pode ser modulada de maneira a obter
hidrogéis que possuam propriedades fisicas, quimicas e biolégicas para atender a
necessidades mecanicas e funcionais especificas. Por exemplo, a capacidade de
absorcao de agua é determinada pela presenga de grupos hidrofilicos e pelo grau de
reticulagdo podendo variar de 20,0 % a 95,0 % do peso total (BULCKE et al., 2000;
CAl; GUPTA, 2005; XIAO et al., 2011).

O tamanho do mesh de um hidrogel refere-se a distancia entre pontos de
reticulagdo e geralmente é medido em angstrons (A), com valores que algumas
vezes variam de 10,0 a 150,0 A. Esse parametro relaciona-se com as propriedades
mecanicas do hidrogel tais como rigidez e taxa de difusdo das substancias
incorporadas, que também depende do tamanho da substancia incorporada
(BRYANT; ANSETH, 2002; LIN; ANSETH, 2009).

A taxa de intumescimento de um hidrogel fornece uma ideia da captagao de
agua e fluidos e € um fator que pode contribuir para definir a extensdao de sua

degradagdo. A molécula de agua, que tem cerca de 2,0 A, se difunde facilmente
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através de um hidrogel o que aumenta a hidrolise e contribui para a erosao da
estrutura do hidrogel (AURAND; LAMPE; BJUGSTAD, 2012).

A previsédo de liberagdo de farmacos e biomoléculas inseridos em hidrogéis
pode ser feita por meio de modelos matematicos como o desenvolvido por Cheng e
colaboradores (2011) para estudar o efeito da reticulagdo e da degradacéo
enzimatica da matriz de um hidrogel.

Os hidrogéis podem ser flexiveis como os tecidos moles, rigidos como
cartilagens ou elasticos e mimetizar a pele ou os vasos sanguineos e serem
construidos com tamanhos e formatos diversos entre os quais podem ser citados os
sistemas particulados (AURAND; LAMPE; BJUGSTAD, 2012).

2.2 Sistemas particulados

Microparticula € o termo usado para particulas esféricas com didmetros na
faixa micrométrica (tipicamente de 1-1000 um). As microparticulas poliméricas s&o
formadas por uma matriz polimérica na qual uma pequena quantidade de substancia
pode ser imobilizada. Quando as microparticulas apresentam um nucleo delimitado
onde a substancia de interesse pode ser incluida, sdao denominadas de
“microcapsulas”. Quando a substancia de interesse encontra-se homogeneamente
dispersa no interior da uma matriz, formando um sistema monolitico no qual néo é
possivel identificar um nucleo diferenciado sdo denominadas de “microesferas”. O
material polimérico forma uma rede tridimensional, onde a substancia de interesse
pode ser adsorvida, incorporada ou ligada covalentemente a superficie, formando
sistemas de dissolucao, dispersédo ou sistemas porosos As micro/nanocapsulas sao
particulas normalmente esféricas, se estiverem carregando um liquido ou gas, ou de
outro formato quando carregarem particulas sdélidas ou semissodlidas, ja que
constituem um sistema do tipo reservatorio. O material micro/nanoencapsulado é
chamado de nucleo ou fase interna, enquanto a fase externa é conhecida como
parede, revestimento ou membrana (BRESOLIN et al., 2003; CAMPOS et al., 2013).

A Figura 2 representa os sistemas microparticulados.
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Figura 2: Representagao esquematica dos sistemas microparticulados

Legenda: a) microcapsula contendo farmaco dissolvido no nucleo; b) microcapsula contendo
farmaco adsorvido a parede polimérica; c) microesfera contendo farmaco retido na matriz polimérica;
d) microesfera contendo farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica

Fonte: Schaffazick et al. (2003)

Diferentes técnicas tém sido propostas para a producdo de microparticulas
entre as quais podem ser citadas: geleificagdo, emulsionamento, extrusdo, spray
drying e leito fluidizado. A combinacédo de dois métodos também é frequentemente
utilizada (BRUN-GRAEPPI et al., 2011).

A técnica de emulsionamento para producdo de microparticulas €
frequentemente acompanhada por uma etapa de geleificagdo. Inicialmente, uma
solugdo aquosa do polimero é dispersa em uma fase organica imiscivel, como o
Oleo, fazendo o uso de tensoativos. Quando a dispersdo atinge o equilibrio, a
formagao do gel é iniciada pelo resfriamento ou pela adicdo de agente geleificante a
emulsdo. A técnica de emulsionamento é vantajosa do ponto de vista de
escalonamento industrial, porém, as particulas formadas possuem ampla
distribuicdo de tamanho que pode variar de micrémetros a milimetros e ,quando
tamanhos menores sdo necessarios devem ser utilizadas outras técnicas, tal como a
tecnologia de microfluidos (RABANEL et al., 2009).

2.3 Reagoes de reticulagao da gelatina com glutaraldeido

A estrutura primaria da gelatina oferece possibilidades diversas para
modificagdes quimicas e para a ligagdo covalente de substancias, tanto na parte
interna da matriz ou somente na regido de superficie. No primeiro caso, devem ser
realizadas modificagbes quimicas nas macromoléculas antes que as particulas
estejam formadas enquanto que, no ultimo caso, a superficie das particulas é
utilizada (WEBER et al., 2000).

Entre aos métodos de modificacdo da gelatina estdo a reticulagdo, que leva

ao aumento da viscosidade de solugdes de gelatina e do ponto de fusdo dos géis de
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gelatina e também afeta as propriedades fisico-quimicas e mecéanicas das gelatinas
sélidas (KOZLOV; BURDYGINA, 1983).

Os mecanismos de reticulagdo podem ser classificados em intra-hélice e
inter-hélice. A distancia entre as moléculas de gelatina determinara se as ligagoes
serdo do tipo intra ou intermolecular. O primeiro tipo inclui as ligagdes formadas
entre duas cadeias polipeptidicas nas mesmas hélices e influencia a temperatura de
desnaturacdo. Estas reacdes de reticulagdo podem estabilizar as regides de tripla
hélice da gelatina, mas ndo aumentar a forga mecanica. O segundo tipo, as ligacdes
inter-hélice, € formado entre cadeias peptidicas de duas hélices adjacentes,
aumentando o peso molecular da gelatina e afetando propriedades como o
intumescimento e a flexibilidade (CATALINA et al.,2010).

Um esquema das reagdes de reticulagao entre as cadeias de um polimero é

apresentado pela Figura 3.
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Figura 3: Representagcdo da reacdo de reticulacdo inter e intracadeias de um
polimero

Legenda: a) cadeias nao reticuladas; b) cadeias reticuladas (intra e inter cadeias)
Fonte: Modificado de Gilleo (1996)

Métodos fisicos e quimicos podem ser usados para realizar a reticulacéo de
hidrogéis de gelatina. Entre os métodos fisicos estdo o tratamento deidrotérmico,
foto-oxidagao, orientagcdo segmental, radiacdo ultravioleta e gama, entre outros. A
reticulacao fisica ocorre por meio de ligagdes nao-covalentes tais como interacéo de
van der Waals, interagdes ibnicas, pontes de hidrogénio ou interagdes hidrofobicas e
os hidrogéis fisicamente reticulados podem sofrer modificagdes de formato. Entre os

agentes quimicos encontram-se os aldeidos, carbodiimidas, compostos epoxi, acil
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azidas e compostos fendlicos. A reticulagdo quimica ocorre por meio de ligagdes
covalentes e os hidrogéis quimicamente reticulados nao se dissolvem em agua sob
qualquer condicdo (BIGI et al., 2001, 2002; CAl; GUPTA,2005)

Atualmente, o agente reticulante mais amplamente utilizado é o glutaraldeido
(GTA). Ele é um dialdeido linear, liquido, de odor pungente, incolor a levemente
colorido, soluvel em agua e solventes organicos. Tem baixo custo e é facilmente
encontrado em solugdes aquosas acidas com concentragdes de menos de 2,0 % até
70,0% (p/v) (BIGI et al., 2002; MIGNEAULT et al. 2004).

As solucdes aquosas de GTA sao constituidas por uma mistura de aldeidos
livres, GTA monomérico mono e di-hidratado, hemicetais e varios polimeros a,f3-
insaturados. Existe uma amplo debate para determinar qual dessas estruturas, que
sdo pH dependentes, € a mais reativa com proteinas (JAYAKRISHNAN; JAMEELA,
1996; MIGNEAULT et al. 2004).

O GTA pode reagir com varios grupos funcionais das proteinas, tais como
amina, tiol, fenol e imidazol devido as cadeias laterais mais reativas serem
nucleofilicas (HABEEB; HIRAMOTO, 1968).

A formacéao de bases de Schiff devido ao ataque nucleofilico de grupos amino
terminais de residuos de lisina na estrutura protéica e a adicdo de grupos amino as
duplas ligacdes etilénicas dos oligbmeros a,B-insaturados encontrados nas solugdes
aquosas de GTA (adigdo de Michael) sdo mecanismos propostos para explicar tais

reagdes conforme apresentado na Figura 4 (MIGNEAULT et al. 2004).
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Figura 4: Reagdes de formacdo de base de Schiff (1) e adigdo de Michael (2) do
GTA com proteinas

Fonte: Migneault et al.(2004)
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Segundo Bigi e colaboradores (2001), a concentragao de 0,05% (p/v) de GTA
é suficiente para reticular de cerca de 60,0 % dos grupamentos €-amino e, variando-
se a concentragcdo deste, sdo obtidos filmes de gelatina com propriedades fisico-
quimicas distintas.

Devido a capacidade de reticular as proteinas celulares, o GTA possui
atividade biocida e € utilizado como antimicrobiano de uso geral. Ele é aprovado
como aditivo indireto para usos diversos em produtos alimenticios e afins e, na area
médica, € usado para esterilizagao a frio de instrumentacéo cirurgica e endoscépios,
processamento de filmes de raios-X e como fixador de tecidos biolégicos (ZEIGER et
al., 2005).

O GTA pode ser utilizado como agente conservante para produtos de higiene
pessoal, cosméticos e perfumes. No Brasil, a maxima concentragao autorizada é de
0,1%, sendo proibido em sistemas pulverizaveis (como aerossdis e sprays) e,
quando utilizado no produto acabado em concentragdes superiores a 0,05%, deve
ser citado nas condigdes de uso e adverténcia (BRASIL, 2012a).

A exposicao do consumidor ao GTA é minima e as vias tipicas de exposi¢cao
sao pele, olhos e trato respiratério. Ele pode causar irritacdo se for inalado ou se
entrar em contato com a pele e também causar a sensibilizagdo cutanea. Podera
causar toxicidade fisiologica e também calcificar implantes de longa duragao se for
liberado no organismo durante o processo de biodegradagao (BIGI et al., 2002;
CATALINA et al., 2010; PENG,; LI; SHEN, 2012).

Contudo, os estudos sobre a toxicidade do GTA apresentam resultados
conflitantes. Geralmente, os relatos de efeitos adversos ocorrem com concentracoes
elevadas de GTA. Ja foram demonstrados efeitos citotoxicos em concentracdes
inferiores a 10,0 ppm porém em valvulas cardiacas a liberagao residual de GTA se
mostrou vantajosa pois o crescimento celular ndo € desejavel nessa situagao
(JAYAKRISHNAN; JAMEELA, 1996).

2.4 Reacgoes de reticulagao da gelatina com polifenois

O termo “polifenol” deve ser usado para definir os metabdlitos secundarios de
plantas derivados exclusivamente da via dos fenilpropanoides e/ou policetideos
derivados do chiquimato, tendo mais de um anel polifendlico e sendo destituido de

qualquer grupo funcional de nitrogénio em sua estrutura mais primitiva. No Reino
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Vegetal, estao relacionados a fungdes que incluem a resisténcia em relagao a micro-
organismos patogénicos e animais herbivoros como os insetos e a protegdo em
relacdo a radiagao solar que provavelmente foi um fator determinante na evolugao
das plantas terrestres (QUIDEAU et al., 2011).

Os polifenois podem ser citados entre os novos agentes reticulantes obtidos
de fontes naturais. Alguns grupos estudaram essas reagdes de reticulagao tais como
Bigi e colaboradores (2002) que obtiveram filmes de gelatina estaveis utilizando
solugdes de genipina, um glicosideo iridoide, geniposidio, presente em abundancia
nos frutos da gardénia (Gardenia jasminoides); Strauss e Gibson (2004) que
demonstraram que microparticulas de gelatina/pectina podem ser reticuladas com
polifenois presentes no suco de uva e no café; Kosaraju e colaboradores (2010) que
obtiveram géis de gelatina com propriedades melhoradas por meio da reticulagéo
com acido cafeico apresentam estrutura orto-difenol (ou 1-hidréxi-2-metoxi).

A formagao de estruturas moleculares rigidas por reagdes de orto-quinonas
com proteinas é bem conhecida. Conforme apresentado pela Figura 5, a terminagéo
difenol de um acido fendlico ou outro polifenol (1) é prontamente oxidada para uma
ortoquinona, por meio de enzimas nos tecidos vegetais ou por meio do oxigénio
molecular. A quinona forma um dimero (2) em uma reagao lateral, ou reage com 0s
grupos amino ou sulfidrila das cadeias laterais dos polipeptideos para formar
ligacbes covalentes C-N ou C-S com o anel fendlico com regeneragdo da
hidroquinona. A ultima pode ser reoxidada e ligar um segundo polipeptideo,
resultando em reticulagcdo (3). De modo alternativo, duas quinonas, cada qual
carreando uma cadeia, podem dimerizar, também resultando em reticulagéo (4). A
ocorréncia de tal mecanismo de reticulacdo é suportada pela identificacdo de
dimeros do acido fendlico e pela geleificacdo de solugdes aquosas de ésteres
polisacaridicos do acido ferulico tais como pentosanas e pectina do agucar de
beterraba (STRAUSS; GIBSON, 2004).
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Dirmarization
HN oH
HOOES
OH
CO0H
HO MNH

Figura 5: Representagao das reagbes do acido fendlico com as cadeias laterais de
polipeptideos

Fonte: Strauss; Gibson (2004)

2.5 Flavonoides

A via metabdlica mais produtiva em termos de substancias polifendlicas € a
que leva aos flava/flavonoides. Estes compostos sdo metabdlicos hibridos derivados
da combinagéo de polipropanoides derivados das vias do chiquimato (—Cs-C3) € os
policetideos derivados das vias do acetato/malonato (—Cg). Apesar dessa origem

biosintética comum, os flavonoides incluem varias subclasses de substancias
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estruturalmente diversas. Até hoje, mais de 8000 estruturas foram classificadas
como pertencentes a essa classe de produtos naturais e seus usos e propriedades
sdao bem conhecidos, em particular, os efeitos antioxidante, anti-inflamatério e
anticancerigeno (ANDERSEN; MARKHAM, 2006; CHOQUENET et al., 2008).

Os flavonoides encontram-se divididos em subgrupos que incluem os
flavondis (quercetina, mericitina e rutina), flavanonas (hesperidina), antocianidinas
(malvidina, cianidina e apigenidina), flavonas (crisina e apigenina) e flavanois
(catequina, epicalocatequina e epicatequina, entre outros). As diferencas dentro de
cada grupo estdo relacionadas com a variagdo no numero e na posi¢cao dos
grupamentos hidroxila, modificagdes nos nucleos e no grau de metilacédo e
glicosilagdo (DUGAS et al., 2000; FILHO et al., 2001).

A representagcdo esquematica do nucleo comum dos flavonoides é

apresentado na Figura 6.

Figura 6: Representacdo esquematica do nucleo comum fundamental dos
flavonoides (estrutura quimica geral)

Fonte: Heim;Tagliaferro; Bobilya (2002)

Em sua forma estrutural mais elementar, anel fendlico com grupamento
hidroxi, a funcao fenol se constitui como uma terminagao anfifilica que combina o
carater hidrofobico de seu nucleo aromatico plano com o carater hidrofilico de seu
substituinte polar hidroxi, podendo atuar como doador ou ligante de hidrogénio. A
presenca de pelo menos dois grupamentos hidréxi adjacentes no anel fendlico
permite a quelacdo de metais. Além disso, comparada com a absor¢ao secundaria
maxima do benzeno em agua a 254 nm (T—1*), a do fenol é deslocada para 270
nm. A presencga adicional de um grupo hidréxi e/ou grupos removedores de elétrons
na posi¢ao para tais como o grupo carbonila ou propenoil ester, que sédo frequentes
nos polifendis de plantas, deslocam a absor¢cdo maxima de forma a proporcionar

protecdo em relagdo a radiagao solar do tipo UVB e existem estudos que sugerem
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que a incidéncia desse tipo de radiagao influencia o acumulo de flavonoides, tais
como a rutina, em determinados tipos de espécies vegetais (QUIDEAU et al., 2011;
ZHANG; BJORN, 2009).

2.6 Protegao solar

O espectro solar que atinge a superficie terrestre ¢é formado,
predominantemente, por radiagdes ultravioletas (UV) (100-400 nm), radiacdes
visiveis (400-780 nm) e radiacdes infravermelhas (acima de 780 nm) (BALOGH et
al., 2011).

O espectro UV é subdividido em trés categorias: UVA (320-400 nm), UVB
(290-320 nm) e UVC (100-290 nm). A radiagéo do tipo UVA ainda é subdividida em
UVAI (340-400 nm) e UVAII (320-340 nm) (BRASIL, 2012b).

A energia da radiacdo € inversamente proporcional ao tamanho do
comprimento de onda. Sendo assim, a radiacdo UVC, também denominada de
bactericida, € a mais energética e fotoativa, porém nao constitui ameaga a maioria
da populacdo, pois quase sua totalidade é filtrada pela camada de ozbnio. A
radiacdo UVB, que compreende apenas cerca de 5% da radiacédo UV total, é a
responsavel pela maioria dos eventos fotobiolégicos agudos e crénicos quando
absorvida pela epiderme, tais como os disturbios de pigmentacdo, eritema,
degeneragdao das fibras elasticas, imunossupressdo e fotocarcinogénese, entre
outros. A radiagao UVA atinge as camadas mais profundas da pele, comprometendo
gradativamente a integridade das fibras de elastina e colageno da derme, sendo a
responsavel pelo fotoenvelhecimento e pela indugédo precoce do cancer (EPSTEIN,
1990).

Uma das estratégias para proteger a pele dos danos causados pela radiagao
solar € o uso de formulagcdes contendo filtros solares, denominadas de protetores
solares. Segundo a World Health Organization (WHO), os fotoprotetores fazem parte
da classe terapéutica dos emolientes-protetores dérmicos (D02A0 - Classificagéao
Anatdmica terapéutica). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
classifica-os como produtos cosmeéticos de Grau Il, ou seja, sdao produtos que
possuem indicagbes especificas cujas caracteristicas exigem comprovacdo de
segurancga e/ou eficacia, bem como informagdes e cuidados, modo e restricbes de

uso. Recentemente, foi aprovado pela Anvisa o regulamento técnico sobre
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protetores solares que contém padronizacédo conceitual, rotulagem de produtos e as
diretrizes metodologicas que devem ser adotadas pelos paises do Mercosul
(BRASIL, 2005; BRASIL, 2012b; GUARATINI et al., 2009).

Os filtros solares sédo subdivididos em duas classes: filtros organicos e filtros
inorganicos, classificados como filtros de efeito quimico (filtros quimicos) e filtros de
efeito fisico (filtros fisicos). Geralmente, os compostos organicos protegem a pele
pela absorcdo da radiagdo e os inorganicos pela reflexdo da radiagdo. Porém,
atualmente, existem filtros organicos no mercado que, além de absorverem, também
refletem a radiacédo UV (Ciba especialidades quimicas “methylene bis-benzotriazolyl
tetramethylbutyl-phenol-MBBT”, Tinossorb® M) (FLOR; DAVOLOS; CORREIA, 2007).

As moléculas dos filtros de efeito quimico possuem duplas ligagbes que
permitem que os elétrons que se encontram em orbitais de mais baixa energia
absorvam a radiagdo UV incidente e sejam excitados para orbitais de mais alta
energia, realizando a conversido das radiagcbes de alta energia e pequenos
comprimentos de onda, que sdo danosas, em radiagbes de pequena energia e altos
comprimentos de onda que s&o inofensivas aos seres humanos. Tais moléculas sé&o
subdivididas em filtros UVB, que exercem protecédo frente a radiacao UVB, filtros
UVA, que exercem protecao frente a radiagcao UVA e filtros de amplo espectro, que
promovem protegdo frente a radiaggo UVA e UVB (BALOGH et al, 2011,
MENDONCA, 1998).

Os filtros UVB absorvem aproximadamente 90,0 % da radiagdo no
comprimento de onda entre 290 nm a 320 nm. Nesse grupo encontram-se: PABA
(acido 4-aminobenzoico), que foi o primeiro filtro UV utilizado e um dos primeiros
aprovados pelo FDA, cinamatos, salicilatos e octocrileno. Os cinamatos sdo os
filtros UVB mais populares na Europa e nos EUA, entretanto, muitas vezes sao
combinados com os demais filiros por apresentarem substantividade reduzida
(BALOGH et al., 2011, SAMBANDAN; RATNER, 2011).

A benzofenona-3 (BZ3) é a benzofenona mais utilizada como filtro quimico na
regiao do UVA. Apresenta dois picos de absor¢ao, um na regiao do UVB e outro na
regidao do UVA2 (comprimento de onda maximo de 288 nm e 325 nm). Além das
benzofenonas, outras substancias que exibem acdo na regido do UVA séao
antralinatos, canforados, entre outras (KULLAVANIJAYA; LIM, 2005).

Os filtros quimicos apresentam problemas relevantes relacionados a

fotoalergenicidade e a irritagdo da pele, adicionalmente, sao fotoinstaveis,
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favorecendo a formagao de produtos inativos ou, muitas vezes, toxicos (radicais
livres) quando em contato com a radiacao solar (HANSON; GRATTON; BARDEEN,
2006). Tal cenario tem impulsionado a busca de alternativas para minimizar ou
eliminar tais efeitos e existe a tendéncia do desenvolvimento de fotoprotetores com
concentracdo reduzida de filtros quimicos e de protecao elevada frente as radiacdes
UVA e UVB (SCHLUMPF et al., 2004).

Os flavonoides rutina (3-o-rutosideo-quercetina) e quercetina (3,3',4°,5,7-
pentahidroxi-flavona) tém sido estudados como agentes fotoprotetores de uso
tépico. Casagrande e colaboradores (2006) observaram que formulag¢des contendo
quercetina inibiram o dano induzido por radiagcbes do tipo UVB em camundongos;
Velasco e colaboradores (2008) observaram que a eficacia fotoprotetora da rutina
em formulagbes cosméticas € dependente da presenca dos filtros UVA e UVB,
ocorrendo sinergismo na elevagcdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) quando o
flavonoide foi associado aos filtros nas concentragées minimas. Além disso, também
verificaram que a rutina ndo associada aos filtros quimicos exerceu protecao frente a
radiacdo UVA superior a formulagdo ausente de compostos ativos e as suas
associagdes; Choquenet e colaboradores (2008) observaram que emulsdes
contendo rutina e quercetina apresentaram FPS similares ao homosalato, substancia
indicada como padrao de comparagao para FPS, e também apresentaram atividade
anti-UVA. Também observaram FPS proximo de 30 na associacdo desses
flavonoides com o diéxido de titanio; Vicentini e colaboradores (2010) observaram
que microemulsées A/O contendo quercetina reduzem a incidéncia de alteragdes
histologicas na pele de camundongos sem pelos, induzidas pela exposigcdo a
radiacao UVB.

As pesquisas de novas moléculas fotoestaveis para utilizacdo em protetores
solares sao extensivamente realizadas, sendo que, atualmente, se destaca interesse
crescente para o desenvolvimento de filtros baseados em produtos naturais
(GUARATINI et al., 2009).
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3. Objetivos

3.1. Obter microesferas de gelatina

3.2. Reticular as microesferas de gelatina obtidas com GTA ou com RUT

3.3. Caracterizar as propriedades fisico-quimicas das microesferas de gelatina néo

reticuladas ou reticuladas com GTA ou RUT

3.4. Avaliar o potencial de aplicagdo das microesferas de gelatina nao reticuladas ou

reticuladas com GTA ou RUT em fotoprotetores
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4. Material e Métodos
4.1 Material
4.1.1 Equipamentos

O Quadro 01 contém os equipamentos utilizados para a realizagdo do

presente trabalho.

Quadro 1: Equipamentos empregados para a realizagdo do presente trabalho

Descrigao Marca Modelo
Agitador magnético Nalgon® Speedlab
Agitador mecanico IKA® RW 20
Analisador de adsorgédo gasosa Quantachrome Corporation NOVA 2200e
Analisador de tamanho de particulas  CILAS® 1090L
a laser
Balancga analitica Shimadzu® AUY220

AUW 220D
Balancga semianalitica Gehaka® BG 4000
Balanga semianalitica OHAUS® ARD 110
Banho termostatizado Nova Etica® N480
Banho ultrassénico Unique® Ultrasonic Cleaner
Célula calorimétrica Seiko® DSC7020 Sl Extar
Centrifuga Quimis® Q2227104
Espectrofotémetro de refletancia Labsphere® uUv2000S

com esfera de integracéao
Espectrofotdmetro UV- VIS
Metalizador de amostras

Micropipetas: 10-100ul, 100-1000ul,
1-10 mL

Microscoépio

Microscépio eletrénico de varredura
Peagbmetro

Picnémetro de gas Hélio

Placa aquecedora em ceramica com
agitagdo magnética

Sistema purificador de agua -
Osmose Reversa

Thermo Scientific®
Bal-Tec/Leica®

Eppendorf®

Olympus®
FEI® Company

Quimis®

Quantachrome Corporation

IKA®

Gehaka®

Evolution 600
MD020

Research plus

BX50

Quanta 600 FEG
Q400AS
Ultrapycnometer 1000
CMAG HS7

CMAG HS10

CMAG HP10
0S10LX
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4.1.2 Materiais diversos

O Quadro 02 descreve os materiais diversos utilizados para a realizacdo do

presente trabalho.

Quadro 2: Materiais diversos utilizados para a realizagao do presente trabalho

Descrigao Marca Especificagao

Cadinho ou panela de aluminio para Seiko® -

analise térmica

Cadinho ou panela de platina para andlise ~ Seiko® -

térmica
Cubeta de Quartzo Hellma® 100-QS-10MM/3,5 mL
Fita adesiva dupla face de carbono Agar Scientific® 8,0 mm X 20,0 m
Fita adesiva transparente 3M® e Nexcare® 50,0 mm X 4,5 m, Transpore®
Laminas de vidro para microscopia Star Frost © 26,0 X 76,0 X 1,0 mm com
extremidades coloridas
Laminulas de vidro para microscopia Perfecta ® 20,0 mm X 20,0 mm
Pipeta Pasteur de polietileno Prolab 3,0 mL
Placa de quartzo - 50,0 mm X 50,0 mm
Seringa plastica BD® 1,0 mL
Tamis - Mesh 80
(Tyler 180, abertura 0,177 mm)
Tubo capilar de vidro sem heparina Perfecta © 75,0 mm X 1,0 mm X 1,5 mm
Tudo plastico BD® 15,0 mL, 50,0 mL

Corning®

Falcon®
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4.1.3 Matérias-primas e reagentes

O Quadro 3 descreve as matérias-primas e reagentes utilizados para

obtencao, reticulagdo e analise das microesferas de gelatina.

Quadro 3: Matérias-primas e reagentes empregados para
analise das microesferas de gelatina.

obtencao, reticulagao e

Denominagdo Comercial Denominagdo Quimica N° CAS Fornecedor

Acetona P.A. — A.C.S. Dimetilcetona, 2-Propanona, 67-64-1 LabSynth Ind.Com. Ltda.
Propan-2-ona ou Propanona

Acido cloridrico 37% P.A.— Acido cloridrjco, Cloreto de 7647-01-0 LabSynth Ind.Com. Ltda.

A.C.S. hidrogénio, Acido hidrocloridrico

Acido picrilsulfénico, Acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico  2508-19-2 Sigma-Aldrich Brasil

sol. aq. 5,0% P.A. (TNBS) Lida.

Alcool propilico (Iso) P.A.— Isopropanol 67-63-0 LabSynth Ind.Com. Ltda.

A.CS.
2-propanol

Agua purificada Agua 7732-18-5 )

Bicarbonato de sédio P.A. Bicarbonato de sédio, Hidrogénio 144-55-8 LabSynth Ind.Com. Ltda.
carbonato de sédio

Dhaytan® S80 Monooleato de sorbitan 1338-43- 8 Dhaymers Ind.Com.

Prod.Quimicos Ltda.

Gelatina bovina Gelatina 9000-70-8 NP — Com. Produtos

. - Alimenticios Ltda.

grau alimenticio, Bloom 180,

Mesh 30

Glutaraldeido solugéo, grau Pentano-1,5-diol 111-30-8 Sigma-Aldrich Brasil

A 0,

I, solugdo aquosa 25% 1 5-pentanadial Ltda.

Hidroxido de sddio lentilhas Hidroxido de sddio 1310-73-2 LabSynth Ind.Com. Ltda.

P.A.

Leucina-L P.A. Acido 2-amino-4-metilpentanosico 61-90-5 LabSynth Ind.Com. Ltda.

Nltrogénio Nltrogénio 7727-37-9 White Martins Gases

Industriais Ltda.

Oleo Mineral USP 70 Mistura de hidrocarbonetos 8012-95-1; Volp Ind.Com. Ltda
parafinicos, ciclo parafinicos e 8042-47-5 Ph Special E
aromaticos saturados e Q arma pe('::Ia SE"[d
insaturados provenientes da uimicas € Farm. Lida.
destilagédo do petroleo

Rutina 3-o-rutosideo-quercetina 153-18-4 Fagron do Brasil

3, 3', 4', 5, 7 — pentahidroxiflavona
— 3 —rutinosideo

Farmacéutica Ltda.

Legenda: (-) fornecedor ndo descrito. Material obtido no Laboratério de Cosmetologia da FCF-USP, por meio de
Sistema Purificador de Agua - Osmose Reversa.
CAS: Numero de registro presente no banco de dados do Chemical Abstract Service; P.A.: Para Analise, Grau
Analitic; A.C.S.: America Chemical Society
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O Quadro 4 contém as matérias-primas utilizadas para a obteng¢ao das

dispersdes para avaliagdo da atividade fotoprotetora in vitro.

Quadro 4 : Matérias-primas empregadas na preparagao das dispersdes para a
avaliagao de atividade fotoprotetora in vitro

Denominagao Denominagao Denominagao N° CAS Fornecedor
Comercial Quimica INCI
Seleron® BZP3 2-hidroxi-4- Benzophenone-3 131-57-7 PharmaSpecial Esp.
metoxibenzofenona Quimicas e Farm.
Ltda
Crodabase® SQ Oleo Mineral (e) Mineral oil (and) 8012-95-1, Daltomare Quimica
Polietileno Polyethylene 8042-47-5, Ltda.
8020-83-5,
9002-88-4
Oleo Mineral Mistura de Paraffinum Liquidum 8012-95-1; Volp Ind.Com. Ltda
hidrocarbonetos 8042-47-5 .
UsP 70 parafinicos, ciclo (I;hgrn_waSpelc:lal Esp.
parafinicos e Lttélmlcas e Farm.
aromaticos saturados a.
e insaturados
provenientes da
destilagédo do petréleo
Octilmetoxicinamato 2-etilhexil Ethylhexyl 5466-77-3 PharmaSpecial Esp.

metoxicinamato; methoxycinnamate

2-etilhexil-p-
metoxicinamato;

acido 2-proendico,

3-(4-metoxifenill)-2 —
etilhexil éster

Quimicas e Farm.
Ltda

Legenda: CAS: Numero de registro presente no banco de dados do Chemical Abstract Service




4. Material e Métodos 24

4.2 Métodos
4.2.1 Obtencgao das microesferas de gelatina

As microesferas de gelatina foram obtidas pelo método de polimerizagdo em
emulsdo, utilizando tensoativo e extracdo com solvente conforme Tanaka e
colaboradores (1963) e Ugwoke e Kinget (1998), com modificagbes, conforme
descrito a seguir.

Uma solugédo aquosa de gelatina a 10,0% p/p (240,0 g) foi obtida entre 50,0
°C a 55,0 °C com emprego de placa aquecedora de ceramica com agitagao
magnética na velocidade média. Esta foi transferida, por gotejamento com pipeta
plastica, para uma mistura de 6leo mineral (560,0 mL) e monooleato de sorbitan
(concentragao final de 1,0% p/v), envolvendo aquecimento de 50,0 °C a 55,0 °C, em
placa aquecedora de ceramica, e agitagdo mecanica a 2400 rpm (haste/hélice de
disco bidentado). A emulsao resultante foi mantida nas condi¢gdes antes descritas
por 15 minutos e, depois, foi resfriada até temperatura ambiente (20,0°C a 25,0°C)
com auxilio de banho de agua e agitacdo de 2400 rpm. Apds, para possibilitar a
geleificagdo da amostra, a emulsdo foi resfriada até atingir entre 10,0 °C a 15,0 °C
com banho de gelo, sob agitagdo. Apés 30 minutos, acetona previamente resfriada
até atingir entre 5,0 °C a 10,0 °C (400,0 mL) foi adicionada por gotejamento com
bureta a emulsdo e a mistura foi agitada por outros 30 minutos, entre 10,0 °C a 15,0
°C, e depois foi fracionada em tubos plasticos de 50,0 mL para ser centrifugada.

Posteriormente a centrifugacdo (2 minutos, 3400 rpm e temperatura
ambiente), o sobrenadante dos tubos foi descartado. A quantidade de residuo sélido
foi adicionado igual volume de acetona resfriada entre 5,0 °C a 10,0 °C e, apos
mistura manual com bastdo de vidro, os tubos foram novamente centrifugados a
3400 rpm por 2 minutos. Tal procedimento foi repetido por trés vezes.

Apods a ultima lavagem com acetona, os residuos sélidos foram unificados e
transferidos para recipiente de vidro aberto onde ocorreu secagem a temperatura
ambiente por, pelo menos, 12 horas.

O residuo seco foi tamisado em tamis mesh 80 (abertura de 0,177 mm)
pesado em balanga semianalitica e armazenado em frasco fechado devidamente
identificado com numero de lote, por meio da combinacdo no més, dia e ano de

obtengao.
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O fluxograma do processo de obtencao das microesferas de gelatina pelo
meétodo de polimerizacdo em emulsao utilizando tensoativo e extragdo com solvente
é apresentado na Figura 7.

h!
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'
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¥

Aguacimente da agea purificada em doma matalica
{30-55° C) em placa agueacedora
da ceramica

Adigio do oleo mineral 2 mistera
manusl com bastdo da vidmo

! i
Adizin da palating o dizzolugio
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Figura 7: Fluxograma do processo de obtencdo das microesferas de gelatina pelo
meétodo de polimerizacdo em emulsao, utilizando tensoativo e extragdo com solvente
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4.2.2 Reticulagao das microesferas de gelatina

As microesferas de gelatina de um mesmo lote, obtido conforme descrito em

4.2.1, foram subdivididas em trés grupos:

e Microesferas de gelatina nao reticuladas (MO)
e Microesferas de gelatina reticuladas com GTA (MG)

e Microesferas de gelatina reticuladas com RUT (MR)

O meio de reticulagdo dos grupos das microesferas de gelatina reticuladas
consistiu na mistura de acetona: NaOH 0,01 M (70:30 v/v). Foi utilizada a proporgao
de 5,0 g de microesferas para cada 100,0 mL de meio de reticulagao.

Os agentes reticulantes foram GTA (concentragao final: 0,1% p/v, equivalente
a 10,0 mM) e RUT (concentragéo final: 0,6% p/v, equivalente a 10,0 mM).

O processo de reticulagdo foi realizado por quatro horas com agitagao
magnética na velocidade maxima e a temperatura ambiente (entre 20,0 °C e 25,0
°C). Apos esse periodo, o meio de reticulagdo foi removido e as microesferas
reticuladas foram lavadas por cinco vezes com acetona e agitadas, por 15 minutos,
com agitagcdo magnética na velocidade maxima.

Posteriormente, as microesferas reticuladas foram mantidas em recipiente de
vidro aberto para permitir a secagem ao ar livre por, pelo menos, 12 horas. As
microesferas foram tamisadas em tamis mesh 80 (abertura de 0,177 mm) e
armazenadas em frasco plastico fechado e devidamente identificado.

O fluxograma do processo de reticulacdo das microesferas de gelatina é

apresentado na Figura 8.




4. Material e Métodos

‘ Microesferas de gelatina

'

+
glutaraldeido

Acetona: NaOH 0,01M

'

Acetona : NaOH 0,01M

+
rutina

'

4 horas, agitacdo magnética,
(condicdes ambiente)

h 4

Lavagem com acetona (5X)

h 4

Secagem
(condigdes ambiente)

h 4

Tamisacdo (mesh 80)

Figura 8 : Fluxograma do processo de reticulagado das microparticulas de gelatina
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O aspecto (morfologia) da gelatina, MO, MG e MR foi avaliado por microscopia

eletrbnica de varredura (MEV). Foram observadas amostras a seco e em meio

aquoso do lote de gelatina utilizado para obtengdo das microparticulas e de trés

lotes diferentes de cada grupo.

Aproximadamente 5,0 mg de cada amostra foram fixados com fita de carbono

dupla face (Agar Scientific®) em suporte metalico de 12,0 cm de diametro, préprio

para microscopia eletrbnica, e, em seguida, foram metalizadas com filme fino de

platina, utilizando-se metalizador de amostras (Bal-Tec/Leica® ED020), conforme

ilustrado na Figura 9.
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Figura 9 : Amostras fixadas em suporte metalico e metalizadas em filme fino de
platina para obtencédo de micrografias em MEV

A observacdo das amostras foi realizada em microscopio eletronico de
varredura FEI® Quanta 600 FEG (Field EmissionGun) do Laboratério de
Caracterizagao Tecnoldgica do Departamento de Engenharia de Minas e Petréleo da
Escola Politécnica da Universidade de Sao Paulo.

As imagens foram obtidas no modo alto vacuo, utilizando-se detector ETD
(Everhardt-Thronley detector) de elétrons secundarios, aceleragdo de 10 kV, WD
(working distance) de 10,0-10,4 mm e spot 2,0, com aumentos de 150 a 50.000

veZzes.

4.2.4 Determinagao do percentual de intumescimento com avaliagao visual

por microscopia 6ptica comum

Amostras de, aproximadamente, 50,0 mg do lote de gelatina utilizado para
obtencdo das microparticulas e de trés lotes diferentes de MO, MG e MR foram
adicionadas a 10,0 mL de agua purificada e mantidas em repouso, em temperatura
ambiente (entre 20,0 °C e 25,0 °C), por trés diferentes periodos de tempo a fim de
observar o comportamento de intumescimento em meio aquoso, conforme descrito a

seqguir:
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e tempo zero - adigdo da agua foi realizada imediatamente antes da
observacdo em microscopio. Essas amostras foram utilizadas como
padrdo de comparacao para avaliar o percentual de intumescimento nos
demais periodos;

e tempo 1 - repouso em meio aquoso pelo periodo de 1dia;

e tempo 2 - repouso em meio aquoso pelo periodo de 7 dias.

Cada grupo de amostra foi depositado sobre lamina para microscopia com
tubo capilar de vidro e recoberto com laminula. As medigcdes dos diametro das
microparticulas e a observacdo da gelatina foram realizadas utilizando-se
microscopio Olympus® BX 50 com sistema de captura de imagem acoplado e o
programa Image-Pro Plus®, versdo 7.0 (MediaCybernetics), para analise e
tratamento de imagem.

As leituras foram obtidas com aumento de 20 vezes e luz ndo polarizada.
Para cada lamina, foram selecionados, pelo menos, quatro campos representativos

que foram fotografados e submetidos a mensuragao automatica de diametro.

4.2.5 Determinagao da extensao da reticulagao

A extensao da reticulagao foi determinada pela medi¢cao da absorbancia do
cromoforo formado na reagao dos grupos g-amino livres da M0, da MG e da MR com
0 acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS), utilizando o método descrito por Sheu
e colaboradores (2001), com modificagdes. Também foram realizadas leituras do
lote de gelatina utilizada para obtencédo das microparticulas.

Em tubos plasticos de 15,0 mL, foram pesados em balanga analitica cerca de
10,0 mg a 15,0 mg de cada amostra. Em seguida, a cada tubo foram adicionados
1,0 mL de solugdo de NaHCOs3 4,0% (p/v) e 1,0 mL de solugédo recém preparada de
TNBS 0,5% (p/v). Os tubos foram transferidos para banho termostatizado e foram
mantidos nessa condigao por 2 horas.

Apos esse periodo, a reacao do TNBS foi interrompida pela adicdo de 3,0 mL
de HCI 6,0N e os tubos foram transferidos para banho ultrassbnico, onde
permaneceram entre 60,0 °C a 62,0°C por 90 minutos, a fim de permitir a completa

dissolucado das amostras.




4. Material e Métodos 30

Posteriormente, foram adicionados 5,0 mL de agua purificada a cada tubo. A
solugcao resultante foi diluida a 1:10 com agua purificada e submetida a leitura
espectrofotométrica, em triplicata, a 345,0 nm em cubeta de quartzo com caminho
ético de 1,0 cm, utilizando Espectrofotdmetro UV- VIS Evolution 600° (Thermo
Scientific) e o programa Vision Pro® versdo 4.4.1 (Thermo Scientific). O branco foi
preparado pelo mesmo procedimento, exceto pelo momento de adi¢do do HCI 6,0N,
que ocorreu antes da adicdo da solugdo de TNBS 0,5% (p/v), a fim de inibir a
formacéo do cromoforo.

Foi preparada curva padrao de L-leucina com intervalo de concentracdo de
0,0 mM até 3,0 mM, para calcular o conteudo dos grupos e-amino livres nas
amostras, equivalentes em L-leucina, conforme descrito por Gan, Cheng e Easa
(2009).

A extensao de reticulagao foi calculada conforme apresentado na Equagao 1.

Extensao de reticulagdo = 1 — (absorbancia amostra reticulada/MASSA amostra reticulada)

(absorbéncia amostra néo-reticuIada/massa amostra néo-reticulada)

Equacgao 1 : Extensdo de reticulacdo das microesferas de gelatina
Fonte: SHEU et al. (2001)

4.2.6 Determinagao da area superficial

As determinacbdes de area superficial e porosidade foram realizadas em
analisador de adsorcdo gasosa NOVA 2200e (Quantachrome Corporation®).

Um porta-amostra de vidro vazio foi pesado e, em seguida, adicionou-se a
amostra de forma a completar 2/3 do bulbo terminal. Essa foi submetida ao
congelamento em nitrogénio liquido por 20 minutos e, em seguida, analisada.

Para cada amostra, obteve-se isoterma de 50 pontos, sendo 30 de adsorcao
e 20 de dessorcao de gas nitrogénio ultra-puro, a pressao relativa (P/P0) entre 0,05
e 0,95.

A partir das isotermas foram obtidos graficos de multi-BET, que foram
empregados para o calculo da area superficial. Os resultados foram gerados pelo
programa NOVA-Win® P 9.0.
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4.2.7 Determinacgao da densidade verdadeira

A determinacdo da densidade verdadeira das amostras foi realizada em
picndmetro de gas hélio, Ultrapycnometer 1000 (Quantachrome Corporation®).

Aproximadamente, 1,5 g a 4,0 g de cada amostra foram submetidas a trés
medi¢cdes sucessivas de volume e densidade e, ao final, foi determinada a

densidade média.
4.2.8 Determinacgao da distribuicao granulométrica

A determinacgéo da distribuicdo granulométrica foi realizada em analisador de
tamanho de particulas a laser CILAS® 1090L.

Quantidade suficiente de amostra para obter a obscuracdo adequada foi
dispersa em 50 mL de alcool isopropilico e submetida a leitura com intervalo de 0,04
a 500 ym por 100 classes, com intervalo de 30 segundos entre medi¢des e limpeza,

sem emprego de ultrassom ou diluigdo automatica.
4.2.9 Analise calorimétrica

A caracterizagdo por calorimetria exploratoria diferencial (DSC), a analise
termogravimétrica (TG) e a analise térmica diferencial foram realizadas em
analisador térmico Seiko® DSC7020 SII Extar.

A caracterizagcdo por DSC foi realizada em célula TA-2920 previamente
calibrada com indio metdlico (ponto de fusdo: 156,4°C/ AHgss0 28,50 J/g) no
intervalo de temperatura de 25°C a 320°C. Aproximadamente, 2,0 a 4,0 mg de
amostras foram pesadas em recipientes selados de aluminio e submetidos a razéo
de aquecimento de 10,0 °C/min e atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de
50,0 mL/min, com variag¢ao de temperatura de 25,0 °C a 350,0 °C.

As curvas de TG/DTA foram obtidas a partir de, aproximadamente, 2,0 mg a
10,0 mg de amostras acondicionadas em cadinho de platina. O ensaio foi realizado
utilizando-se razdo de aquecimento de 5,0 °C/min, atmosfera dinamica de nitrogénio

com vazao de 100,0 mL/min e intervalo de temperatura de 25,0 °C a 600,0 °C.
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4.2.10 Preparo de dispersoes

Foram preparadas dispersdes em 6leo mineral e Crodabase® SQ contendo
gelatina nao tratada, M0, MG, MR, benzofenona-3 (BZ3) e octilmetoxicinamato
(OCT), isolados ou combinados, a fim de obter in vitro a atividade fotoprotetora.

O 6leo mineral e a Crodabase® SQ foram aquecidos entre 80,0 °C a 85,0 °C e
homogeneizados por agitagdo manual com bastao de vidro (dipersao base).

A adicao do octiimetoxicinamato a dispersdao base ocorreu a frio, com
posterior aquecimento entre 80,0 °C a 85,0 °C e agitagdo manual com bastao de
vidro devido ao volume preparado ser reduzido (10,0 g) e impossibilitar o uso de
agitacao mecanica.

A adicdo da BZ3 a dispersdo ocorreu entre 80,0 °C a 85,0 °C, a fim de
promover a sua dissolugao e incorporagdo ao meio com agitagado manual.

A incorporagado de gelatina, MO, MG, MR ocorreu por agitagdo manual
somente apds o resfriamento da dispersao até temperatura ambiente (entre 20,0 °C
a 25,0 °C), a fim de se evitar a desestruturagao dessas matérias-primas.

As matérias-primas foram pesadas em quantidade suficiente para o preparo
de 10,0 g de cada disperséo, conforme composi¢cédo percentual (% p/p) apresentada

na Tabela 1.
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Tabela 1 : Composigao percentual (% p/p) das dispersdes utilizadas para verificagdo de aplicabilidade

Proporgao (% p/p)
Composicdo | p» | |c¢ [p |[E |F |6 |H |1 |J |k | |m [N |O |P |@ |[R |s |T
Oleo Mineral 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0 | 50,0
Crodabase® SQ 45,0 | 45,0 | 45,0 | 45,0 | 45,0 | 44,0 | 39,0 | 39,0 | 39,0 | 39,0 | 42,5 | 37,5 | 37,5 | 37,5 | 37,5 |36,5 | 315|315 | 31,5 | 31,5
Gelatina - 5,0 - - - - 50 - - - - 5,0 - - - - 5,0 - - -
MO - - 50 |- - - - 50 |- - - - 50 |- - - - 50 |- -
MG - - - 50 |- - - - 50 |- - . . 50 |- - - - 50 |-
MR - - - - 50 |- - - - 50 |- - - - 50 |- - - - 5,0
BZ3 - - - - - 60 |60 |60 |60 (6,0 |- - - - - 60 |60 |60 |6,0 |60
OCT - - - - - - - - - - 75 |75 |75 |75 75 |75 |75 |75 7,5 7,5
Legenda A a T: dispersdes

(-): matéria-prima nao adicionada
MO: Microesferas néo reticuladas
MG: Microesferas reticuladas com glutaraldeido.
MR: Microesferas reticuladas com rutina.
BZ3: benzofenona-3
OCT: octilmetoxicinamato
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4.2.11 Atividade fotoprotetora in vitro: FPS e protec¢ao frente a radiagao UVA

Para a caracterizagao funcional in vitro das amostras foi utilizado espectro-
fotdmetro de refletancia difusa, equipado com esfera de integracdo (Labsphere® UV-
2000S UV Transmittance Analyzer). Visando mimetizar as propriedades de
superficie da epiderme humana, foi utilizado como substrato placa de quartzo
recoberta com fita adesiva transparente do tipo Transpore® (SPRINGSTEEN et al.,
1999; VELASCO et al., 2008).

Aliquotas das amostras de 0,75 mg/cm? foram aplicadas uniformemente, sob
a forma de filme, em movimentos circulares sobre a superficie do substrato. Os
registros dos valores espectrofotométricos da absorbancia foram realizados em
intervalo de comprimento de onda entre 290,0 e 400,0 nm, na taxa de progressao de
1,0 nm. Para cada amostra foram preparadas trés placas para obtencao do FPS in
vitro (COLIPA, 2009; DIFFEY et al., 2000; SPRINGSTEEN et al., 1999; VELASCO et
al., 2008).

Foram preparadas, pelo menos, trés dispersdes de cada tipo descrito na
Tabela 1 contendo os mesmos lotes de gelatina, BZ3, OCT, 6leo mineral e
Crodabase® SQ, e lotes diferentes de MO, MG e MR para determinagao do FPS in
vitro.

O FPS in vitro foi calculado por meio da Equagao 2 por meio do programa do
Labsphere® UV-2000S UV Transmittance Analyzer.

400w
[ EASAdA

FPS = 290w

400
j EASATAZA

2905m

Equacgao 2 : Fator de protecao solar estimado

Legenda: E = eficacia eritematégena espectral da CIE; S = irradiancia solar espectral; T = transmitancia
espectral da amostra; d= intervalo dos comprimentos de onda = 1 nm
Fonte: SPRINGSTEEN et al. (1999)
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4.2.12 Analise de resultados

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio da analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para determinacéo inter e intragrupos.

Foi utilizado o programa Minitab® vers&o 16 para Windows.
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5. Resultados e Discussao
5.1 Obtencao das microesferas de gelatina nao reticuladas e reticuladas

As microesferas de gelatina obtidas pelo método de polimerizagdo em
emulsdo utilizando tensoativo e extragdo com solvente apresentaram-se como pé
fino de coloragado levemente amarelada (Figura 10 b), diferente do aspecto de pé
grosseiro e amarelado da gelatina, na qualidade de matéria-prima, (Figura 10 a) que
foi utilizada para sua obtengédo. Apds o processo de reticulagdo em meio orgénico
constituido por NaOH:acetona, o aspecto do po foi alterado para levemente bege
(Figura 10 c) quando o GTA foi o agente reticulante e para amarelo-esverdeado
(Figura 10 d) quando o agente reticulante foi a RUT.

Figura 10 : Fotografia mostrando aspecto de: (a) gelatina utilizada para obtengao
das microesferas; (b) microesferas de gelatina néo reticuladas; (c) microesferas de
gelatina reticuladas com GTA; (d) microesferas de gelatina reticuladas com RUT

A fim de quantificar o rendimento dos processos de obtencéao e reticulagao, as
microesferas de gelatina obtidas apés a etapa de tamisacdo foram pesadas e
comparadas com a massa inicial utilizada em cada processo (com a massa de
gelatina para o processo de obtencdo e com a massa de microesferas para os
processos de reticulagdo com GTA ou com RUT).

O rendimento do processo de obtencdo foi de aproximadamente 75%
enquanto que no processo de reticulagao foram observados rendimento superiores a

80%, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 : Rendimentos dos processos de obtencéao e reticulacdo das microesferas.
Os resultados estado expressos como rendimento percentual p/p da média + desvio
padrao (n=4)

Processo Rendimento de processo (%)
Obtencgao 748+ 85
Reticulagdo com GTA 82,0+ 13,3
Reticulagdo com RUT 85,1+ 9,1

Legenda: GTA : Glutaraldeido; RUT: Rutina

A perda de aproximadamente 25,0 % no processo de obtencdo das
microesferas pode ser justificada principalmente pela separagdo e descarte da
gelatina de baixo peso molecular no sobrenadante da emulsdo quando ocorreu a
adicdo de acetona que € um agente desolvatante que precipita a gelatina de alto
peso molecular (NAHAR et al., 2008). Além disso, ocorreram perdas na transferéncia
entre o recipiente de preparo e os tubos de centrifugagcdo e na tamizagdo quando
agregados maiores que a abertura do tamis (mesh 80 = 177,0 ym) foram separados
e descartados.

A perda entre 15,0% e 18,0 % observada no processo de reticulagdo das
microesferas pode ser explicada principalmente pelo processo de separagdo por
tamizagao e as lavagens com acetona.

Na obtencdo das microesferas, foi observado que a etapa de adigao de
acetona apos a emulsificacdo e geleificagcdo é bastante critica. Ugwoke e
colaboradores (1998) descrevem que esta adigao deve ser feita sob agitagdo. Além
disso, foi constado que a adi¢cdo deve ser lenta e continua com auxilio de bureta,
pois a adicdo de todo o conteudo de acetona leva a precipitacédo da gelatina e a

formagao de aglomerado esbranqui¢gado, conforme apresentado na Figura 11.

-_—

-

T——

Figura 11 : Aglomerado de gelatina obtido por adi¢ao rapida de acetona
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Para realizar a reticulagdo das microparticulas de gelatina, foi utilizado meio
composto por acetona e NaOH 0,01 M. Tal escolha foi direcionada por questdes de
solubilidade das microesferas de gelatina e da RUT.

A tentativa de reticular as microesferas de gelatina com RUT dissolvida em
meio aquoso e alcalino resultou na destruicido das microesferas e obtencao de filme

continuo de coloragdo amarelada, conforme apresentado na Figura 12.

5

Figura 12 : Filme de gelatina obtido por reticulagdo das microesferas de gelatina
com RUT em meio aquoso e alcalino

A gelatina é insoluvel em meio organico e varios autores descrevem o uso de
solventes organicos como meio de reticulagdo para microparticulas de gelatina. O
isopropanol é descrito por Tanaka (1963), Forni (1992) Kong (2011), o etanol é
descrito por Franz (1998), Liang (2003), Yao (2004) e Wei (2007), o tolueno é
dfescrito por Dirnavand (2003 e 2005) e Patel (2006) e a acetona é descrita por
Vandelli (2001) e Kasper (2005) que utilizou uma mistura de acetona e HCI 0,01 M
como meio de reticulagédo para microesferas de gelatina catidnicas.

No presente trabalho, a acetona foi escolhida como meio de reticulagao por
ter sido o solvente utilizado na etapa de obtencdo. A mistura com NaOH 0,01 M
surgiu como recurso para solubilizar uma maior quantidade de RUT no meio, que se
apresentou como uma solugao de coloracdo amarela.

No processo de reticulagdo, foram utilizados 0,6 g RUT/ 5,0 g de microesferas
de gelatina, que correspondem a 10,0 mM de RUT ou 0,12 g RUT/g de microesferas
de gelatina e 400,0 uL GTA/ 5,0 g de microesferas de gelatina, que correspondem a
10,0 mM de GTA e 0,02 % GTA/g de microesferas de gelatina.
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5.2 Aspecto por MEV

O aspecto da gelatina, das microesferas de gelatina nao reticuladas e reticuladas com GTA ou RUT foram observados por

MEV e sao apresentados na Figura 13, Figura 14, Figura 15, Figura 16, Figura 17 e Figura 18.

Figura 13 : Fotomicrografia por MEV da gelatina, na qualidade de matéria-prima, em aumentos de (a) 150 vezes, (b) 650 vezes (c)
5.000 vezes
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Figura 14 : Fotomicrografia por MEV das microesferas de gelatina nao reticuladas em aumentos de (a) 3.000 vezes, (b) 25.000
vezes e (c) 50.000 vezes
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Figura 15 : Fotomicrografia por MEV das microesferas de gelatina reticuladas com GTA em aumentos de (a) 3.000 vezes, (b)
25.000 vezes e (c) 50.000 vezes
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Figura 16 : Fotomicrografia por MEV das microesferas de gelatina reticuladas com RUT em aumentos de (a) 3.000 vezes, (b)
25.000 vezes e (c) 50.000 vezes
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Figura 17 : Fotomicrografia por MEV de: (a) microesferas de gelatina nao reticuladas; (b),(c) microesferas de gelatina reticuladas
com GTA. Aumentos de: (a) 30.000 vezes, (b) 20.000 vezes e (c) 15.000 vezes
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Figura 18 : Fotomicrografia por MEV de microesferas de gelatina reticuladas com RUT em aumentos de (a) 30.000 vezes e (b)
50.000 vezes

44
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Observa-se que a gelatina utilizada na obtencdo das microesferas apresentou
granulos amorfos com tamanho superior a 100 um (Figura 13 a,b). No aumento de
5.000 vezes (Figura 13 c) é possivel observar em detalhes a textura da gelatina
sugerindo estrutura compacta e densa.

As microesferas de gelatina obtidas no presente trabalho apresentaram
formato esférico e heterogeneidade de tamanho (Figuras 14 a,b ,15 a,b, 16 a,b).
Tal observacao confirma a descri¢ao de variacdo de tamanho das particulas obtidas
pelo método de polimerizacdo em emulsao utilizando tensoativo e extragdo com
solvente feita por Rabanel e colaboradores (2009).

Nos aumentos de 50.000 vezes (Figuras 14 c, 15 ¢, 16 c¢), é possivel
observar que a superficie de todos os grupos apresenta rugosidades leves
sugerindo que a reticulacdo nao teve impacto na morfologia da superficie das
microesferas. Tal achado é contrario ao descrito por Choy e colaboradores (2008)
que observaram enrugamentos expressivos na superficie de microesferas de
gelatina reticuladas com GTA e ao descrito por Patel e colaboradores (2006) que
obtiveram microesferas com superficie lisa. O uso de acetona e NaOH como meio
de reticulacdo podem ter levado as diferengas observadas em relacdo ao descrito
em literatura pois os ultimos pesquisadores citados utilizaram agua (CHOY et al.,
2008) e tolueno (PATEL et al., 2006) como meios de reticulagéo.

A presenca de aglomerados € maior nas microesferas reticuladas, com GTA
ou RUT, do que nas microesferas néao reticuladas (Figuras 13 a, 14 a, 15 a).

Entre as microesferas aglomeradas (Figura 17 a, b) é possivel observar a
presenca de zonas de juncdo. Na Figura 17 c observa-se a fusdo se duas
microesferas dando origem a uma estrutura com formato de halteres.

A Figura 18 a apresenta microesferas reticuladas com RUT em aparente
momento de quebra da zona se juncdo. E possivel observar que na superficie da
microesfera maior forma-se uma concavidade com formato similar ao da regido de
juncdo com a microesfera menor. A concavidade possui paredes inclinadas e de
razoavel profundidade que sugerem que a estrutura interna da microesfera € macica
e sem a presenga de poros.

Na microesfera em evidéncia na Figura 18 b, é possivel observar em primeiro
plano uma zona de jungédo desfeita que resultou em achatamento da superficie e
zonas de juncdo em prolongamento e de contato direto com microesferas

adjacentes.
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5.3 Intumescimento

A avaliagédo do intumescimento de géis ou microesferas de gelatina pode ser
realizada por meio de métodos gravimétricos ou volumétricos que comparam o
comportamento em meio aquoso durante periodos de tempo especificos e
estabelecem uma relagao inversamente proporcional entre a captacado de agua e a
extensdo de reticulagdo (YOUNG et al.,2005, WEI et al., 2007; LIANG et al., 2003;
DINARVAND et al., 2005).

A gelatina quando adicionada a agua em temperatura inferior a 40,0 °C ira
intumescer, absorvendo 5-10 vezes de seu peso em agua, formado um hidrogel. O
valor de intumescimento € pH dependente e atinge seu maximo em valores de pH
distantes do ponto isoelétrico da gelatina utilizada (MOHOS, 2010).

O hidrogel formado pela gelatina é transparente e possui aspecto continuo

como pode ser observado na Figura 19.

Figura 19: Fotomicrografia de hidrogel de gelatina obtida por microscopia 6ptica
comum em aumento de 400 vezes apds 1 dia em temperatura ambiente (entre
20,0°C e 25,0 °C)

No processo de obtencdo de microesferas de gelatina por polimerizacdo em
emulséo, utilizando tensoativo e extragdo com solvente , a gelatina é solubilizada em
agua aquecida a aproximadamente 40,0 °C. Nessa condigéo, as cadeias de gelatina
estdo em conformacgao espiral. Na etapa de resfriamento, ocorre a geleificagao da
gelatina com transicdo da conformagcao espiral reversa para helicoidal que é
estabilizada por pontes de hidrogénio (DJABOROUV; LECHAIRE; GAILL, 1993).
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As microesferas obtidas apresentaram aspecto esférico e em meio aquoso
observou-se a formacao de aglomerados que sdo mais evidentes nas microesferas
nao reticuladas e nas microesferas reticuladas com RUT. Apds 7 dias em meio
aquoso, as imagens em microscopia 6ptica com aumento de 400 vezes mostram
que existe aumento do didmetro das microesferas aglomeradas com manutencao da

integridade e individualidade de cada unidade presente nos aglomerados, conforme

apresentado pela Figura 20.
1 2 3

Figura 20: Fotomicrografias de microesferas de gelatina n&o reticuladas e
reticuladas, em meio aquoso em diferentes periodos de tempo obtidas por
microscopia optica comum em aumento de 400 vezes

Legenda: (1): observacdo imediatamente apds inclusdo de meio aquoso; (2): observagao apos 1 dia
em meio aquoso; (3): observagado apds 7 dias em meio aquoso; (A): microesferas nao reticuladas;
(B): microesferas reticuladas com GTA; (C): microesferas reticuladas com RUT

Apds um dia em meio aquoso, nao foi observado aumento de diametro
estatisticamente significativo em nenhum dos grupos estudados. Apds 7 dias,

observou-se que ocorreu aumento de didmetro estatisticamente significativo nas
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microesferas nao reticuladas e nas microesferas reticuladas com RUT sendo menor

no grupo reticulado com RUT(Tabela 3).

Tabela 3 : Didmetros das microesferas de gelatina n&o reticuladas ou reticuladas
com GTA ou RUT em meio aquoso e diferentes periodos de tempo. Os resultados
estdo expressos como didametro (um) £ desvio padréo da leitura de 3 campos por
lamina (n=60)

Amostra Dia 0 Dia 1 Dia 7

MO 58%%+15 6,5*°+1,8 18,97+ 6,9
MG 2,9*°+0,9 29" +10 3,0%°+0,2
MR 58%%+3,5 6,4*°+17 14,3°°+1,5

Legenda: Letras diferentes representam resultados estatisticamente diferentes de acordo com
ANOVA seguido de Tukey. A primeira letra refere-se a variagdo em fungdo do tempo e a segunda
letra refere-se a variagdo em fungédo do tratamento. MO: microesferas de gelatina nao reticuladas;
MG: microesferas de gelatina reticuladas com GTA; MR: microesferas de gelatina reticuladas com
RUT.

As microesferas reticuladas com GTA nao apresentaram variagao significativa
de diametro apos 7 dias em meio aquoso. Tal resultado € similar ao observado por
Bigi e colaboradores (2001) que descreveram que o GTA reduz o intumescimento de
filmes de gelatina.

Tais observagbes sugerem que os agentes reticulantes utilizados foram

efetivos na reticulacdo das microesferas de gelatina e que GTA foi superior a RUT.

5.4 Extensao de Reticulagao

O acido 2,4,6 trinitrobenzenosulfonico (TNBS) foi desenvolvido para
determinar os grupos amino livres de aminoacido e peptideos em eluatos de
colunas. Em condigdes alcalinas, o TNBS reage com os grupos amino livres
formando derivados trinitrofendlicos (TNP) (Figura 21) que sdo cromoforos

alaranjados passiveis de leitura espectrofotométrica na regido do ultravioleta.
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Figura 21 : Reacédo do TNBS com os grupos amino de proteinas para formar
derivado trinitrofendlico (TNP)

Fonte: Modificado de Hermanson (2008)

A reacao é terminada pela reducao do valor de pH e deve ser conduzida sob
protecdo da luz, pois a reacdo no branco € acelerada pela exposi¢do a luz. Os
métodos utilizando TNBS surgiram como alternativa analitica aos métodos
colorimétricos que utilizavam ninidrina (ADLER-NISSEN, 1979; HABEEB, 1966).

Para manusear amostras de materiais pouco solluveis, sdo descritos 0 uso
recursos tais como a adicdo do tensoativo duodecilsulfato de sédio para denaturar
proteinas (HABEEB, 1966), a inclusdo de etapa de autoclavagem para promover
hidrolise de microesferas de gelatina reticuladas com D,L-gliceraldeido (VANDELLI
et al., 2001) e o aumento de temperatura apos a etapa reducéo de pH para término
da reacdo do TNBS para solubilizar estruturas de colageno reticuladas com
carbodiimida (NAGAI et al., 2004). No presente trabalho, foi utilizado o procedimento
descrito por Nagai e colaboradores (2004) mantendo-se o tempo de 90 minutos e
temperatura de 60,0 °C, porém incluindo o uso de banho ultrassénico a fim de
solubilizar as amostras e possibilitar a leitura espectofotométrica.

Uma curva padrao de L-leucina com concentragao de 0,0 a 3,0 mM pode ser
usada para calcular a concentragao de grupos amino livres presentes nas amostras.
(ADLER-NISSEN, 1979; GAN,2009). A Figura 22 apresenta a curva padréo de L-

leucina que foi utilizada para célculo de tais grupos no presente trabalho.
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Figura 22 : Curva padrao de L-leucina

Os resultados de absorbancia para a curva padréo de L-leucina da Figura 22

sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados de absorbancia a 345 nm e equacgao da reta para curva de L-
leucina. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo (n=3)

Concentragao L-Leucina Absorbancia (345 nm) Equacao da reta
(mM)

0,00 0,035 * 0,002

0,25 0,093 % 0,002

0,50 0,172 £ 0,001 y =0,24 x + 0,04
1,00 0,313 + 0,005 R2=0,99

1,25 0,352 + 0,001

2,00 0,512 + 0,002

2,75 0,681 + 0,002

3,00 0,788 + 0,002

Legenda: y: absorbancia em fungdo da concentragcdo de L-leucina(mM) no meio reacional;
x:concentracado de L-leucina (mM) no meio reacional; R?: coeficiente de corregéo da reta
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A extensdo de reticulacdo das microesferas reticuladas foi calculada em
relacdo as microesferas nao reticuladas.
Os grupos amino livres da gelatina utilizada para obtengdo das microesferas

também foi determinado conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 : Grupos amino livre (mMol/g) e extensao de reticulagao da gelatina e das
microesferas de gelatina ndo reticuladas e reticuladas com GTA ou RUT. Os
resultados estdo expressos como média * desvio padrao (n=3)

Amostra Grupos amino livre Extensao de Reticulagao
(mMol/g) (%)

Gelatina 2,2%+0,0 -

MO 2,2%+0,0 -

MG 1,1°£0,0 54,4 +9,4

MR 2,1%+0,5 14,4 +71

Legenda: Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes de
acordo com o teste ANOVA seguido de Tukey.

MO: microesferas de gelatina nao reticuladas; MG: microesferas de gelatina reticuladas com GTA;
MR: microesferas de gelatina reticuladas com RUT

O calculo dos grupos amino livres da gelatina e para as microesferas nao
reticuladas resultou no mesmo valor. Tal resultado demonstra que o processo de
obtencao das microesferas ndo teve qualquer efeito sobre a reticulagdo dos grupos
amino livres presentes na gelatina.

Em comparacdo as microesferas de gelatina n&o reticuladas, o processo de
reticulacdo das microesferas de gelatina com GTA resultou em redugédo dos grupos
amino livres e na extensao de reticulagdo de 54,4%. Os valores obtidos indicam que
0s grupos amino livres foram reticulados quando tratados por 4 horas, sob agitacéo
e temperatura ambiente em solu¢cado de acetona e NaOH 0,01 M contendo 10 mM
(0,1%) de GTA, sugerindo que a reagéo observada ocorreu mais rapidamente que a
descrita por Bigi e colaboradores (2001) que descreveram a reticulacédo de 60,0 %
dos grupos amino livres de filmes de gelatina tratados com tampéo fosfato pH 7,4
contendo 0,05% de GTA por 24 horas em repouso a temperatura ambiente.

O sucesso do GTA como agente reticulante é resultado da presenca de varias
formas quimicas em equilibrio em determinado pH. Em pHs = 3,0 a reacdo do GTA

com aminoacidos é reversivel enquanto em pHs entre 7,0 e 9,0 a reversibilidade é
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menor. Em moléculas protéicas, a reticulagao com GTA envolve a reagao dos
grupamentos amino terminais dos residuos lisil que possuem pKa > 9,5 (Mignealt,
2004). Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que uso de meio alcalino
no processo de reticulacdo das microesferas promoveu a interacdo do GTA com
grupos ativos da gelatina, devido, por exemplo, a desprotonagao de tais grupos.

Em relacédo aos valores obtidos para a reticulagdo com RUT, observa-se que
nao ocorreu redugcdo nos grupos amino livres. Contudo, os valores de extenséo de
reticulacdo sugerem que a reticulagdo aconteceu de maneira bastante discreta o que
também é sugerido pelos resultados obtidos no intumescimento (Tabela 3).

Na execucgao das analises das amostras reticuladas com RUT, observou-se
uma grande variagdo nos valores obtidos para a extensdo de reticulagdo sendo
encontrados, além de resultados com valores maiores que zero, resultados
negativos e resultados iguais a zero.

Devido a esses achados, foi realizada a leitura do perfil espectral entre 250
nm e 600 nm do meio reacional utilizado para analisar a extensao de reticulagao,
composto por TNBS 0,01% p/p ; NaHCOs; 4% p/p; HClI 6 N, contendo as
microesferas nao reticuladas e as microesferas reticuladas com GTA ou RUT,

conforme apresentado na Figura 23.
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Figura 23 : Perfil espectral do meio para analise da extensao de reticulagao

Legenda: Meio para analise da extensao de reticulagdo: TNBS 0,01% p/p ; NaHCO3; 4% p/p; HCI 6 N
(a): meio contendo microesferas néo reticuladas; (b): meio contendo microesferas reticuladas com
GTA; (c): meio contendo microesferas reticuladas com RUT; absorbance: absorbancia; wavelenght:
comprimento de onda;
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No método utilizado no presente trabalho, a leitura do cromoéforo formado pela
reagcao do TNBS com os grupos amino livres € realizada em 345 nm. De acordo com
os dados do perfil espectral do meio analitico para extensao de reticulagdo contendo
microesferas de gelatina reticuladas com RUT (Figura 23 c¢), observa-se que existe
absorcao na regiao de 345 nm. Este comportamento nao foi observado para os
meios analiticos contendo microesferas de gelatina nao reticuladas (Figura 23 a) ou
reticuladas com GTA (Figura 23 b).

Tal resultado é compativel com Zuanazzi e Montanha (2004) que
descreveram que os espectros caracteristicos dos flavonoides, em geral, ocorrem
em 240-285 nm e 300-400 nm, possuindo os flavonois (classe a qual a rutina
pertence) o intervalo de 352-385 nm e indica que o método utilizado ndo € adequado
para a avaliagdo da extensédo de reticulacdo das microesferas de gelatina reticuladas
com RUT.

Em tal contexto, outras técnicas analiticas deveriam ser utilizadas. Uma
sugestdo seria o emprego da espectrofotometria derivada que consiste na
diferenciagao do espectro normal por meio de transformacao da curva espectral em
uma derivada (primeira ou derivadas maiores). Esta técnica geralmente melhora a
resolugcao de bandas, elimina a influéncia de fundo ou matriz e fornece impressoes
mais definidas do que o espectro de absorbancia comum ou direta uma vez que
melhora a detec¢cdo de caracteristicas espectrais menores (KAZEMIPOUR et al.,
2002; OJEDA;ROJAS, 2004). Este recurso foi utilizado por Rolim e colaboradores

(2006) para quantificar flavonoides (expressos em rutina) em emulsdes O/A.

5.5 Area Superficial, volume e tamanho de poro e densidade verdadeira

Devido a mudanca de estado fisico da gelatina durante a obtencdo das
microesferas (solubilizagdo em agua, seguido por geleificagdo) os resultados obtidos
para essa matéria-prima ndo foram utilizados para comparagdo com os resultados
obtidos para as microesferas sendo considerados apenas de carater informativo.

A Tabela 6 apresenta os resultados para area superficial, volume de poro,
tamanho de poro e densidade verdadeira para gelatina, microesferas de gelatina n&o

reticuladas e microesferas de gelatina reticuladas com GTA ou RUT.
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Tabela 6 : Resultados da area superficial, volume e tamanho de poro e densidade
verdadeira. Os trés primeiros resultados foram obtidos em analisador de area
superficial sob atmosfera de nitrogénio e o ultimo em picnémetro de gas hélio. Os
valores para gelatina referem-se a determinacao realizada em um lote e os demais
resultados sdo expressos em média (um) * desvio padrdo de trés lotes das
microesferas de gelatina n&o reticuladas ou reticuladas com GTA ou RUT

Amostra Area Superficial Tamanho Volume de poro Densidade
(m2g™) de (x107 cm?/g) Verdadeira
poro (nm) (g/cm3)
Gelatina 0,8 2,6 1,1 1,4
MO 4,4°+0,1 3,0°+0,1 6,5%+0,1 1,6%+0,0
MG 1,8°+ 0,4 3,4%+0,1 3,4°+0,1 1,6%+0,1
MR 41%£1,2 30%+0,3 59%+0,1 1,6%+0,1

Legenda: Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes de
acordo com o teste ANOVA seguido de Tukey.

MO: microesferas de gelatina ndo reticuladas; MG: microesferas de gelatina reticuladas com GTA,;
MR: microesferas de gelatina reticuladas com RUT

A area superficial e o volume de poro das microesferas reticuladas com GTA
foram significativamente menores que os valores obtidos para as microesferas nao
reticuladas e para as microesferas reticuladas com RUT.

Contudo, o volume de poro menor das microesferas reticuladas com GTA nao
trouxe mudangas na morfologia da superficie das microesferas que pudesse ser
identificavel nas imagens obtidas por MEV em aumento de 50.000 vezes (Figura
14c, 15c e 16c). Nesse aumento observa-se que a morfologia da superficie das
microesferas de gelatina reticuladas com GTA nao apresenta diferengas em
comparagao com as microesferas de gelatina nao reticuladas ou com as reticuladas
com RUT.

Nas imagens obtidas por microscopia 6ptica comum (Figura 20) foi possivel
observar que as particulas reticuladas com GTA ndo apresentaram alteragcdo de
didmetro em meio aquoso apdés 1 e 7 dias indicando auséncia na absor¢ao de agua
e no intumescimento. A area superficial € o volume de poro menores podem ser uma
explicagdo para tal comportamento sugerindo que as microesferas de gelatina
reticuladas com GTA possuem organizagao estrutural mais compacta que limita a

absorgao de agua.
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O valor de tamanho de poro obtido para todas as amostras encontra-se na
faixa de classificagdo de mesoporosidade (20-500 nm) (TEIXEIRA; COUTINHO;
GOMES, 2001). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas
para esse parametro entre as microesferas de gelatina ndo reticuladas e as
reticuladas com GTA ou RUT.

Os valores da densidade verdadeira para todas as amostras néo
apresentaram variagdes significativas. Tal fato indica que a reticulagdo com GTA
influenciou os resultados de area superficial e volume de poro, porém nao teve efeito

sobre a densidade verdadeira do po.

5.6 Distribuicao granulométrica e didametros das particulas

A distribuicdo de tamanhos das particulas é apresentada na Figura 21.

10 in \'Dlumt: | passania " 0 in volume / _p:tssanhs

mill T 1
2 | 1 8 Il
= | = -
%“‘ - ! | % na—';v: i g
1l g Tl :
[ - S fomss F
2 | 2 2 | =
g il X £ { g
5 | (LINAN = H ki I =
; i IT ; W
| i m i
1 - T | -
| L L Ll AU il s IfﬂH (NIRRT AT,
o ] 100 100.0 e ) o
s x (Didmetros) / pm o) ¥ (Didmetros) / pm
00, . in volume / passa{ﬂe ; R 10, . In volume / passante
(©) L | L. | (@) .
sl TTT 1 Al . 1 i i
2 o |
5 = 5, I 1-‘ z
3 §- s i L £
a e} o | 2
: 13 Tk :
H = 8 i =
E f 2
o 1 ! _'... et | - B
I 4 11
e WL | 1"IIHDLﬂm -
ot LEERN) il L1 ) o7 i 1 Yo
¥ 1]”‘ITH Almj : i L] [
! e 5000 o % (Diametros) / um e

x (Didmetros) / pm

Figura 24: Distribuigao de tamanho de particulas por meio de dispersao liquida em
equipamento de difracdo de raios laser. (a): gelatina; (b): microesferas de gelatina
nao reticuladas; (c): microesferas de gelatina reticuladas com GTA; (d) microesferas
de gelatina reticuladas com RUT
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Do mesmo modo descrito para os valores de area superficial, tamanho de
poro, volume de poro e densidade verdadeira, os valores apresentados para
distribuicdo granulométrica e didmetro para gelatina foram apenas informativos n&o
sendo utilizados para comparagado com as microesferas de gelatina.

As microesferas de gelatina reticuladas com GTA ou RUT (Figura 24 c,d)
apresentaram faixas granulométricas menores que as microesferas de gelatina néao
reticuladas (Figura 24 a) e a amplitude de distribuigdo foi menor nas microesferas de
gelatina reticuladas com RUT (Figura 24 d).

Tais resultados indicam que no processo de reticulacdo ocorre reducdo do
tamanho da particula o que em parte pode ser atribuido as lavagens com acetona
que retiram eventuais residuos de 6leo do processo de obtengcdo promovendo a
desaglomeragéao das particulas.

Os valores de diametros a 10%, 50%, 90% e didmetro médio da gelatina e
das microesferas de gelatina nao reticuladas ou reticuladas com GTA ou RUT séao

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Didametros a 10%, 50%, 90% e didmetro médio da gelatina e das
microesferas de gelatina ndo reticuladas ou reticuladas com GTA ou RUT obtidos na
analise em equipamento de difracdo a laser. Os valores sao expressos em média
(um) £ desvio padrao de trés réplicas de um lote de gelatina e de trés réplicas de
dois lotes das microesferas de gelatina n&o reticuladas ou reticuladas com GTA ou
RUT

Amostra d (0,1) d (0,5) d (0,9) Diametro
médio
Gelatina 104,5+1,3 350,1+0,1 467,1+0,1 329,1+0,2
MO 1,1%+1,0 6,4°+1,6 294°+ 46 11,2°+1,9
MG 2,7%°+0,3 18,12+ 2,0 521%+2,0 23,6%+1,6
MR 48°+1,0 18,42+ 0,6 34,7°+3,3 19,72 +1,6

Legenda: Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes de
acordo com o teste ANOVA seguido de Tukey.
MO: microesferas de gelatina ndo reticuladas; MG: microesferas de gelatina reticuladas com GTA
MR: microesferas de gelatina reticuladas com RUT

Os resultados obtidos mostram que os didmetros médios foram maiores nos
grupos submetidos a reticulagdo. Tais valores sdo compativeis com o observado
para area superficial (Tabela 6) mostrando que o aumento no didmetro da particula

implica na redugao da area superficial.




5. Resultados e Discussao 58

Contudo, os valores obtidos pela técnica de difracdo a laser ndo sao
compativeis com os valores obtidos nas técnicas de microscopia optica comum e
MEV.

Ao estudar sistemas emulsionados, Prestes (2012) observou diferenga entre
os tamanhos das particulas analisadas por tais métodos sendo que os valores
obtidos pela técnica de difracao a laser foram maiores do que os obtidos que pela
técnica de microscopia éptica comum, assim como observado no presente trabalho.

Tais observacdes corroboram com informacgao da literatura, que relata que a
analise microscoépica nao pode ser comparada a analise por difragao a laser, pois a
primeira analisa o diametro enquanto a segunda analisa o volume da distribuicao
(KECK, 2010).

5.7 Analise calorimétrica

As propriedades das microesferas de gelatina obtidas no presente estudo
foram analisadas por meio de termogravimetria (TG), técnica na qual as alteragdes
de massa da amostra sdo determinadas em funcao da temperatura e/ou tempo, e
por calorimetria exploratdria diferencial (DSC), técnica na qual as mudancgas de calor
da amostra durante o aquecimento ou resfriamento sdo acompanhadas em relagao
a um material de referéncia inerte (BANNACH et al., 2011).

A curva (a) da Figura 25 representa os resultados de TG. E possivel observar
dois principais estagios de perda de massa. O primeiro estagio ocorre até
aproximadamente 200,0 °C e pode ser atribuido a perda de agua adsorvida e
estrutural presente nas amostras. O segundo estagio inicia-se préximo de 250,0 °C e
se estende até aproximadamente 400,0 °C e esta relacionado a quebra da cadeia
protéica (estrutura helicoidal) e ruptura das ligagdes peptidicas. Tais estagios de
perda de massa também foram observados em filmes de gelatina por Barreto e
colaboradores (2003).
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Figura 25: Analise calorimétrica. (a): Curvas de TG; (b): Curvas de DSC

Legenda: MO: microesferas de gelatina nao reticuladas; MG: microesferas de gelatina reticuladas
com GTA; MR: microesferas de gelatina reticuladas com RUT

A massa residual de aproximadamente 20,0 % a 600,0 °C se assemelha ao
residuo encontrado para filmes de gelatina por Barreto e colaboradores (2003) e

também por Pena e colaboradores (2010).
N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas para a perda

de massa por TG, conforme apresentado pela Tabela 8.
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Tabela 8 : Perda de massa em duas faixas de temperatura e massa residual obtidas
por TG de gelatina e microesferas de gelatina ndo reticuladas ou reticuladas com
GTA ou RUT. Os valores sao apresentados como média + desvio padrao (n=3)

Amostra 30°C-200°C 250°C-400°C 30°C-600°C
Gelatina 11,4 59,9 25,5

MO 12,07 £0,9 63,07 42,5 23,37 40,6
MG 11,3%+0,3 62,1% 40,8 23,2%+24
MR 11,9%+1,3 62,7%+2,0 227%+20

Legenda: Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes de
acordo com o teste ANOVA seguido de Tukey.

MO: microesferas de gelatina ndo reticuladas; MG: microesferas de gelatina reticuladas com GTA;
MR: microesferas de gelatina reticuladas com RUT

A curva (b) da Figura 25 representa os resultados de DSC. O primeiro evento
endotérmico observado para a gelatina provavelmente representa sua temperatura
de transicdo vitrea. Em valores inferiores a temperatura de transicdo vitrea as
cadeias poliméricas apresentam pouca mobilidade. Quando o material é aquecido,
as cadeias adquirem certo grau de mobilidade e movimento provocando mudanga
em sua capacidade calorifica (SOUZA; GOULART, 2004). O segundo evento
endotérmico pode estar associado a temperatura de fusdo das estruturas
organizadas. Tais eventos também foram observados por Badii e colaboradores
(2005) no estudo do efeito do conteudo de agua sobre as transicbes de fase da
gelatina.

O primeiro evento endotérmico observado para as microesferas de gelatina
reticuladas e nao reticuladas ocorre como uma discreta mudancga da linha de base
em temperatura inferior ao observado para a gelatina sugerindo que ocorreu
reducao na temperatura de transigao vitrea para essas amostras. O segundo evento
endotérmico também ocorre em temperatura menor sugerindo que ocorreu
deslocamento na temperatura de fusdo das estruturas organizadas.

O evento endotérmico observado pouco antes de 200,0 °C provavelmente
esta associado a degradagao do polimero.

A reticulagdo geralmente induz redugdo na entalpia de denaturagdo que é
atribuida a reducgéo das pontes de hidrogénio, que se quebram endotermicamente, e

ao aumento simultdneo na extensdo ligagdes covalentes, que se quebram
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exotermicamente (BIGI et al., 2002). Contudo tal comportamento nao foi observado
nas amostras estudadas.

Pouco antes de 300,0 °C, pode-se observar a ocorréncia de um evento
exotérmico em todas as amostras estudadas. Aproximadamente a 300,0 °C, nas
amostras MG e MR existe um evento endotérmico enquanto que nas amostras de
gelatina e de MO existem dois eventos endotérmicos. Nao foram encontrados dados
de literatura relatando tais eventos que chamam a ateng&o por apresentarem
comportamentos diferentes entre as amostras reticuladas e as amostras de matéria-
prima e microesferas nao reticuladas sugerindo que ocorreram alteragées estruturais

devido a reticulagao.

5.8 Dispersoes utilizadas para avaliagao de aplicabilidade

As dispersdes utilizadas para avaliagao de aplicabilidade foram preparadas
somente com excipientes oleosos a fim de evitar o efeito de intumescimento em
meio aquoso das microesferas de gelatina e também para obter compatibilidade e
incorporacao 6timas dos filtros quimicos escolhidos para avaliar a fotoprotecao.

Levando-se em consideragao a quantidade de RUT utilizada para realizar o
processo de reticulagdo conforme descrito no item 5.1 (0,12 g rutina/g gelatina) e a
quantidade de 5,0 % p/p de microesferas adicionadas nas preparacdes, a
quantidade estimada de RUT em cada disperséao foi de 0,6%.

O aspecto das dispersdes variou de branco leitoso a tons de amarelo e
marrom. Essa variagdo se deu em fungdo da coloragado individual dos materiais
utilizados em cada preparacéo.

As dispersdes contendo gelatina (B,G,L,Q) apresentaram-se com coloragéo
amarela-clara e textura grosseira provavelmente devido ao tamanho de particula de
observado para a gelatina (Tabela 7).

As dispersdes contendo microesferas de gelatina néo reticuladas (C,H,M,R)
apresentaram coloragao parecida com a das dispersdes contendo gelatina.

O aspecto das dispersdes pode ser observado na Figura 26.
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Figura 26: Dispersdes utilizadas para avaliacdo de aplicabilidade.

Legenda:

A B C D E F G H I J K L M N OP QR S T
OM x x X X X X X X X X X X X X X X X X X X
c® X X X X X X X X X X X X X X X x x x x x
Gel - X - - - - X - - - - X - - - - X - - -
MO - - X - - - - X - - - - X - - - - X - -
MG - - - X - - - - X - - - - X - - - X -
MR - - - - X - - - - X - - - - X - - - - X
BZ3 - - - - - X X X X X - - - - - X X X X X
OCT - - - - - - - - - - X X X X X X X X X x

A a T: dispersées; OM: Oleo mineral; C®: Crodabase® SQ; Gel: gelatina; MO: microesferas de gelatina
nao reticuladas; MG: microesferas de gelatina reticuladas com GTA; MR: microesferas de gelatina
reticuladas com RUT; BZ3:benzofenona-3; OCT:Octilmetoxicinamato; (x): presencga; (-): auséncia; As
concentragbes dos materiais estdo descritas na Tabela 1.
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As dispersbes contendo microesferas de gelatina reticuladas com
glutaraldeido (D,I,N,S) apresentaram coloragdo amarronzada que foi mais clara nas
preparag¢des contendo BZ3 (I,S) provavelmente devido a coloragao amarelada desta
substancia, conforme apresentado na Figura 27, que pode ter diluido a coloragéo

original da microesfera de gelatina reticulada com GTA (Figura 10c).

Figura 27: Fotografia mostrando aspecto de BZ3

As dispersdes contendo microesferas de gelatina reticuladas com RUT
(E,J,0,T) apresentaram coloracdo amarelada que foi mais clara nas preparacdes
contendo BZ3 (J,T) provavelmente pelo mesmo motivo anteriormente descrito para
as dispersdes contendo microesferas de gelatina reticuladas com GTA.

Em relacéo a textura, todas as dispersdes contendo microesferas de gelatina
apresentam textura mais suave do que a observada para as dispersdes contendo

gelatina.

5.9 Atividade fotoprotetora in vitro: FPS e protegao frente a radiagdao UVA

A espectrofotometria de refletancia com esfera de integracéao foi utilizada para
a avaliacdo da eficacia in vitro frente a protecdo UVA e UVB das dispersdes
apresentadas no item 5.8.

O valor do FPS para as dipersdes contendo gelatina (B), microesferas nao
reticuladas (C) ou reticuladas (D, E) foi igual ao da dispersao base (A) e teve valor
proximo de 1,0, ou seja, ausente de eficacia anti-UVB conforme apresentado na
Tabela 9.
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Tabela 9: Eficacia fotoprotetora in vitro de dispersdes contendo gelatina,
microesferas de gelatina ndo reticuladas ou reticuladas com GTA ou RUT, filtros
solares isolados ou combinados. Os valores sdo expressos em meédia * desvio
padrdao de trés amostras um lote de gelatina e de trés réplicas de trés lotes
diferentes das microesferas de gelatina nao reticuladas ou reticuladas com GTA ou
RUT

Dispersao FPS médio Ac (nm) Razao UVA/UVB

(sem irradiacao)

A 1,02+ 0,1 378,6°+9,6 0,8%+0,2
B 1,1%+0,2 383,07+ 10,0 0,8%+0,3
c 1,02+ 0,0 377,57+ 20,0 0,8%+0,4
D 1,02+ 0,0 386,0°+ 6,6 0,8%+0,3
E 1,02+0,0 374,6°+ 124 0,6%+0,2
F 28°+0,3 354,7°+1,2 0,5°+0,0
G 41°+0,5 354,5°+ 1,9 0,5°+0,0
H 3,7°°+0,3 356,1°+ 1,7 0,5°+0,0
I 3,3°°+0,3 354,9° + 0,5 0,5°+0,0
J 3,8°°+0,5 356,3° 0,7 0,5°+0,0
K 6,4%+0,4 32839422 0,1+0,0
L 8,4°+1,0 327,39+29 0,1+0,0
M 6,8%°+0,6 328,7%+3,4 0,1+0,0
N 7.7%°+0,3 327,6%+2,1 0,1+0,0
o 7,3%°+0,8 328,09+ 37 0,19+0,0
P 10,17+ 4,1 351,3"£1,7 0,3"+0,0
Q 16,2"+3,4 350,0"+ 1,1 0,3"+0,0
R 10,7+ 1,1 350,7"+0,2 0,3"+0,0
S 11,07+ 2,1 3512"+1,2 0,3'£0,0
T 124" +1.4 350,97+ 0,9 0,4"+0,0

Legenda: FPS: Fator de protecao solar; Ac: comprimento de onda critico
Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes de acordo

com o teste ANOVA seguido de Tukey.

As proporgdes (% p/p) utilizadas de BZ3 e OCT nas dispersdes para
avaliagcado de aplicabilidade representaram a concentracdo maxima permitida pelo
FDA (ESTADOS UNIDOS, 2012), que é de 6,0% e 7,5%, respectivamente. Para as
microesferas, foi utilizada 5,0 % que representa 1/5 da quantidade maxima permitida

para filtros fisicos (didxido de titanio e 6xido de zinco) que é de 25,0 %.
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Segundo o FDA, é permitida a combinagao dos filtros quimicos e fisicos filtros
selecionados neste estudo desde que a concentragdo maxima seja respeitada e que
o FPS do produto final seja maior do que o numero de filtros utilizados multiplicado
por 2. Deste modo, para as dispersdes contendo OCT ou BZ3 e gelatina ou
microesferas o FPS minimo seria de 4,0 e para as dispersdes contendo OCT, BZ3 e
microesferas o FPS minimo seria de 6,0.

Todas as dispersdes contendo OCT e gelatina ou microesferas atenderam o
requisito e apresentaram valores de FPS iguais ou superiores a 4,0 (gelatina,
dispersao L: FPS = 8,4 £ 1,0; microesferas nao reticuladas, dispersdo M: FPS = 6,8
* 0,6; microesferas reticuladas com GTA, dispersdo N: FPS = 7,7 + 0,3; microesferas
reticuladas com RUT, dispersdo O: FPS = 7,3 £+ 0,8). Porém, nas dispersdes
contendo BZ3 e gelatina ou microesferas, tal requisito foi atendido somente pela
dispersao contendo gelatina (dispersdo G: FPS =4,1 £ 0,5).

Do mesmo modo, todas as dispersdes contendo OCT, BZ3 e gelatina ou
microesferas atenderam o requisito e apresentaram valores de FPS iguais ou
superiores a 6,0 (gelatina, dispersdo Q: 16,2 + 3,4; microesferas néo reticuladas,
dispersao R: FPS = 10,7 = 1,1; microesferas reticuladas com GTA, dispersao S: FPS
= 11,0 £ 2,1; microesferas reticuladas com RUT, disperséo T: FPS = 12,4 £ 1,4).

As dispersdes contendo gelatina e BZ3 ou OCT (dispersdes G e L),
apresentaram valores de FPS estatisticamente maiores que os das dispersdes
contendo esses filtros isoladamente (dispersdes F e K) sugerindo que a gelatina na
condicao de matéria-prima quando combinada com os filtros apresenta absor¢ao na
regiao do UVB.

De acordo com a legislagado vigente no Brasil para protegdo solar (BRASIL,
2012b), segundo a designacdo de categoria de protecdo (DCP), as dispersdes
contendo OCT isolado ou combinado com BZ3 poderiam ser classificadas como
“baixa protecdo” por apresentarem FPS entre 6,0 e 14,9. Somente a dispersao
contendo OCT, BZ3 e gelatina poderia ser classificada como “média protegao” por
apresentar FPS entre 15,0 e 29,9.

Em relacdo ao Ac, somente os resultados obtidos para as dispersdes sem
filtros (dispersées A,B,C,D e E) apresentaram valores de Ac¢ superiores a 370 nm,
sugerindo agdo de amplo espectro. Contudo, os valores de FPS médio sdo de

aproximadamente 1,0 indicando baixa protecao frente a radiacido UVB.
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A razao UVA/UVB das dispersdes contendo OCT (dispersdes K, L, M, N e O) foi a menor entre todas as dispersdes e pode

ser explicada pela acdo UVB que ¢ atribuida a este filtro quimico.
As Figuras 28, 29, 30 e 31 apresentam os graficos de absorbéncia em fungdo do comprimento de onda das dispersdes sem

filtros (Figura 28), com BZ3 (Figura 29), com OCT (Figura 30) e com BZ3 e OCT (Figura 31).
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Figura 28: Perfil espectral das dispersdes sem filtro solar e com Gel, MO, MG ou MR (dispersées A,B,C,D,E)

Legenda: BZ3: benzofenona-3; Gel:gelatina;M0:microesferas de gelatina nao-reticuladas; MG: microesferas de gelatina reticuladas com GTA; MR:
microesferas de gelatina reticuladas com RUT




5. Resultados e Discussao

0,900 +

0,800

0,700

0,600

0,500

0,400

Absorbancia

0,300

0,200

0,100

0,000 T \ T \
290 310 330 350 370 390

Comprimento de onda (nm)

Bz3 —.-—Bz3_Gel  ---me- Bz3_MO — —-Bz3_ MG s Bz3_MR

Figura 29: Perfil espectral das dispersdes contendo BZ3 isolada ou combinada com Gel, MO, MG ou MR (dispersées F,G,H,l,J)

Legenda: Bz3: benzofenona-3; Gel:gelatina;M0:microesferas de gelatina ndo-reticuladas; MG: microesferas de gelatina reticuladas com GTA; MR:
microesferas de gelatina reticuladas com RUT
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Figura 30: Perfil espectral das dispersdes contendo OCT isolado ou combinado com Gel, MO, MG ou MR (dispersdes K,L,M,N,O)

Legenda: Oct: octilmetoxicinamato; Gel:gelatina; MO:microesferas de gelatina ndo-reticuladas; MG: microesferas de gelatina reticuladas com GTA; MR:
microesferas de gelatina reticuladas com RUT
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Figura 31: Perfil espectral das dispersdées contendo BZ3 e OCT isolados ou combinados com Gel, MO, MG ou MR (dispersdes

P,Q,R,S,T)

Legenda: BZ3: benzofenona-3; OCT: octilmetoxicinamato; Gel:gelatina; MO:microesferas de gelatina nao-reticuladas; MG: microesferas de gelatina
reticuladas com GTA; MR: microesferas de gelatina reticuladas com RUT
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As misturas sem filtros ndo apresentaram absorbancia (Figura 28), indicando
que a gelatina e as microparticulas isoladas ndo possuem acéao fotoprotetora.

Nas misturas contendo BZ3 e/ou OCT (Figuras 29, 30 e 31) observa-se que
nao ocorreram deslocamentos ou mudangas nos perfis dos picos em funcdo da
presenga da gelatina ou das microparticulas ndo reticuladas ou reticuladas com GTA
ou RUT.
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6. Consideragoes Finais

O desenvolvimento do método quantitativo para mensurar os agentes
reticulantes presentes no meio de reticulagdo e nos meios de lavagem das
microesferas, apos o término da reacado de reticulagdo, ndo fez parte do escopo
deste trabalho, contudo, seria um importante indicador da interagdo dos agentes
reticulantes com as microesferas de gelatina.

A avaliacdo da extensdo de reticulagdo por meio da observacao
microscopica do intumescimento foi um método simples, porém mostrou-se de dificil
execugao e reprodutibilidade. Demais métodos descritos para filmes ou géis de
gelatina poderiam ser avaliados e, posteriormente, otimizados, como alternativa.

A quantificacdo da extensdo de reticulagdo por meio da medicio
espectrofotométrica do derivado formado da reagcdo com o TNBS foi eficaz quando o
agente reticulante foi o GTA, mas ndo quando o agente reticulante foi a RUT. Deste
modo, outra técnica analitica, tal como a espectrofotometria derivada, poderia ser
opc¢ao de método analitico para quantificar tal reacao.

O efeito dos agentes reticulantes sobre as microefereas poderia ser
estudado com variagbes de processo, tais como a concentracdo dos agentes
reticulantes e o tempo de reagao de reticulagdo. Além disso, as microesferas de
gelatina poderiam ser estudadas como meios de incorporacéo de filtros quimicos,
visando reduzir efeito alergénico e fotodegradacao destes, no entanto, mantendo o

efeito fotoprotetor.
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7. Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos e em funcdo das condicoes
experimentais adotadas, tem-se por conclusoes:

e A obtengdo de microesferas de gelatina, utilizando o método por polimerizagao
em emulsao e extracdo com solvente, resultou em substancia na forma de pé fino
composto por particulas esféricas e com ampla distribuigdo granulométrica.

e O uso do meio de reticulagdo combinado de acetona e NaOH 0,01 M, por quatro
horas em temperatura ambiente (20°C a 25°C), resultou em pé fino e fluido, com
menor amplitude de distribuicdo granulométrica em relacdo as microesferas nao
reticuladas.

e O estudo das propriedades fisico-quimicas das microesferas nao reticuladas e
reticuladas com GTA ou com RUT indicou que o método de reticulagdo foi mais
eficaz quando o agente reticulante foi o GTA e sugeriu que a reticulagdo com
RUT ocorreu, no entanto, em extenséo inferior.

e O estudo da aplicabilidade em dispersdes oleosas contendo microesferas de
gelatina n&o reticuladas ou reticuladas com GTA ou RUT isoladas ou combinadas
com filtros quimicos, ja amplamente estudados e descritos para protecao UVA
elou protecao UVB, sugeriu que as microesferas, na concentracéo de 5,0% p/p
nao reticuladas ou reticuladas com GTA ou RUT, ndo apresentaram efeito
fotoprotetor classico (efeito quimico ou fisico), quando isoladas, e né&o
apresentaram efeito sinérgico quando associadas aos filtros solares.
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