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Neste trabalho foram realizados estudos de proddeduarticulas a base de polimero
do tipo biodegradavel, poli(3-hidroxibutirato-cdairoxivalerato) (PHBV), carregadas de
esterdides para uso veterinario (progesterona eaxipdogesterona), que venha contribuir para
a administracdo controlada de esterdides aplicattass@minacdo Artificial em Tempo Fixo
(IATF) de bovinos. Foram produzidas particulas estakas de micro e nandmetros utilizando
diferentes técnicas a baixas e altas pressfes cemotsdo simples do tipo convencional,
precipitacdo em Fluido Supercritico (FSC) via SAsupgrcritico anti-solvente), emulséo
convencional com extracdo do solvente por FSapédrcritical fluid extraction of emulsion
SFEE) e uma nova técnica promovendo a formacaonte emulsdo seguida de extracdo do
solvente por FSC em Unica etapa. Um estudo da deddg massa molecular do PHBV foi
realizado como intuito de avaliar a influéncia dassa viscosimétrica sobre o tamanho das
particulas. As particulas obtidas foram caractdagaem termos de tamanho e aspectos
morfolégicos e um estudo inicial do carregaments oleesmas com esteroides foi realizado
utilizando dois diferentes métodos com o objetieoagtaliar a melhor condicdo em termos de
eficiéncia de encapsulamento e tempo de sustentdgaaroga a ser liberada. Estudos
experimentais das curvas de liberacdo dos esteréateegados nas particulas de PHBV foram
realizados por meio de um sistenmaVitro” e avaliadas por um modelo matematico com ajustes

em termos de cinética de primeira e segunda ordem.

Palavras chaves:PHBV, IATF, SAS, SFEE, esterdides, micro particulaano particulas,
emulsao simples.
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In this work were conducted studies about produactb particles the base of poly(3-
hydroxybutirate-co-3-hydroxivalerate) (PHBV) biodadable polymer loaded of steroids
(progesterone and medroxyprogesterone) to vetamarse to contribute for steroids control
release at Fixed Time Artificial Insemination (F)Aovine. Particles at scale of micro and
nanometers were produced using different technicatehigh and low pressure how to:
conventional single emulsion, supercritical antiveat precipitation process (SAS), supercritical
fluid extraction of emulsion process (SFEE) and eavrntechnique to promote a emulsion
followed by supercritical extraction of solvent imique time. Studies of PHBV molecular
weight reduction was conducted with objective adleate the polymer viscosimetric mass and
the particles size. The particles obtained wereattarized in terms of size and morphological
aspects. An initial study of loading of steroidstire PHBV particles was conducted in two
different methods with objective of to evaluate thest condition in terms of encapsulation
efficiency and time of drug release. The experirakestudies of release curve of steroids loaded
in PHBV particles were conducted by in vitro systand evaluated via mathematical model

with adjust in kinetics of first and second order.

Keywords: PHBV, FTAI, Steroids, SAS, SFEE, microparticlesnojparticles, single
emulsion.
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1. INTRODUCAO

Inimeras pesquisas tem se destacado no ambitpaaiuedo de bovinos em busca de
melhores condi¢cdes que promovam o0 aumento do remdindo rebanho em menores periodos
de tempo. Vérias técnicas direcionadas a InsenminActficial (IA) estdo sendo estudadas e
mostram em bons resultados que a sincronizaca@nies\animais em um mesmo periodo de
tempo pode ser obtida a partir do uso de esterdi@endo assim, varios estudos estdo sendo
direcionados ao desenvolvimento de protocolos denfimacao Artificial em Tempo Fixo
(IATF).

A inducgéo de estros e a sincronizagéo da ovulagé @ uso da IATF s&o alternativas
descritas para a busca de aumento de produtivefadastemas de producéo de bovinos de corte
(Gottschalet al.,2012). O uso da IATF em rebanhos de vacas de ossilflita que as vacas
sejam inseminadas e se tornem gestantes no irdodstd¢do de monta, diminuindo com isto o
periodo de servico e aumentando a eficiéncia repir@ddo rebanho (Meneghett al.,2009).

Para isto, os programas de inducéo e sincronizagastros sdo métodos que precisam
apresentar repetibilidade e ser minimamente depéegledo ambiente, isto possibilita que
elevadas taxas de prenhes (numeros de vacas pramhaeso de vacas sincronizadas) sejam
obtidas em diferentes locais e situacdes, e quaertwmr a necessidade de observagédo do estro,
mais atrativos se torna os programas de IA (Sigetial.,2008).

Os protocolos de IATF sao feitos a base de indstdesovulagcéo, e os mais utilizados
em bovinos sdo o benzoato de estradiol (BE), o éoionliberador de gonodotrofinas (GnRH)
(Sigueiraet al.,2008), a progesterona e seus derivados. A progester seus analogos tém sido
usados em protocolos de sincronizacao ha varics @nuide 1990).

A contracepcdo hormonal pode ser alcancada utilzaanto métodos combinados
(estrégenos + progesterona) quanto aquele contgpeloas progesterona. Os contraceptivos a
base de progesterona sdao administrados sob dderfarmas: via oral, intradérmica, injetavel e
intra-uterina (Rathkeet al., 2001). O principal objetivo dos contraceptivos rhonais é a
producao de ciclos reprodutivos femininos anovuies) ou seja, sem ovulagcédo. Este objetivo é
atingido por meio de estrogénio, com ou sem pregasd, presente nos contraceptivos
hormonais que age no hipotalamo e na hipodfise)teeslo na inibicdo de secrecdo do GnRH,
consequentemente do FSH e do LH, essenciais paracgura a ovulagéo (Gottschall, 2012).

A progesterona (P4) e seus analogos tém sido usadpsotocolos de sincronizacédo ha
varios anos (Odde, 1990). P4 é um hormdnio estreidtetizado a partir do colesterol e € um
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importante intermediario para formacéo do cortigalpregnolona, estrégenos e testosterona. P4
induz mudancas clinicas no endométrio que perméemplantacdo do 6vulo fertilizado. P4 é
também responséavel pela manutencao do Utero duaagravidez, supressao das concentracoes
uterinas até o periodo do parto e preparo paretacko. A medicdo dos niveis de P4 é Util para a
deteccdo de insuficiéncia luteal em fases inicdasgravidez, para monitorar mulheres em
terapia de reposicdo e prevencdo de problemas sas ¢ deficiéncia hormonal, incluindo
osteoporose e doengas do coracao (Santals,2004).

O P4 possui alguns derivados de grande interegseopaontrole hormonal, como o
acetato de medroxiprogesterona (AMP) (acetato dehidfoxi-6a-metilprogesterona). O AMP &
extremamente usado na ciéncia da ginecologia etolbst também uma molécula complicada,
no qual contém trés diferentes grupos carbonilctaho grupo carbonil C3 da,p-cetona
insaturada, grupo carbonil C20 da cetona saturagia@o carbonil C23 de ester (Shi & Fan,
2012). O AMP tem propriedades de agonizar o receggoprogesterona no endométrio, mas
exerce efeitos antagonistas dos receptores degtengea em células endoteliais e do muasculo
liso vascular. Por outro lado, este se liga a mtige de outros receptores de esterdides tais
como receptores de glucorticoides e receptorestdegénio (Odeningt al.,2012).

O AMP €& uma molécula progestinica sintética (estalinente relacionado ao
hormonio progesterona endégeno) que demonstrowipessias acdes farmacoldgicas sobre o
sistema enddcrino, como: inibicdo das gonadotrsfpituitarias (FSH e LH, por mecanismo de
feedbackem nivel hipotalamo-hipofisario); diminuicdo doiweis sanglineos de ACTH e de
hidrocortisona; diminuicdo da testosterona circi@armdiminuicdo dos niveis de estrogénio
circulante (como resultado da inibicdo de FSH eugdd enzimética de redutase hepética,
resultando em aumento ddearancede testosterona e consequente reducdo de conwgsao
androgénios para estrogénios). Autores em algwsasagportam que exogeno da progesterona
(AMP) tem diferentes efeitos significantes daquedaddgenos da progesterona, e especulam
que o AMP pode ter um efeito diferente na repodedo cardiaca do que a progesterona
endogena (Skinneat al, 2012).

O AMP na dose recomendada, administrado por viaoorparenteral, a mulheres com
estrogénio endogeno adequado, transforma o endorpédtiferativo em secretdrio. Notam-se
efeitos androgénicos e anabdlicos, mas o farmaaentemente livre de atividade estrogénica
significativa. Quando o acetato de medroxiprogesg®© administrado parenteralmente, ocorre
inibicdo da producdo de gonadotrofina, que por wema previne a maturacdo folicular e
ovulacdo; dados disponiveis indicam que isto naorrecquando a dose oral geralmente

7

recomendada é administrada em doses Unicas di&@de ser usada no tratamento de
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endometriose, e também é usada topicamente, mongato da diminuicdo de lubrificacdo das
paredes da vagina.

Varios métodos de liberacdo de P4 e progestdgénositlo usados incluindo inje¢cdes
(Zimbelman et al., 1952 Whismantet al., 2002), administracdo oral, implantes auriculares
(GonzalesPadilhaet al., 1975) e intravaginais (Macmillaat al., 1991, Pimentel2006). Os
intravaginais, na sua maioria, s&o compostos de estratura de nylon, recobertos com uma
membrana de elastdmero de silicone inerte impregead progesterona. Estes materiais sao
biocompativeis, mas ndo sédo biodegradaveis e aameo$ custos dos protocolos de IATF
(Pimente) 2006). Além do mais, a liberagcdo do medicamentoat@ore de maneira sustentada,
mantendo doses que, em alguns momentos, podernugermais altas do que as necessarias.

Atualmente, uma variedade de estudos relacionaaldescarte de solidos sobre o meio
ambiente vem sendo realizado. Os plasticos obtid@smateriais poliméricos sintéticos
(derivados de petrdleo) sdo inerentemente muitsteeses ao ataque da natureza. O maior
grupo de polimeros utilizados em embalagens e ragtelesta natureza sédo as poliolefinas, que
devido sua resisténcia a peroxidagéo, dgua e mganismos, sao duraveis durante o uso (Scott,
2001). Para amenizar os efeitos decorrentes dadeismateriais poliméricos convencionais,
novos polimeros de carater biodegradavel estdcosgesenvolvidos em funcdo de aplicacdes
que necessitam do material por periodo de tempardetado, como sistemas de liberagdo de
medicamento por exemplo.

A biodegradacédo é um processo pelo qual microcsgass como bactérias, fungos ou
algas convertem os materiais em dioxido de carbémgea e biomassa. Segundo a ISO 472, “um
polimero biodegradavel é aquele que sofre mudagmmasua estrutura quimica na presenca de
microorganismos, gerando materiais com propriedallgmtas que podem ser medidas por
testes padronizados apropriados” (Pellicano, 2008).

Dentre uma gama de novos polimeros pode-se destacpaoli(hidroxi alcanoatos)
(PHA’s). PHA's pertence a familia dos poliesteraturais lineares de acidos hidroxialcanoicos.
Eles sédo produzidos por uma variedade de diferdipies de bactérias como uma fonte de
energia quando seus nutrientes sdo limitados.élstomazanado pela fermentacdo de acucares,
lipideos e outros grupos funcionais (Akaraoretel., 2010).

Ao contrario de polimeros sintéticos usados comb(lfido lactio), PHA’'s sdo
sustentéveis. Assim, sua adaptacéo favoreceré&esarpacao de reservas minerais de. Os PHA’s
ndo sao apenas ambientalmente amigaveis, mas d&lestanbém biodegradaveis e

biocompativeis. Através da extracdo de células ebaclas eles demostram qualidades
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elastomericos e termoplasticos comparavel a prdgadies favoraveis de plasticas sintéticos
derivados de petréleo assim como polipropileno (&al.,2010).

A estrutura do PHA (Figura 1.1) € ideal para aglies na engenharia biomédica. Esta
€ uma ampla familia com mais de 100 tipos difeeeme qual sdo derivados de uma vasta
ondem de diferentes monomeros. Isto € devido odatque todas as unidades mononuméricas
sdo estereoespecificas e na configuracdo-R € pmrtam bom material de partida. O grupo
carboxil de um dos mondmeros forma uma ligacdoa esten o grupo hidroxil do monémero
adjacente, entdo criando o monémero acido 3-higraxos; estes sdo o blocos de construcdo do
PHA (Horowitzet al.,1999).

Z
i

1
1P

)

Figura 1.1 — Férmula estrutural geral dos PHA’s. Adaptado(Beccacciniet al,
2007).

Existem varios copolimeros derivados do PHA, imdoi Poli(hidroxibutirato) (PHB),
PHBV, copolimero do poli(3-hidroxibitirato) (P4HBpoli(3-hidroxihexanoato)(PHBHHX), e
poli(3-hidroxihexanoato) (PHO).

O homopolimero PHB (Figura 1.2) é um polimero tesig e quebradi¢co. O polimero
menos resistente tem mais perspectiva como um beoisla Nos anos recentes, PHA, PHB e
outros copolimeros sdo largamente usados na &pticate dispositivos biomédicos e
biomateriais, tais como placas 0sseas, suturageseparafusos e grampos, pinos ortopédicos,

dispositivos de regeneracédo e demais varias apksaSabiet al, 2009).
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Figura 1.2 —Formula estrutural do poli(hidroxibutirato) PHB.
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O PHBV é um copolimero termoplastico semicristalmadegradavel e biocompativel
produzido por fermentacdo bacteriana, de cade&aditom maior proporcdo de segmentes
hidroxibutiratos (HB) e segmentos hidroxivaleratéVf. O aumento na quantidade de HV
diminui o ponto de fusdo, permitindo menores tempeas de processamento, superando a
baixa estabilidade térmica do homopolimero PHBIi@&lo, 2008). PHBV € um material com
propriedades adequadas para a adesédo e crescicerito com caracteristicas controladas de
degradacéo e adequado para o projeto de estrujueapode ser usado frequentemente para a
reconstrucdo de tecidos como nervos devido a lemglisle axdnios na orientacdo regular
(Biazaret al, 2010). A biodegradabilidade do polimero oferegaoasibilidade de aplicacbes
biomédicas, incluindo a liberacdo controlada dentageterapéuticos de drogas (Voloetaal.
2003).

As propriedades mecanicas e cristalinas do PHBV empodmudar com o
aperfeicoamento do percentual ou relacdo dos regpecmonomeros. Sofre erosao de
superfpicie por clivagem hidrolitica das ligacoes @steres. A degradacdo do copolimeros por
processo de multiestagio no qual grande parte diagk peso molecular ocorre antes da perda

de massa consideravel (Sadtial.,2009).

X AL
]

— —r— 3 —

Figura 1.3 —Estrutura quimica do PHBV (Biazat al, 2010).

O campo de aplicacao para o PHBV abrange embalggeasdefensivos e produtos
agricolas, capsula de farmacos com liberacdo dadapfiimes para embalagens de alimentos e
produtos injetados, tais como: brinquedos, materiescolares e produtos de limpezas
descartaveis. Estes produtos biodegradaveis supants de 4 anos em prateleiras e armarios, e
degradam em menos de 6 meses em ambientes ricosi@morganismos, como aterros

sanitarios (Pellicano, 2008).
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Dispositivos intravaginais de P4 confeccionadosidinpde biopolimeros como o PHB-
V e poli€-caprolactona) (PCL) demonstraram liberar quangdaskmelhantes deste hormonio,
guando comparados aos dispositivos de siliconediiteh 2006) e sao igualmente eficientes em
programas de IATF (Braga, 2008) e (Transferénci&mérides em Tempo Fixo) TETF (Pardo,
2008).

Varios métodos de liberacdo de P4 e progestdgénositlo usados incluindo injecdes
(Zimbelmanet al., 1952, Whisnantet al., 2002), administragdo oral, implantes auriculares
(Gonzales-Padilh&t al., 1975) e intravaginais (Macmillaet al.1991 e Pimentel, 2006). Os
intravaginais, na sua maioria, s&o compostos de estratura de nylon, recobertos com uma
membrana de elastdbmero de silicone inerte impregneoim P4. Estes materiais sao
biocompativeis, mas ndo sdo biodegradaveis e aameo$ custos dos protocolos de IATF
(Pimentel, 2006). Além do mais, a liberacdo do wediento ndo ocorre de maneira sustentada,
mantendo doses que, em alguns momentos, podemuger mais altas do que as necessarias.
Entretanto, uma simples injecdo de nanoparticll#s) ou micro particulas (MPs) de P4
carregadas em polimeros biodegradaveis podem parem de proporcionar niveis adequados
deste hormonio, suficientes para sincronizar aapéd ou inducdo da puberdade em novilhas
(Whisnantet al.,2002). Usando NPs, com tamanho controlado, é pessivmentar o periodo de
biodisponibilidade do principio ativo, tempo de atmilizacdo, diminuir a dosagem terapéutica
ou ainda modificar o sistema de distribuicdo den&os intra-corpéreo.

A partir desses resultados favoraveis, a confedgdmmplantes com biopolimeros em
MPs ou NPs hormonais vem sendo pesquisada comeayfeeqgliéncia. Com esta aplicacao, a
biodisponibilidade do principio ativo é aumentaakssim como o periodo de acdo do farmaco no
organismo do animal. O transporte de farmacos pdoxal de acdo é considerado o aspecto
mais importante, e para que este consiga liberardose eficaz do farmaco no local de acao séo
necessarios veiculos adequados. Particulas na ardemmmétrica sdo veiculos atraentes para
fins de liberagéo de substancias ativas de intengss apresentarem facilidade na liberagéo de
macromoléculas aprisionadas via mecanismo de difagéiosa. As NPs apresentam aplica¢cfes
potenciais na administracdo de substancias teliap8uwom o objetivo de aumentar a eficiéncia
do transporte de farmacos e melhorar os perfisitdgacdo (Kumar, 2000). Nesse aspecto,
microesferas biodegradaveis tém sido amplamentsiigadas como sistemas de liberagdo de
compostos bioativos, tais como agentes terapéudiedsixa massa molar ou macromoleculares,
antigenos e DNA (Embletast al.,2002).

O perfil e 0 mecanismo de liberagcdo do farmaco nidgm também da natureza do

polimero e também das propriedades fisico-quimizasubstancia nele incorporada. Alguns
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polimeros sdo menos sensiveis as condicdes empeegad processos de preparacdo, 0 que
pode ser devido a sua composi¢do quimica, a susammaglar e a sua cristalinidade (Rieatx

al., 2006). No entanto, o desenvolvimento de sistemadebradaveis requer o controle de um
maior numero de variaveis ja que a cinética de adkgpdo do polimeroin vivo, deve
permanecer constante para que seja obtida umad#mercontrolada da substancia. Portanto,
fatores como o pH e a temperatura, que podem pramawi aumento ou uma redugcédo na
velocidade de degradacéo do sistema, devem seadnsldurante o desenvolvimento (Dask e
Cudworth, 1998).

O tamanho das particulas, bem como sua distribuiedamanhos, é o fator chave para
0 uso de diferentes materiais organicos e inorganiereqientemente, tais propriedades tém que
ser modificadas, para subsequente uso destes amtétortanto, operagdes de cominuicdo e
recristalizacdo sao realizadas em larga escaladastrias farmacéuticas, veterinarias, quimicas
e de polimeros entre outras (Gallagbieal., 1989).

A producdo de particulas submicrométricas, sejars BIP nano capsulas, tem sido
amplamente estudada por diversos autores, poiseayiaen caracteristicas interessantes para o
uso em sistemas de liberagcdo controlada de farmd&twosse tratando particularmente de
microesferas de PHBYV, neste é dificil conseguir udgda liberacdo do farmaco devido a
estabilidade hidrolitica deste polimero. Em coraraga, processos que possibilitem um
controle sobre a porosidade deste material saacyarinente atraentes, permitindo liberar o
principio ativo encapsulado de acordo com o nuntaroanho, profundidade e tortuosidade dos
poros do polimero (Weiss-Angelet al., 2008). Contudo, o processo de preparacdo de NPs
devera ser simples, continuo e eficiente; viavalaplarga escala; aceito por autoridades
regulatérias; e permitir quantidades flexiveis @@nfaco nelas impregnadas.

Atualmente diversas técnicas tém sido abordadas @grroducdo de particulas em
escala micro e nanométrica para uso de liberacsterdada de farmacos. Existem os métodos
que requer uma reacdo de polimerizagdo ou aquemsjwe se utiliza diretamente uma
macromolécula ou um polimero pré-formado. Os métadais abordados sdo emulsificacéo e
evaporacdo de solvente, emulsificacado/difusdo deersi®, nanoprecipitacacalting-out e
polimerizacao interfacial i situ” (Gaspari, 2006). Muitas destas técnicas sdo emted
estratégias para producdo MPs e NPs, no entaaficacdo da maioria delas envolve o uso de
solventes orgéanicos que precisam ser removidosidagamente no final do processo, pois caso
a remocao do solvente ndo seja efetuada de formataoa qualidade morfologica e a

polidispersidade das particulas podem ser comprdaset
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Novas técnicas de producao de MPs, NPs e siste@iaeiais tém sido desenvolvidas
com o proposito de amenizar os problemas atuaitécAica de FSC utilizando diéxido de
carbono tem se mostrado adequada a producdo de, nsigbmicro e NPs de polimeros
biodegradaveis, sejam elas carregadas ou ndordaddr A aplicacédo da tecnologia supercritica,
usando o dioxido de carbono como anti-solventeméptocesso que tem sido proposto como
alternativa interessante para producdo de MPs ecliPegadoras de farmacos. Este processo
tem se destacado, uma vez que confere qualidade®dato, tais como: tamanho de particulas
submicroscopicas, com distribuicdo de tamanhosraadia, morfologia homogénea, alta
eficiéncia de encapsulamento da droga na matrianpdta e produtos isentos de tracos de
solventes, entre outros (Thies e Muller, 1998).

A vantagem do uso do dioxido de carbono como aftieste € a possibilidade de
processar uma quantidade maior de soluto. O usenddluido anti-solvente compressivel é
vantajoso, quando comparado com a utilizacédo desalventes liquidos, por causa da facilidade
da recuperacdo do solvente e anti-solvente, secagepurificacdo do precipitado e rapidas
taxas de transferéncia de massa entre o solvenéae-solvente (Dixon, 1993).

Apesar de alguns processos utilizarem solventeanargs e, portanto, requererem uma
etapa de secagem do precipitado, técnicas de secediigando fluidos no estado supercritico é
extremamente vantajosa. Como o solvente liquidolével no FSC, ndo existe a interface
liguido vapor durante a retirada do solvente. Assimforcas de capilaridade ou de superficie
sdo bem menores, o0 que possibilita a remocao dergel preservando a estrutura do material

precipitado (Srinivasan e Elliot, 1992).
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2. CONSIDERACOES GERAIS

Levando em consideracdo o interesse pela melhasa pidotocolos de IATF e o
desenvolvimento de novos sistemas que oferecamountnote sustentavel para a administracéo
de esterdides em funcéo da determinacdo do pedmd@®m em bovinos, este trabalho tem como
objetivo conduzir um estudo aprofundado sobre tésnde producdo de micro e NPs de PHBV
carregadas de esterdides para fins de promoverisitems de liberagdo modificada que possa
contribuir para o desenvolvimento de novos prowxale IATF. NPs apresentam algumas
propriedades superiores aos compositos tradiciatdizando baixos teores de carga devido as
caracteristicas do reforco em escala nanométrica.

Deste modo serédo abordados nos proximos capitsiodas e metodologias que visam
a obtencdo de sistemas matriciais em escalas reiananométrica a partir de técnicas de
producéo de particulas a baixas e altas pressdes.

No capitulo Il sdo realizados estudos de caraaedio dos principais materiais
utilizados em todas as etapas experimentais, tpodmbjetivo 0 conhecimento de aspectos
individuais dos componentes como, analise termagetvica, estudos de calorimetria, analise
de ressonancia magnética, entre outros estudaded@mcia fundamental para a obtencao de um
processo ou produto em particular.

No capitulo IV parte experimental)lfoi feito um estudo do comportamento de fases
dos principais sistemas ternarios envolvendo, @Osolvente organico + soluto para o
conhecimento das principais condicbes em termoprelgsao, temperatura e composicdo que
conduzam a obtencéo de sistemas particulados edicées supercriticas.

No capitulo V parte experimental )] € abordada uma breve revisdo no conceito de
producao de particulas por meio de FSC, e posteeioie sdo produzidas micro e nanoparticulas
(M-NPs) de PHBV a partir do sistema ternario ;COdiclorometano + PHBV utilizando o
método SAS (supercritico anti-solvente).

No capitulo VI parte experimental I)lsdo discutidos estudos de formacéo de emulsao
como base para a producdo de M-NPs de PHBV a mhrtemulsdo simples em diferentes
condicoes.

No capitulo VII parte experimental IVs&o revisados alguns conceitos envolvendo
producdo de emulséo convencional e extracdo derdely organicos por meio de FSC como
base para o desenvolvimento de um sistema que peoraoformacdo instantdnea de uma
emulsdo seguida de extracdo do solvente por meBDdBC em uma Unica etapa de producéo.
Giufrida, 2013 29



Capitulo 1l

No capitulo VIII parte experimental Mprimeiramente é feito um estudo da reducao da
massa molecular do PHBV em diferentes valores eéndlu&ncia direta na ordem dos tamanhos
de particulas, e posteriormente sdo produzidasddPHBY com diferentes pesos moleculares a
partir da técnica de extracdo da emulsdo por FSEHKES- do inglés:Supercritical Fluid
Extraction of Emulsion

Por fim no capitulo IX garte experimental Yls&@o realizados estudos iniciais de
carregamento e liberacdo de esterodides a patinss constituidos de M-NPs de PHBV. Dois
diferentes métodos de carregamento sédo apresemaaistificados com estudos de eficiéncia de
carregamento e encapsulamento seguidos da avatiagd@mportamento da curva de liberacdo
dos esterdides em um sistenmaVitro”.

Para melhor compreensdo do desenvolvimento dolligbabaixo € apresentado um
fluxograma descritivo das etapas experimentaiedeabalho.

SAS

Emulsao Simples

Emulsao vs FSC
Emulsao => FSC

Figura 2.1 - Fluxograma descritivo.
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3. ANALISE, CARACTERIZACAO E PURIFICACAO DOS MATERIAIS

UTILIZADOS

3.1. INTRODUCAO

E crescente o interesse pela area de andlise etes@raciio de materiais devido a
necessidade de selecdo adequada do material baseatksempenho do sistema em estudo.
Dependendo das solicitagbes a que este materialstema serd submetido, a caracterizacéo
podera abranger a avaliacdo de propriedades masaretétricas, bioatividade, eletrénicas,
magneéticas, oOpticas, quimicas, térmicas, etc. Aactarizacdo visa também estimar o
desempenho no periodo de vida util do material, bemo a possibilidade de degradacédo e
falhas indesejaveis durante a utilizacdo do prodd# acordo com a Optica da Engenharia e
Ciéncia dos Materiais podemos conceituar a definiigficaracterizagdo como:

“A caracterizacdo descreve o0s aspectos de composi@dcluindo defeitos) dos
materiais, dentro de um contexto de relevancia paraprocesso, produto ou propriedade em
particular”.

Tendo em vista a importancia da caracterizacaainalglos componentes utilizados
neste trabalho foram submetidos a andlises comjativab de obter aspectos morfologicos,
propriedades térmicas como temperatura de fusd@p @mperatura de transigcao vitreg)(€
grau de cristalinidade, perfil de degradacdo téampeso molecular e tracos residuais, e de
acordo com o a necessidade alguns materiais faramegidos a um processo de purificagcao por
apresentarem aspectos de impurezas. Sendo assam fogalizadas analises de DSC
(Calorimetria Diferencial de Varredura)) RMNH (Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio), FTIR (Espectroscopia de Infravermelfimansformada de Fourier), GPC
(Cromatografia Permeével em Gel) e TGA (andlismogravimeétrica).

3.2. MATERIAIS

Neste capitulo apresentaremos todos os materidiadids neste trabalho, seguido de
suas respectivas origens e procedéncias e quaeprasentes nos proximos capitulos.

Nas etapas em que os estudos foram realizadosastd Ba Universidade Estadual de
Maringa - UEM, os materiais utilizados foram: Orolfdrmio (CHCE) (cas n° 67-66-3, 99,8%),
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etanol (cas n° 64-17-5, 99,9%), hexano (cas n%G#18- 99,9%) e diclorometano (DCM) (cas n°
75-09-2, 99,5%), obtidos de Vetec Quimica FinaasBy Dioxido de Carbono (cas n° 124-38-9,
99,9%) em fase liquida foi obtido de White Martifraxair Inc - Brasil, PHBV FE-113 (99,0%)
foi gentilmente doado por PHB Industrial S.A. - 8llaProgesterona foi gentiimente doado por
Genix Indastria Farmacéutica LTDA — Brasil, PolinlfiAlcool - PVA (cas n® 9002-89-5, 87-
90%) hidrolisado (Mw: 30.000 a 70.000) foi adquiride Sigma-aldrich® - EUA, Acetato de
Medroxiprogesterona Micro BP/USP (cas n°® 71-5844, 314,47) foi gentilmente doado por
DEG (Quimicos Importados — Brasil), e membranagdidéises (corte 12.000) adquirido de
Sigma-aldrich® - EUA importados para o Brasil. ©fdrmio Delterado (CDC}.— cas n° 865-
49-6, 99,8% +0,005% TMS) — Cambridge Isotope Latooies, Inc — USA.

Nos estudos realizados nos EUA na Wayne State téiye- WSU, alguns materiais
foram levados do Brasil, como PHBV FE - 113, Prtgyrema e Medroxiprogesterona, e 0s
demais materiais foram: PVA - Sigma-aldrich® - EU}clorometano (cas n°® 75-09-2, 99,5%)
e Etanol (cas n°® 64-17-5, 99,5%) foram adquiridd&EMD Quimicos — EUA. Cloroférmio (cas
n° 67-66-3, 99,8%) e Acido Cloridrico (7647-01-06,%-38,0%) foram adquiridos de
Mallinckrodt Quimicos — EUA. Hexano (cas n° 110&%499.8%) foi adquirido de Fisher
Quimicos - EUA. Diéxido de Carbono (cas n°® 124-38%99%) foi adquirido de (Praxair, Inc.
Danbury - EUA). Agua deionizada (NANOpurell: Bawetl), com resistividade de 18, ZMm
! foi usada nos experimentos.

Os materiais adquiridos com certificado de graypuleza ndo necessitaram passar por

processo de purificagao.

3.3. PURIFICACAO DO POLIMERO PHBV

O PHBYV € um polimero produzido a base de cana deaag foi adquirido com tracos
visiveis de impureza, como coloracéo e residuosatéria prima, e desta forma o mesmo foi
submetido ao seguinte processo de purificacao.

O polimero foi solubilizado em solvente orgénico @ma concentracdo de 30 mg/mL
de cloroférmio e mantido sob agitacdo por um peridd 3 horas a uma temperatura média de
323 K. ApGs completa solubilizacdo, a solucéo ifbielda através de um filtro de papel de poros
(150 mm) com vacuo para remocao de impurezas, terpomente a solucdo filtrada foi
adicionada em solucdo de hexano para que ocorcesspleta precipitacdo do polimero. O

polimero precipitado foi separado da mistura caldemexano/cloroférmio posteriormente seco
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em estufa com circulagéo de ar a 323 K durantexapemlamente 18 horas. Este processo foi
repetido trés vezes para que o polimero fossentetdk purificado.

3.4. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € uma técaizditica versatil, que pode ser
utilizada desde a analise de compostos quimicoglesina elucidacdo estrutural e investigacédo
da dindmica de proteinas e imagiologia de érgaeeds vivos, de um modo ndo invasivo e nao
destrutivo, € uma técnica analitica que permiteroiofformacéo estrutural e dinamica sobre a
matéria, e que se baseia na deteccdo das promgedamgnéticas exploradas nos nucleos dos
atomos que podem ser vistos como pequenos pidesaaa que rodopiam em torno do seu
eixo, gerando o seu préprio pequeno campo magn@tigora 3.1) (Luzyanin e Abrantes, 2010).
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Figura 3.1 — Representacdo de um nucleo a rodopiar como um(@iésquerda), que se
comporta como um magneto tendo um polo sul e um pdite (a direita) (Luzyanin e Abrantes,
2010).

Para os materiais base do estudo e desenvolvintedte trabalho, como PHBV
purificado, Progesterona (P4) e Acetato de Medrogigsterona (AMP) foram realizadas
anélises de RMN de HidrogénitH) com o propésito de validar suas estruturas actanisticas
de acordo com estruturas moleculares originaisntesmmos. A partir dos resultados obtidos foi
possivel a identificacdo e caracterizacdo dos grdpacionais por meio de cadeias de H
identificadas e comparados com dados da litera@raspectro de RMN mapeia cada grupo de
hidrogénios em forma de picos que se distribuenuera escala e podem ser interpretados em
pontos (pt), segundos (sec), Hertz (Hz) e partesnib&o (ppm).

Para procedimento de andlise, todas as amost@® feolubilizadas em Cloroformio
Delterado (CDQJ) utilizando uma concentracdo padrdo de 10 mg/mimdssa da amostra em
relacdo ao solvente organico. As andlises foratizagias em um equipamento Marca Varian
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(Modelo Mercury Plus 300) a uma temperatura ambieiet aprox. 22 °C e frequéncia de 400
MHz.

Os resultados obtidos primeiramente foram impogamom uso do software MestreC -
ver. 4.8.6.0 (Copyright © 1996-2005) em que pewnmatiidentificacdo em escala (ppm) de cada
pico correspondente a amostra.

A figura abaixo (Figura 3.2) se refere ao espeuniitdo a partir da amostra de PHBV.

PHBV
Poli (3-Hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) H,-14
(1,28)
T T S s e s <
2 H ' : H Iilz 3
: i1 : 5 3
CHT 910”7 \12/(1)3\H SH/(l)\ - \6/(7)\H :
R s R S
E H O - 3 0
: (1:4 3 15 i u” \ 8
S HB: s HY,
CcDCl,
(7,27)
H-11 H-5 T™MS
(2.60) (2,50)
H-10 H-2 He4
527 (5,25) H,-3 (0.89)

Y
{ LM/_L

1.0 0.5 0

75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20
ppm

Figura 3.2 — Espectro de RMN'{) obtido a partir da amostra de PHBV dissolvida em

CDCl; a uma concentragcao de 10 mg/mL.

A identificacdo dos picos e dos respectivos grugemsidrogénio foram obtidos com o
auxilio de dados da literatura que apresentam respsimilares, De acordo com a literatura de
Taoet al., 2009, o pico referente a 5,25-5,27 (ppm) corredp@o grupo de protons metino (-
CH), os picos referente a 2,60, 2.50 e 1,78 (ppmespondem ao grupo de prétons metileno (-
CH,) e os picos localizados em 1,28 e 0,89 (ppm) spaedem ao grupo de protons metil (-
CHg). A estrutura da molécula do PHBV como € ilustradarigura 3.2 e pode ser dividida em
duas partes, sendo a primeira correspondente guw dghidroxibutirato (HB) e a segunda
correspondente ao grupo Hidroxivalerato (HV). Atipada estrutura molecular do PHBV
também foi possivel gerar/simular um espectro deNRM (Figura 3.3) com o uso do software
de simulacdo MarvinSketch 5.11.5 cedido por Copyr@® 1998-2013 ChemAxon Ltd — Licenca

Académica (Academic Research), e auxiliar na ifleaido de muitos dos picos.
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PHBV
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Figura 3.3 — Espectro de RMN'H) gerado pelo software de simulacdo MarvinSketch
5.11.5 a partir da estrutura molecular do PHBV.

Utilizando o espectro obtido e analisando a areapdoos correspondentes ao grupo
metil (-CHs) onded = 1,28 (ppm) corresponde ao HB e 0,89 (ppm) cporde ao HV, foi

possivel calcular o valor percentual equivalentgeraspectivos grupos a partir da férmula:

a(HB) e% HV = a(HV)

0 — a5 L
%o HB a(HB)+ a(HV) a(HB)+ a(HV)

Os valores em percentuais obtidos foram de 94,6%3) € 5,35% (HV).

Para as amostras de P4 e AMP também foram feitasesm de RMN H). A
compreensao detalhada e clara do estado da estdawolucdo e conformacao dos esterdides €
possivel com estudo de RMN. Desta forma, a resstmamagnética para os nucleos de
hidrogénio dos benzenos aparecem a uma frequériererde dos protons hexatrienos ou n-
hexanos. Nos esterdides temos um espalhamenteqléfrcias que constituem um espectro de
frequiéncia dimensional (Farragttal.,1983).
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Os espectros de RMNH) também foram obtidos para as amostras de P4 £.AM

Estudo de relaxamento molecular no estado sélideé® uma visdo em dindmica molecular de

movimentos tanto intramolecular como intermolecukarprogesterona € um esteréide com o

mesmo grupo fundido de quatro anéis de carbono cooiesterol e cortisona, ambos

recentemente estudados em estado solido por RMiréanet al.,1992).

Progesterona (P4)

H,-7
(2,28-2,40)

H,-23
(2,13)

/

H-14
(1,67)
H-3a
(1,58)

H-19
(1,19)

H-18
(0,67)

H-16

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Figura 3.4 — Espectro de RMN d¥#H da amostra de progesterona (P4) dissolvida em

CDCl; a uma concentracao de 10 mg/mL.

Nas figuras 3.4 e 3.5 séo identificados a 7,27 gpsnpicos 2,13 ppm dos prétons H-23
(P4) e H-28 (AMP) destacam a presenca caractexrigicgrupo metil acetil (Xuet al., 2003).

Os espectros de P4 e AMP diferem muito pouco, rgasms grupos podem ser encontrados na
amostra de AMP e ndo aparecem no P4, como € aloagucos (3,70-3,80 ppm) (Beramical,
2012) que sdo multipletos simétricos e represerdarpréotons H-18 e H-20 respectivamente
apenas na Figura 3.5. Os picos entre 3,7 e 3,8gu@aF3.5 ndo foram identificados em outros
espectros da literatura e aparentam sem tracospeezas.

Estudos da literatura de Farragttal, 1983 mostraram por meio de analises de RMN
que o AMP possui uma conformacdo de meia cadei@ndecristalino invertido, e hd apenas
alguns casos conhecidos que possui esta conformacémo por exemplo [
acetoxitestosterona-17-cloroacetato. Isto tem densdo que o efeito combinado dos grupos

170-acetoxi e G-metil tem causado o anel cristalino invertido NdMA Foi considerado que a
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capacidade do AMP e outros compostos relacionadesufrem um anel invertido pode ser

correlacionada com sua atividade progestacionapmonalmente elevada.

Medroxiprogesterona (AMP)
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Figura 3.5 — Espectro de RMN diH da amostra de Acetato de Medroxiprogesterona

(AMP) dissolvida em CDGla uma concentracdo de 10 mg/mL.

3.5. ESPECTROSCOPIA DEINFRAVERMELHO TRANSFORMADA DE
FOURIER - FTIR

A espectroscopia na regido do infravermelho (IVuréa técnica de inestimavel
importancia na analise organica qualitativa, sesmtdplamente utilizada na area de quimica de
produtos naturais, sintese e transformacdes omganic

Para maior clareza a respeito das caracteristc®H@BYV também foi realizado analise
de FTIR. A espectroscopia FTIR permite a deterndinautomatizada dos parametros de maior
importancia de muitas substancias e compostosz&Jtihetodologia pratica e rapida obtendo
informacgBes sumarias sobre o produto a cerca dé&@@sstra, ndo € poluente considerando que
nao utilizam reagentes e € versatii podendo seizadta para outras determinacdes
complementares. A metodologia de analise ndo d¢onstm processo absoluto, e o valor
analitico do parametro a determinar € obtido pelacacdo de algoritmo em que sao
compensadas as contribuicbes de interfaces rafaivi@ ao valor que adviria da ponderacao
direta das absorvancias nos diversos comprimento®rtla. O equipamento seleciona 0s

comprimentos de ondas (filtros), que para cadanpetréd, apresenta maior variacao estatistica
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para os valores de referéncia analitica. Selecaomém os filtros de referéncia de modo a obter
0S canais, isto &, as razfes entre as absorvéhusafiltros e as absorvancias dos filtros de
referéncias. A posicéo e intensidade das bandabsiErcdo sdo extremamente especificas no
caso de uma substancia pura. Isto possibilita gespectro de IR seja utilizado como uma
grande funcgéo caracteristica para a identificacao.

Para o PHBV a analise de FTIR foi realizada utildta o polimero purificado e de
massa molecular (Mw) igual a 228.515 Da. A Figurae&B mostra os espectro obtido para o
PHBV deste trabalho, e a Figura 3.3.b mostra uneasp de FTIR para o PHBV extraido da
literatura de Jaclet al., 2009, em que as bandas vibracionais esperadasnpdéetificar um
C=0 alongado em 1720 ¢mvarios modos vibracionais alifaticos C-H nas degientre 1227-
1478 e 979-826 cthe modos vibracionais C-O a 1183, 1133 e 1057, @pode-se notar que a
563 cn' ndo identificamos a banda vibracional caractegslo HA que aparece como um traco

guando o polimero nao é puro (Jatlal, 2009), ou seja, ndo esta presente no polimem pu
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Figura 3.6 - (a) Espectro de FTIR do PHBV utilizado neste trabalb) Espectro de
FTIR do PHBV obtido da literatura de Jack et 2002

3.6. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA - DSC

A analise térmica € o conjunto de técnicas que permedir as mudancas de uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou de sedsitps de reacdo em funcéo da temperatura
e do tempo, enquanto a substancia € submetida grogeamacao controlada de temperatura.
Dentre as técnicas, a calorimetria exploratorieerdiicial (DSC -differential scanning
calorimetry) destaca-se na éarea farmacéutica devido a gramgertancia adquirida na

caracterizacdo de materiais e no estudo de conijpiid® entre farmaco excipientes, sendo
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utilizada pelos farmacéuticos a mais de 30 anagmélairo e Giolito, 1980). A técnica de DSC é
utilizada para medir a diferenga de fluxo de caotre uma substancia e um material de
referéncia em funcdo de um programa de aquecinmentesfriamento. Na area farmacéutica é
utilizada na caracterizacdo térmica e determinagaopureza de farmacos, estudos de
compatibilidade entre os constituintes da formwaeaidentificacdo de polimorfismo com
determinacao das entalpias de cada forma crist@iineiraet al.,2011).

Como foi introduzido no primeiro capitulo, o propdsdeste trabalho € desenvolver
sistemas matriciais e base de biopolimeros paradediberacdo controlada de farmacos, e a
avaliacao inicial bem como o conhecimento do comapoento dos materiais que envolvem
estes sistemas em relacdo a condicdes de temperammidade e pureza é de extrema
importancia. Na caracterizacdo de farmacos e posdisirmacéuticos € possivel identificar e
quantificar os eventos de perdas de massas, eifitBemtos processos endotérmicos ou
exotérmicos (Oliveirat al.,2001). Portanto foram realizadas anélises de D€ gs amostras
de PHBV, P4 e AMP.

-5 R T 16525°C

7,561/ 157,71 °C

59,28 J/g

206,41 °C
87,38 J/g

-15 130,06 °C

Fluxo de Aquecimento (mW)

1—AMP
——PHBV
—P4 207,14 °C

=20 4

T T T T T T T T T T T T T
30 60 90 120 150 180 210

Temperatura °C

Figura 3.7 —Andlise térmica (DSC) para as amostras de AMP, PidBM realizadas a
uma taxa média de 10°C/min.

Para as analises de DSC utilizou-se 10 mg de caustea acomodadas em porta
amostra de aluminio ndo hermético e submetidosaaraméio de aquecimento de 1GH®™* em
atmosfera dinamica de nitrogénio (50 min™) em uma faixa de temperatura de 25 a 250 °C, e
foram realizadas em um equipamento DSC-TG SHIMAIMbdelo TGA-50. As medidas de
andlise térmica determinam a temperatura de desgétudas amostras e mostram a transicao

dos materiais em uma funcdo do tempo e temperatmaolada, e a variagdo da entalpia
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endotérmica da origem aos picos que demonstransi¢ims de primeira ordem. Pode-se
observar que a transicdo vitrea para a amostraddmi€ou-se em 128,65 °C a 79,66 J/g
seguindo de uma reacdo endotérmica até 130,06 @, gmostra de PHBV em 157,71°C a
59,28 J/g com reacédo endotérmica até 165,25 °Caenioatra de AMP em 206,41 °C em 87,38
J/g e reacdo endotérmica até 207,14 °C.

A avaliacao de pureza por DSC pode ser realizaldespaples acompanhamento visual
da curva calorimétrica, observando a presenca BIga@s térmicos caracteristicos do farmaco.
Os resultados da Figura 3.7 permitem observar|gdaraos dados da literatura, a pureza dos
materiais. O P4 e ao PHBV foram analisados por mdei®SC por Pimentel, 2010, no qual
apresentou picos calorimétricos iguais a 133 °@®°C, e para a amostra de AMP nao foram

encontrados dados de referéncia contendo analio&@ge

3.7. TERMOGRAVIMETRIA —-TG

A TG é utilizada para medir a variagdo de massdumpao da temperatura em uma
atmosfera controlada sob um programa de aquecim@ati@ fins farmacéuticos, seu uso é
descrito na caracterizacdo, determinacdo de purzale umidade, identificacdo de
pseudopolimorfismo, na avaliacdo da estabilidad&deacos e medicamentos e em estudos de
cinética de degradacédo (Oliveegal.,2011). Os experimentos sdo executados por meionde
termobalanca de elevada sensibilidade, reprodatiéde resposta rapida as variagcbes de massa.
As curvas obtidas fornecem informacdes relativasodposicdo e estabilidade térmica da
amostra, dos produtos intermediarios e do residumado. Dada a natureza dinamica da
variacdo de temperatura da amostra para origimgast G, fatores instrumentais, vazéo de gas,
composicdo da amostra (quantidade, granulometraamaf cristalina, empacotamento,
condutividade térmica, solubilidade dos gasesditbes da amostra e calor de reacéo envolvido)
podem influenciar a natureza, a precisao e a é@tiods resultados experimentais (Sival.,
2007).

As amostras de P4, AMP e PHBYV foram submetidasalises de TG com o propésito
de avaliar a estabilidade térmica de cada materiahalizando a curva termogravimétrica pode-
se observar 0 momento em que ocorre a decompdasigéica inicial (Ti) de cada material e a
estabilidade térmica que ocorre em (Tf).

A metodologia aplicada para analise termogravimegt(TG) assim como nas analises
de DSC foram conduzidas no equipamento DSC-TG SHDMM Modelo TGA-50. As
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amostras foram pesadas em quantidades em tornavdg d&mazenadas em bases de aluminio
ndo hermético e submetidas a uma razdo de aqueéoirden10 m@nhin® numa atmosfera

dinamica de nitrogénio (50 nihin™) a uma faixa de temperatura de 25 a 1000 °C. Estas
andlises permitiram obter uma medida quantitatasavdriacdes da massa da amostra em funcao

das alteracGes de temperatura.

Ti — P4
— — AMP

— PHBV

1 Tf
: \
14
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Figura 3.8 — Analise termogravimétrica realizada para as amodiea P4, AMP e
PHBV.

Os resultados a partir da Figura 3.8 mostram qua @s trés amostras analisadas a
decomposicao térmica inicial (Ti) foi em torno dEDZ2C, ou seja, até esta temperatura a massa
inicial permaneceu estavel. O periodo de decom@osiérmica variou entre as diferentes
amostras, e os valores de temperatura final denggasicdo térmica (Tf) foram de + 350 °C
para o P4, £ 310 °C para o PHBV e + 480 °C pard\ii’A

A cinética de degradacdo térmica é utilizada paravaiacdo de estabilidade de
farmacos e de formulacdes farmacéuticas e podeeserminada tanto por TG dinamica quanto
por TG isotérmica. Tanto a cinética de degradac@o isotérmica quanto a cinética de
degradacédo isotérmica sao utilizadas na area féutiea, no entanto, em estudos isotérmicos
existe a possibilidade de se determinar o prazoalidade por extrapolagédo, utilizando a
Equacéo de Arrhenius (Oliveied al.,2011).

3.8. CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM GEL - GPC
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Andlise de GPC foi realizada com o objetivo idecdif as caracteristicas de peso
molecular do PHBV em termos de Mn (numérico), Mwagsico) e Mz (médio) em Daltons.
Considerando que o proposito deste trabalho € pnocharticulas de diversos tamanhos
utilizando deferentes técnicas, o conhecimento dsopmolecular do polimero € fator
determinante entre as interacdes intermoleculavesiomento de polimerizacdo apresentando
grande influencia no tamanho final das matrizesnpgiicas, seja por técnicas de expansao,
emulsao, precipitacao, etc.

A técnica de GPC é extremamente poderosa paraiorieanento de polimeros e sua
distribuicdo de massa molecular. Em esséncia actgconsiste na separacdo molecular com
base no tamanho efetivo das moléculas em solugdseguida por meio de injecdo de uma
solucdo de polimero numa corrente continua de st@vgue passa através de colunas com
perolas porosas, de modo que as moléculas menaastrgm mais nas particulas,
permanecendo mais tempo na coluna do que as nedéocmenores. Os cromatografos de
permeacdo em gel consistem de um sistema de borab&gninjetor, colunas, detectores e
registradores. O fluxo de solvente se divide ems:dona metade vai para a coluna de referencia,
e a outra para a coluna que contera a amostraluédsodo polimero € injetada na corrente da
amostra através de uma valvula. As duas correagpés, passarem pelos dois sistemas de colunas
(cada um com trés ou quatro colunas em série camlagéde diferentes tamanhos) sdo
analisadas pelo detector. Os dados sao convedigsrpretados por um software que traduz os
dados do pico do volume de retencédo (mL) result@mda@lados de Mn, Mw, Mz, Mw/Mn entre

outros.
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Figura 3.9 —Resultados obtidos da analise cromatografica de @&& amostra de
PHBV. Resposta do indice de refracdo (mV) versolkinde de retencdo (mL) e WF/dLogM
versos Log do peso molecular.

O peso molecular absoluto das amostras foi detadnirusando um cromatégrafo
modelo Viscotek GPCmax VE2001 equipado com tripévedtor consistindo de: detector de
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indice de refracao (RI), detector viscosimétriodetector de espalhamento de luz (modulo 270
Dual Detector Viscotek).

A amostra de PHBYV foi dissolvida em CH@adrao HPLC a uma concentracao de 10
mgmL™ em seguida injetadas (200 um) e submetidas aasgmrem uma coluna Waters
Styragel HR5E termostatizada a 30 °C e utilizadma@dase movel CHGlsob fluxo de 1,0
mLhin™.

Os resultados obtidos do sistema de multi-detextpega a caracterizacdo do peso

molecular da amostra em Daltons (Da) foram:

Tabela 3.1- Peso molecular PHBV avaliado por GPC.

Mn 199.626 Da

Mw 228.515 Da

Mz 375.339 Da
Mw/Mn 1,145
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4. EQUILIBRIO DE FASES DOS SISTEMAS TERNARIOS CO, + SOLVENTE
ORGANICO + (P4,AMP E PHBYV)

Neste capitulo apresentamos o estudo do equiltd®ifases para os sistemas,CO
diclorometano + AMP e referenciamos a partir derditura os sistemas @@ cloroférmio +
PHBV (Pimentel, 2010) e GO+ diclorometano + PHBV (Franceschi, 2009). A auj&o de
FSC como anti-solvente para precipitacdo de mé&es@idos como P4, AMP e PHBV é técnica
atrativa considerando a baixa solubilidade desthstancias em Csupercritico. Sendo assim,

o conhecimento do comportamento de fases de umamnpe solido em estado supercritico
torna-se aspecto crucial. Neste capitulo abordasatados experimentais de equilibrio de fases
para 0os sistemas ternarios em diferentes concéesage P4, AMP e PHBV em solvente
organico em uma faixa de temperatura de 303 a 3BakKa todos os sistemas descritos foram
observados transicdes de fases liquido-vapor (L/}ipo ponto de bolha (PB) e ponto de
orvalho (PO). Os dados experimentais foram obtid@ndo o método estatico sintético com o
uso de uma célula de volume variavel em difereftegdes de C® Alguns dados foram
correlacionados com dados obtidos usando a equagéstado de Peng-Robinson para o sistema

de duas fases.

4.1. INTRODUCAO

A producédo de particulas com tamanho e distribugéaamanho controlado, com
aplicacdes em diversas areas, tem sido alvo dasvadsquisas para o desenvolvimento de NPs
de compostos com vista a formulacdes de liberagAdralada de principios ativos com
aplicacdo nas industrias alimenticia, farmacéutilea,cosméticos e veterinaria (Yeo e Kiran,
2005). O tamanho da particula é o fator chave pg@rformance no uso de diferentes materiais
organicos e inorganicos (Alesst al., 1996). O processo por FSC esta se fundindo como
importante alternativa para métodos convencionaisneuitos campos, tais como extracao,
micronizacdo de  particulas, processamento de ra@teri cromatografia  ou
cristalizacao/purificacdo (Elvassore e Bertucc®3)0Equilibrio e propriedades volumétricas de
misturas binarias contendo solvente organico eeSfecialmente dioxido de carbono (O

desempenham um papel fundamental na determinac&aocdsso de muitas destas aplicacoes.
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Em patrticular, equilibrio liquido-vapor e densiddidgiida sdo dados necessarios para designar
adequadamente o processo de precipitacdo/re@étad por gas antisolvente (Stievano e
Elvassore, 2005). A grande vantagem do uso do BECna possibilidade da producéo da fase
sélida com morfologia Unica em condicbes suavesoperacdo. O COe€é um solvente
interessante porque ndo € inflaméavel, barato, B&a e miscivel com muitos solventes
organicos. Recentemente se tem tido grande ineeressso de C£como um antisolvente para

a cristalizacao de solutos dissolvidos. A escollhaalvente organico no processo antisolvente é
fator importante no controle da solubilidade dousml morfologia e tamanho das particulas
(Lazzaroniet al., 2005). No entanto, para a correta aplicacdo dodosGQ, em estado de FS
como antisolvente para obtencdo de NPs, € neaess&@dnhecimento do comportamento de
fases dos sistemas ternarios ;CO solvente organico + (P4, AMP e PHBV). Portanstee
trabalho apresenta um estudo realizado do compentande fases destes sistemas, em que
foram identificadas transi¢cdes de fases LV do Bfjoe PO com presenca e auséncia de soélidos

em diferentes condi¢cbes de pressao, temperatuag@es dos componentes do sistema.

4.2. PARTE EXPERIMENTAL

Os materiais que foram utilizados para obtencated@mdos experimentais encontram-
se apresentados no Capitulo Ill. As propriedadescdmponentes puros para o CAMP e
diclorometano sédo apresentados na Tabela 4.1

Os dados experimentais de equilibrio de fases fa@amiluzidos pelo método estatico
sintético e pode ser mais bem compreendido noltrakde Giufridaet al., 2010. O aparato
experimental € composto de uma bomba volumétricalidepressdo do tipo seringa (ISCO
260D, Lincoln, USA), uma célula volumétrica de gitassdo com janelas laterais e frontal de
safira e volume interno de 27 &ntontrolador de press&o absoluto com precisdo @i NIPa
(Smar LD 301, Sertdozinho, Brasil) e controladotedeperatura (COEL HW 1440). A célula de
equilibrio € composta por um pistdo movel que permioscilacdo da pressao do sistema que €
controlada por uma bomba do tipo seringa (Figuid. £rimeiramente o soluto (P4, AMP e
PHBV) foi solubilizado em solvente organico em aamtcacéo desejada (f6gi°). Inicialmente
a quantidade desejada de solucdo contendo solswdvente organico foi pesada com o uso de
uma balanca analitica com escala de precisdo (Meite220, + 0.0001 g, Santa Rita do
Sapucai, Brasil). A célula foi purgada com Qéara remocéo do ar residual e posteriormente

carregada com quantidade conhecida do compostargade C@desejada foi alimentada com
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0 uso da bomba seringa. Com condi¢cdes determindglggecdo e temperatura foi possivel
determinar a quantidade exata de;@iImentado a partir de sua densidade. Esperomgerao

de 30 min. para o sistema se estabilizar e inisma- alimentacdo do FSC. Para obter os dados
de equilibrio do tipo LV foi fixada a temperaturara&iou a pressao do sistema gradativamente
até ocorrer transicdo de fase do tipo LV. As meglida transicdo foram realizadas para as
temperaturas de 303, 313, 323 e 333 K. O procedorexperimental foi repetido para outras
condicbes constituidas de diferentes fragcbes nwlde CQ no sistema. Nas medidas de

transicOes de fases foram observados transi¢o@sadBB e PO.

g

BT

Figura 4.1 — Aparato experimental. BS — Bomba tipo seringa, @lindro de CQ, VB
— Vaso da bomba, V — Valvulas do tipo agulha, AMgitador magnético, CE — Célula de
equilibrio, JF — Janela frontal, JL — Janela latdRa— Resisténcia elétrica, P — Pistdo, B-CE —
Banho da célula de equilibrio, IT — Indicador demperatura, TP — Transdutor de pressao, IP —
Indicador de pressédo, BT — Banho termostatico.
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Tabela 4.1 —Propriedades e caracteristicas dos componentes. puro

Componente T/K?  PJ/MPa® My(g.gmol)® T/K>  T;/(J/g)
CO, 304,21 7,38 44,01 - -

Diclorometano 510 6,08 84,93 - -
AMP 851,0 1,316 386,5 480 87,38

2 (DIPPR 801, 2003f, TG — Cap. IlIX. DSC — Cap. IlII.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para checar a confianca do aparato e procedimemerimental representado pale
Figura 4.1, dados de equilibrio de fases foramdobtineste estudo para o sistemay&G®
acetong) nas temperaturas de 303 e 313 K, em que sdo afdss na Figura 4.2 e comparados
com dados experimentais reportados da literaturaCldiehming et al., 1998, Stievano e
Elvassore, 2005 e Chet al.,2008.
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Figura 4.2 — Diagrama experimental da composi¢éo de presa@ogpsistema CQ) +
acetong) sob condi¢des de equilibrio LV a 303 & ( , estbathoa , CHIEHMINGet al.,
1998; +, Stievano e Elvassore, 2005; , Ceiual., 2008) e 313 K @ , este trabalra;,
Chiehminget al.,1998; * , Stievano e Elvassore, 20l5; |, Gdtial.,2008).

Pode-se observar que os dados obtidos neste wadst#io em boa concordancia com

os dados presentes na literatura para as isotel@a33 e 313 K.
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4.3.1. SISTEMA COgy(1) + DICLOROMETANO (2) + AMP (3)

Durante a obtencdo dos dados de equilibrio de fakessistema Cgy) +
diclorometang) + AMP) foram preparadas duas solugcdo contendo 0,@0%e 0,020 gm*
em uma base isenta de £@ Tabela 4.2 representa os dados de equilibritases do tipo
liquido-vapor para o sistema contendo uma conagidrale 0,010 Gm* e a Tabela 4.3
representa os dados para o sistema contendo ument@tdo de 0,020dyn™ de AMP em uma

base isenta de GO

Tabela 4.2 —Dados experimentais de transi¢cdo do tipo liquidipev para o sistema
COy) + diclorometang) + AMP3) a uma concentragdo 0,010 g:tem uma base livre de GO

T P Joli Tipo de T P ol Tipo de
K MPa MPa  transicdo K MPa MPa  Transicao

x1 = 0,4309 x1 = 0,8527

303 3,01 0,15 PB-LV 303 5,36 0,30 PB-SLV

313 3,82 0,25 PB-LV 313 6,67 0,20 PB-SLV

323 4,63 0,20 PB-LV 323 7,91 0,10 PB-SLV

333 5,52 0,40 PB-LV 333 9,17 0,05 PB-SLV
x1= 0,5903 x1 = 0,9039

303 3,99 0,35 PB-LV 303 5,62 0,40 PB-SLV

313 4,89 0,05 PB-LV 313 7,03 0,10 PB-SLV

323 5,84 0,30 PB-LV 323 8,40 0,20 PB-SLV

333 6,76 0,15 PB-LV 333 9,58 0,20 PO-SLV
x1 = 0,6875 x1 = 0,9513

303 4,56 0,50 PB-SLV 303 6,13 0,30 PB-SLV

313 5,44 0,10 PB-LV 313 7,49 0,15 PB-SLV

323 6,48 0,10 PB-LV 323 8,54 0,05 PB-SLV

333 7,63 0,05 PB-LV 333 9,44 0,20 PO-SLV
xp =0,7770

303 4,96 0,10 PB-SLV

313 6,02 0,10 PB-SLV

323 7,28 0,10 PB-SLV

333 8,59 0,10 PB-SLV

a — Desvio padrao experimental da pressao, LV sitligvapor, SLV — Sélido-liquido-vapor.

A Figura 4.3 mostra o envelope de equilibrio deegasonstruido a partir dos dados
obtidos da Tabela 4.2 e Tabela 4.3. A maioria adoggs experimentais obtidos em (a) foram do
tipo PB e apenas nas fracoes de 0,9039 e 0,95&Mmetatura igual a 303 K foram obtidos
pontos do tipo PO. Foi possivel observar que ngdfranolar de C®@igual a 0,6875 ocorreu
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formacao de solido de AMP para a temperatura igudd3 K, e que nas demais temperatura
referente a essa fracdo o AMP tornou-se novameiieed, e na fracdo molar igual a 0,7770 a
303 K ocorreu novamente formacdo de sélido. A pakste ponto a presenca de sdlido se
manteve para as demais temperaturas e fracoesesol@s dados experimentais expressos nas
tabelas seguem em termos de fragdo molar de(GY) valor da pressao de transicéo (P) e o erro
experimental para cada composicao representadadpsloo padrdo das medidas de pressao
repetidas.

Tabela 4.3 —Dados experimentais de transi¢cdo do tipo liquidipev para o sistema

COyy + diclorometang, + AMP a uma concentragéo 0,020 g:tem uma base livre de GO

T P g Tipo de T P ol Tipo de
K MPa MPa  transicdo K MPa MPa  transicao

x1 = 0,4866 x1 = 0,8623

303 3,41 0,15 PB-LV 303 5,56 0,15 PB-SLV

313 4,10 0,15 PB-LV 313 6,84 0,00 PB-SLV

323 4,91 0,10 PB-LV 323 8,15 0,25 PB-SLV

333 5,65 0,20 PB-LV 333 9,29 0,20 PB-SLV
x1=0,6122 X1 =0,9139

303 4,13 0,15 PB-LV 303 5,94 0,10 PB-SLV

313 5,03 0,10 PB-LV 313 7,39 0,10 PB-SLV

323 5,93 0,20 PB-LV 323 8,66 0,10 PB-SLV

333 6,88 0,35 PB-LV 333 9,43 0,10 PO-SLV
x1 = 0,7020 x1 = 0,9599

303 4,74 0,10 PB-SLV 303 6,44 0,20 PB-SLV

313 5,73 0,10 PB-SLV 313 7,80 0,25 PB-SLV

323 6,85 0,20 PB-SLV 323 8,60 0,15 PO-SLV

333 7,89 0,25 PB-SLV
x1 = 0,7858

303 5,20 0,50 PB-SLV

313 6,32 0,30 PB-SLV

323 7,52 0,20 PB-SLV

333 8,65 0,15 PB-SLV

a — Desvio padrao experimental da pressao, LV gitlagvapor, SLV — Sdlido-liquido-vapor.

Na Figura 4.3 (b) a maioria dos pontos experimsrdatidos foram do tipo PB e para
as fracdes de 0,9139 e 0,9599 a temperatura igB@BaK foram obtidos pontos do tipo PO.
Notou-se também que ocorreu formacéo de sélidoMPE A partir da fragdo molar de g@ual
a 0,7020, e que a presenca de soélido para estanaiste manteve para todas as demais
temperaturas e fracdes do envelope de fases.
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Figura 4.3 — Diagrama dos dados experimentais de transicapaad.V para o sistema

COyy + diclorometang) + AMP3 a uma concentragdo de (a) 0,01@d e (b) 0,020 @m® em

uma base livre de G@omparados com dados da literatura.

Tal comportamento pode ser observado pela linlsajada em ambas as Figuras 4.3 (a)

e (b), que indica a area do diagrama de fasesantérn presenca ou nao de solido. A diferenca

da posicao da linha que identifica a presenca tidosém ambos os graficos se da devido a

diferenca de concentracdo de AMP no sistema, &a balubilidade do AMP em GO
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Figura 4.4 — Diagrama dos dados experimentais de transicdipal®@.V para o sistema

COy) + diclorometang) + AMP3) a uma concentragao de (a) 0,018y e (b) 0,020 M’ em

uma base livre de CG@omparados com modelo termodinamico.

Os resultados experimentais para o sistema:CO diclorometangy + AMP(3) foram

correlatados usando a equacédo de estado de Pemgs®obTsivintzet al.,2004) com regras de
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mistura quadrada para os parametasb (Reid et al., 1987). Os parametros de interagao de
Peng-Robinson tém sido estimados usando a ferrami®otver” contido na planilha do Excel

para Windows. Os coeficientes de fugacidade foralutados com o XEOS Excel add-in

(Castier, 2008). Como o AMP na mistura inicial ertca-se em quantidade consideravelmente
inferior ao diclorometano, a mistura ternaria feitd como sistema pseudo binario. Neste caso
foi desconsiderada a presenca de AMP na misturebj@ivo deste célculo foi checar se este
tipo de correlacdo simplificada pode reproduziromportamento da transicdo de fase para a
mistura ternaria. Os parametros de iteracdo de-Rebmson para o sistema pseudo binario

estdo presentes na Tabela 4.4.

Tabela 4.4— Parametros de interacdo de Peng-Robinson

SyStem kij lij
CO; 1 + dichloromethang 0.0295 -0.0661

A Figura 4.4 (a) e (b) compara os valores de daolide fases obtidos de forma
experimental e calculados para o sistema pseudoidiformado por Céy) + diclorometang, +
AMP) a concentragbes de (0,010drg>® e 0,020 @m>) e mostram que o modelo
termodindmico pode representar os resultados empetais muito bem. No entanto, esta
estratégia de calculo termodinamico foi usada stengmara verificar uma correlacédo
simplificada que pode reproduzir o comportamentsidtema ternario sob condi¢des similares
aos estudos neste trabalho. Em sistemas com altemoacédo de soluto, esta abordagem torna-

se insuficiente para célculo do comportamento diibgo de fase.
4.3.2. SISTEMA COy(1)+ CLOROFORMIO (2) + PHBV 3

O estudo deste sistema foi conduzido por meio dmsi@xtraidos da literatura de
Pimentel, 2010. Como o sistema foi bem exploradtratmalho de Pimentel, 2010, ndo se viu a
necessidade de obter novos dados de transicoeasds para o sistema ternario g+
cloroformiqy) + PHBV3). Pimentel, 2010, conduziu os experimentos comepgno de duas
solucdes contendo diferentes concentracfes de R#iBYuncéo do solvente orgénico (0,010 e
0,020 gém®). Para a solucéo contendo a concentracdo de @@t0 de massa em funcdo do
solvente organico foram obtidas transi¢cdes de fdsdgpo LV em uma faixa de fracdo molar de

CO;, entre 0,4746 e 0,9499, e pressoes de transicaeagaedo entre 3,57 a 9,53 MPa.
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De modo semelhante ocorreu nos experimentos cantema concentracdo de 0,020
giém® de massa do polimero em funcéo do solvente oryadis dados de equilibrio de fases do
tipo LV foram obtidos nas fragbes molares de;@@tre 0,5012 a 0,9229 e pressdes de transicao
que variaram entre 3,74 a 9,67 MPa. Para os dadensas foram obtidos dados de transi¢coes de
fases nas temperaturas entre 303 a 333 K. Osadsslsdo abordados com base na Figura 4.5
(Pimentel, 2010), que mostra a formacgao parcialmeenvelope de fase obtido pela pressao
[P(MPa)] em fungéo da fracdo molar do componer{de; L

Os dados obtidos neste sistema sao em maiorip@®B e apenas na fragao 0,9499 em
relacdo do componente (1) e temperaturas de 333 & 3oram identificados transicées do tipo
PO. Nota-se a presenca da formacéo de orvalhorpodap fechamento do envelope de fases.
De acordo como o diagrama (Figura 4.5.(a)) ocofeemacdo de sdlido na regido entre as
fracbes molares de 0,5940 e 0,689 @evido o poder de antisolvente do f@stas condigbes
de proporcéo do componente, e para o sistema demacdo de PHBV igual a 0,02@8m° as
transicbes foram semelhantes ao sistema de mencemnacao, e se pode notar que ocorreram
transicbes LV do tipo PB para em todas as fracGaares exploradas, ou seja, até a fracdo de
0,9229 k). O fator de miscibilidade entre os componentathtan se mostrou presente nestes
resultados, sendo possivel notar que ocorre foronae&olido entre as fragbes molares 0,6141 e
0,7063 k1), e que nas fracbes molares posteriores a formagéesolidos ganhou proporgéao
relativa ao aumento da quantidade de @@sente no sistema. A linha tracejada que aparace

(@) e (b) da Figura 4.5 indica a regido em queemgasolido em meio as transi¢des de fases.

129 Pimentel, 2010 . (a) 129 Pimentel, 2010 : (b)
" 0 303K . ] o osek :
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Figura 4.5 —Diagrama dos dados de transi¢do do tipo LV par&stersa CQ) +
cloroférmiqy + PHBV3) obtidos por Pimentel, 2010, (a) 0,010rg’ e (b) 0,020 @m® em uma

base livre de C®

Giufrida, 2013 52



Capitulo IV

Foi possivel observar no sistema obtido por Pinher2@10, que a diferenca de
concentracdo do PHBV contida no cloroférmio, poatterou a tendéncia das pressdes de
transicéo de fases.

As regides identificadas com inicio de formacdosdédo e os pontos criticos da
misturas no diagrama de fases sao favoraveis maeantinar o tipo de fase presente durante a
mistura do sistema solvente-cosolvente {GCcloroférmio), sendo estas condi¢gfes ideais para
precipitacdo do soluto e remocédo do solvente ocganmprincipalmente para misturas nao

azeotropicas.

4.3.3. SISTEMA COgy(1)+ DICLOROMETANO (2) + PHBV 3,

A abordagem deste sistema sera conduzida apenadasemem dados da literatura,
considerando que este sistema ja foi explorado Franceschi, 2009, e seus resultados
mostraram grande eficiéncia para o conhecimentoatioportamento de fases para o sistema
ternario envolvendo C£) + Diclorometang) + PHBV3. Sendo assim, iremos citar os
resultados obtidos no trabalho de Franceschi, 2008) o intuito de extrair as melhores
condicbes para a producdo de M-NPs utilizando oxeaitos de precipitacdo do soluto e
extragdo solvente organico na presenca dg oo FSC, considerando o potencial do mesmo
como antisolvente (componente (3)) e solvente (@omapte (2)) ao mesmo tempo.

Franceschi, 2009, obteve dados de equilibrio desfal® tipo LV para este sistema
conduzindo os experimentos em dois sistemas o djfeaenciam apenas as concentracdes de
PHBV em termos massico em funcéo do solvente argésin uma base isente de LOesta
forma, a Figura 4.6 (a) apresenta dados obtidosurde sistema ternario contendo uma
concentracéo de 0,01@g1° de soluto por solvente organico e a Figura 3.@fisesenta dados
obtidos para 0 mesmo sistema porém, contendo umeectacio de 0,040dy° de massa do
soluto em funcdo apenas do solvente organico.

Os dados apresentados na Figura 4.6 (a) foramosb#ich uma faixa de fracdo molar
em relagdo ao componente uxy) entre 0,326 e 0,946, pressdes de 2,8 a 9,2 Mifaadaixa de
temperatura de 303, 313, 323 e 333 K, sendo idsadids os pontos de transicdo do tipo PB
para a maioria dos pontos obtidos e PO apenas¢@ofide 0,946x() a uma temperatura de 313
K. Franceschi, 2009 notou que ocorreu inicio denéado de solido a partir da fracdo molay (
igual a 0,602 e manteve para as demais fracoestémsa. Para a Figura 4.6 (b), os dados foram
obtidos em fracGes que variaram de 0,180 a 0,94érn0q), pressdes entre 1,9 a 9,1 MPa e

temperaturas de 303, 313, 323 e 333 K. Neste caswmiaria dos pontos também foram
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transicbes do tipo PB e apenas na fraggpigual a 0,946 a uma temperatura de 323 K foi
obtido transicdo de fase do tipo PO. Franceschl9 2@Bmbém notou que em condi¢des deste
sistema ocorreu formacéo de solido a partir da&itrgqg) igual a 0,564, e que como na figura (a)

a presenca de sélido também se manteve para assdeagées do sistema.

199 Franceschi, 2009 . (a) "7 Franceschi, 2009 (b)
303K 5 * 0 303K s

313K ; 99 o 313k 5 %

323K L A A 323K g A

4 333K : % o - 84 ¥ 333K : Y

P(MPa)
v
1
¥ D>omo
oo D> %
o o D> %
] L5 g
o
P(MPa)
PN
1 1
oo D> =%
o D> %
W75 9 4 G e aleaNa e 4 k6
[¢]

o oD%

L Presenca de solido

. —»Presenca de solido
T T T T 1 1 T T T T T T T T 1
02 03 04 0,5 0,6 0,7 0.8 0,9 1,0 0,1 0.2 03 04 0,5 0,6 0,7 0.8 09 1,0

X1 X\

Figura 4.6 — Diagrama de fases do sistema ternario,G3 Diclorometang, +
PHBV3) construido com dados de equilibrio LV extraido$itdeatura de Franceschi, 2009.

A analise destes resultados mostra que a mudancant&ntracdo do soluto pouco
influenciou na regido de formacéo de sélido asgimano sistema CO* cloroférmio + PHBV.
Esta ocorréncia sera discutida nos capitulos posgerquando estas condi¢cdes serdo aplicadas

para a producao de particulas poliméricas a mitituido supercritico.

4.4. CONCLUSOES

O estudo do equilibrio de fases para os sistemarsladios neste capitulo € de grande
importancia para a determinacdo de condi¢Oes idmaisuito proximas para a obtencédo de
sistemas matriciais envolvendo técnicas de preci@d e/ou expansdo de materiais seguidos de
extragdo do solvente organico por £SQ e separacdo de fases. As observacdes consglerada
para o sistema envolvendo @+ diclorometang) + AMP) indica que as concentragoes de
CO, e AMP, assim como a temperatura do sistema, s@oirgpais fatores que determinam a
regido onde ocorre o aparecimento de uma faseas@glregides de separacao de fases do tipo
liguido-vapor séo influenciadas pela temperatuessao do sistema, assim como da fracao
molar de CQ. Entretanto, a concentragcdo de AMP ndo mostrduén€ia significativa neste

aspecto. De modo similar ocorre para os sistemaslathos de literatura de Franceschi, 2009 e
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Pimentel, 2010, para os sistemas envolvendo £® cloroformiqy + PHBV3) e CQu) +
Diclorometang) + PHBV(3), onde a regido de precipitagdo em termos de ra®g80oporgao
entre os componentes do sistema, praticamente endtesa em funcdo da modificacdo da
quantidade de soluto no sistema.

Os resultados obtidos neste Capitulo mostram quseisiemas ternarios estudados
podem ser utilizados em técnicas que empregam oe@Ocondi¢cdes supercriticas como anti-
solvente para a producdo de M-NPs, sejam por pmocds expansao de materiais ou por
extracdo do solvente de um sistema.

No capitulo seguinte serd abordada uma técnicaautilo CQSC como antisolvente
em que o0s principios e conhecimentos do comportamee fases para sistemas ternérios

envolvendo CQ@seréo aplicados.
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5. ProDUCAO DE M-NPs DE PHBV USANDO METODO SUPERCRITICO

ANTI -SOLVENTE (SAS).

Neste Capitulo serd reportado um método para augiiodde M-NPs de PHBV
impregnadas com progesterona. As particulas de PtaBin obtidas a partir do método SAS
usando C@como anti-solvente supercritico. Este sistema)gmnsao baseia-se em conceitos
fundamentais e condigcbes em termos de pressdogetatu@ e razbes molares especificas do
comportamento de fases para sistemas envolvendp 0{Dto e solvente. Por isso realizamos

uma abordagem tedrica e experimental como basmluttiria a este capitulo.

5.1. INTRODUCAO

A liberacdo de componentes bioativos a partir ds BRle grande interesse para o
tratamento de varias doencas incluindo, canceertubose, fibrose cistica e diabetes (Hans e
Lowman, 2007). NPs possibilitam que haja uma lib&va controlada e direcionada de
componentes, o qual depende da selecdo apropreadaichica do polimero, modificacdo da
superficie das particulas com ligacdes especifigasanho e polidispersidade das particulas
(Yeo e Kiran, 2005). A producdo de particulas c@manho controlado e distribuicdo de
tamanho controlado tem sido o objetivo de gran@ssjyosas (Nakamuet al, 2010; Zielhska
et al.,2009; Hogan Jret al, 2007), o que inclui estudos de desenvolvimentdlEs a partir de
polimeros biodegradaveis e biocompativeis (Lu enCh@04).

As técnicas tradicionais para a producdo de NRssaptam algumas limitacdes no qual
inclui excesso do uso de solvente, grande conag@araesidual no final do produto, solido
quimico e degradacado térmica, dificuldades no oteile tamanho e distribuicdo de tamanho
durante o processo, e baixa eficiéncia do encapsui (Elvassoret al.,2003). Por outro lado,
processos que empregam FSC podem promover M-NPsucoa distribuicdo de tamanho
estreita além de uma boa eficiéncia de encapsutam&lém disso, outras vantagens podem ser
observadas dependendo da escolha da configuragpmdesso: alta purificacdo dos produtos,
polimorfismo dos cristais, possibilidade de proeessnto de moléculas termo-sensiveis,

processo em uUnico estagio, e é uma tecnologia atabignte aceitavel (Fagesal.,2004).
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Existem varios componentes que podem ser usados ESQ, no entanto, para o ponto
de vista farmacéutico e industria alimenticia, dsniateressante e mais usado como FSC € o
CQO,. Isto é por possuir caracteristicas favoravesamao toxico, nao reativo, nao inflamavel,
barato e ambientalmente menos prejudicial que lesr#@s organicos convencionais (Nalawade
et al.,2006).

A tecnologia de FSC tem apresentado aplicacOesifenentes areas, como industrias
de separacao de alimentos, de processos quimeps|itheros farmacéuticos e biodegradaveis,
industria téxtil entre outras. No periodo da décdda80, muitas aplicagBes industriais com
fluidos supercriticos foram estudadas, incluindguaificagdo de surfactantes e produtos
farmacéuticos, fracionamento de materiais polino&rie reacdes quimicas e de polimerizagao.
Neste mesmo periodo o interesse no uso de fluigmerariticos para processos de precipitacédo e
cristalizacdo de materiais farmacéuticos teve aniok essa atividade tem aumentado
constantemente nos ultimos anos.

Os fluidos supercriticos sdo extremamente usadaesenvolvimento de formulacbes
estaveis de proteinas. Fluidos supercriticos derealternativas viaveis para processos
envolvendo peptideos e proteinas sem afetar aadieifarmacoldgica dos mesmos. Desta forma
muitas aplicacdes de tecnologias de fluidos supiea@s na industria farmacéutica tém
expandido como extracdo por FSC, reacfes quimicasiatografia por fluidos supercriticos,
fracionamento por fluidos supercriticos, procesgobmeéricos, formacédo, encapsulamento e
revestimento de particulas.

Hoje o processamento de particulas € um dos mai@snvolvimentos da aplicacdo
do FSC em éreas industriais como quimica, farmaeéutosmético, e industrias alimenticias,

especialmente na pesquisa farmacéutica (Y. Kaady 2008).

5.1.1. CROMATOGRAFIA POR FLUIDO SUPERCRITICO (CFS).

A CFS é uma das areas mais bem sucedidas derltedos supercriticos e tornou-se
uma técnica analitica comumente usada para a sépaeaanalise de moléculas de farmacos.
CFS pode ser usado para a separacao do extraim @redséo ou para limpeza de misturas de
produtos de reacBes. Também é possivel concemraxtrato pela remocdo de impurezas ou
subprodutos indesejaveis.

O desenvolvimento industrial est4d restrito a peeifdo de acidos graxos
poliinsaturados e enantibmeros. CFS € um processtucamente viavel para purificar um

polipeptidio de outros peptideos e de outros coepes obtidos a partir de fermentacao.
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Exemplo ciclosporina A que pode ser separado datexmicelial por CFS e purificado por
cristalizacdo subsequente para atender as espediic de pureza da Farmacopéia USP. Uma
planta em escala industrial de CFS para a proddedaté 1000 kg/ano de ciclosporina A
purificada foi construido e testado com sucessanbBEan FFS (fracionamento por fluido
supercritico) com CFS sdo acoplados com sucesso giargir até 50% de concentrado

enriguecido nutracéuticos contendo esterolestesfelipidios (Sinhat al.,2004).

5.1.2. FRACIONAMENTO POR FSC.

Aplicacédo industriais com FFS sao projetados pdrerouma operacdo continua:
fracionamento de polimeros como lubrificantes enfaréuticos especiais, producdo de aromas
por fermentacdo e bebidas destiladas, 4cidos golossaturados, compostos ativos de caldo
de fermentacéo, etc. Varios aplicativos acopladds/SFF para a preparacgéo de fitos-farmacos e

de especiarias e a extracdo de aromas no locahddeg producdes agricolas sdo construidos.

5.1.3. FORMACAO DE PARTICULAS EMPREGANDO FLUIDOS

SUPERCRITICOS COMO SOLVENTES.

Esta técnica envolve a precipitacdo do soluto ptesem uma solugdo supercritica
homogénea pela rapida expansdo desta para condigigsntes de temperatura e pressdo. Esta
técnica é chamada de Rapida Expansado de SolucpescSticas (RESS) e, segundo Jung e
Perrutapout (Jounget al., 2001), o trabalho pioneiro utilizando esta técrimarealizado por
Krukonis em 1984apout (Franceschi, 2009), na recristalizacdo de betadst, ferroceno e
dodecanolactam entre outros.

A expansdo de solucbes supercriticas leva a pesdpoder solvente do FSC e,
consequentemente, a precipitacdo do soluto. Rapiemnsdes, da ordem de 10-5 s, podem ser
alcancadas em bocais e capilares, levando a alf@er saturacdes e consequentemente a
mindsculas particulas. Ressalta-se também que @cd&edda pressdo € uma perturbacao
mecanica que ocorre na velocidade do som, favodecenrapida obtencdo de condicdes
uniformes no fluido em expanséo. Esta combinacaeleladas supersaturacdes e condicdes
uniformes do meio em nucleacdo é uma caracteristicaliar do processo RESS, que pode, em
principio, ser designado para produzir particuldeistulas e monodispersas com estreita
distribuicdo de tamanhos (Yeet al., 1993). A morfologia do material solido resultante,

cristalina ou amorfa, depende da estrutura quichicenaterial e dos parametros do processo de
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RESS, como temperatura, queda de presséo, geometmaensdes do bocal, concentragdo da
solucéo entre outros (Franceschi, 2009).

A Figura 5.1 ilustra o diagrama esquematico daitdcRESS, em que o composto
sélido € solubilizado em um FSC em um vaso de g&ktraa temperatura e pressao pré-
determinadas, logo apds esta solucdo é despresfariau expandida repentinamente a
condicbes ambientes no vaso de expansado por irderng& um bocal, causando rapida e
uniforme nucleacdo do material solido e, como cgidecia produzindo particulas de tamanho

microscépico com estreita distribuicdo de tamarkmar(ceschi, 2009).

Y \Y
m@%

( Bomba

>
Céamara Cémara
CO2 de de
extracao expansao
\W./ %

Figura 5.1 — Diagrama esquematico da técnica RESS (Franc&i9).

A linha que vai da camara de extracdo até a enttad@mara de expansdo € chamada
de dispositivo de pré-expansao. Tal dispositivanamente € um tubo espiral, possuindo as
mesmas dimensdes das demais linhas. Este disposiiv usualmente mantido a
aproximadamente 50 °C (323 K) acima da temperatareamara de extracdo pelo uso de uma
fita de aquecimento ou por um banho termostaticofawno evitando assim precipitacdes
prematuras do soluto nas linhas (Joahgl.,2001).

Na camara de expanséao, a solucdo é expandida pmdmem dispositivo de restricdo
de fluxo. Este dispositivo limita o crescimento gesticulas apos o processo de nucleacdo
afetando a dinamica da expansédo do jato. O efeitde-JrThompson, resultante da grande
expansao volumétrica na saida do dispositivo digigés, causa uma queda na temperatura,

podendo até levar ao congelamento do solventeoaseqiente entupimento do dispositivo.
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Durante o projeto deste processo, € necessaris@uenha o melhor entendimento
possivel com relacdo ao que ocorre antes do bdstal,é, durante o passo de extracao.
Consequientemente, € importante tanto coletar dddosquilibrio da literatura quando estéo
disponiveis, ou realizar experimentos acerca débgmlade do(s) soluto(s) no FSC (Joweial.,
2001).

Infelizmente, muitos compostos polares ou de adtsopmolecular, como é o caso dos
polimeros, possuem solubilidade extremamente bamxafluidos supercriticos comumente
empregados na literatura, especialmente em. @@ faz com que a técnica RESS possua
algumas limitacBes, tais como, a alta faixa de gé@i@snecessaria para obter solubilidades
adequadas, o alto fluxo do fluido e o0 modo de agi@erado processo que é feito de forma
descontinua em muitos casos.

Como regra geral, no entanto, se o soluto possua solubilidade significativa no
FSC, a técnica RESS podera ser a primeira escaltaagoobtencéo de particulas devido a sua
simplicidade (Shariati e Peters, 2003).

5.1.4. FORMACAO DE PARTICULAS E MPREGANDO FLUIDOS

SUPERCRITICOS COMO ANTI -SOLVENTE.

Esta categoria utiliza fluidos pressurizados ouestuiticos como anti-solventes,
causando a precipitacdo do(s) substrato(s) diskxfs) inicialmente em uma solu¢ao organica.
Esta categoria € empregada para compostos que rafioamente insolliveis em fluidos
supercriticos. Diferentes siglas sao utilizadas piratura para esta categoria, tais como GAS,
SAS, PCA, SEDS e ASES. Porém, a principal difereangee estes processos € a maneira como
ocorre o contato entre a solugdo organica e osahtente comprimido.

O principio béasico das técnicas anti-solvente eesib fato que o soluto seja
completamente miscivel no solvente organico e iwecou muito pouco miscivel no
antisolvente e, ainda, que o solvente organicoyaoema afinidade maior pelo anti-solvente do
que pelo soluto. Desta forma, quando a solu¢caandoto soluto é posta em contato com o anti-
solvente, a solubilidade do soluto no solvente migaé drasticamente reduzida, devido ao anti-
solvente causar um decréscimo no poder de solvatdoasolvente organico, levando a
precipitacdo do soluto na forma particulada.

A técnica de precipitacdo GAS (Géas Anti-Solventg) d primeiro método descrito
empregando anti-solvente pressurizado. Este métedwnstrara que a taxa de adicdo de um

gas anti-solvente pode ser programada para contataorfologia, tamanho e distribuicdo de
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tamanho dos cristais sob uma ampla faixa. Estesremutaplicaram esta propriedade para
recristalizar explosivos de dificil cominuicdo. Agéra 5.2 apresenta um diagrama esquematico
da técnica GAS (Franceschi, 2009).

Nesta técnica a solugdo é introduzida em uma camarmalmente de ago inox, com
temperatura controlada. Entéo, o anti-solventei@amhdo ou borbulhado pelo fundo da camara

através de um filtro dispersor a uma taxa constaréaleterminada e na temperatura em que a
operacao € realizada.

|
@ -

Bomba

—>» Precipitador

CcO2 i

Solugao

\T/

Figura 5.2 — Diagrama esquematico da técnica GAS (Joengl.,2001).

O anti-solvente € introduzido até que a pressaana& o valor final pré-definido
causando a expansao da solucdo liquida. A parfir Waa valvula de saida € aberta e
antisolvente puro é adicionado com o objetivo digaretodo o solvente organico de dentro da
camara de precipitacdo. Nesta etapa, a presséangaratura sdo mantidas constantes. O Ultimo
passo é a despressurizacdo da camara e a coletatdoal precipitado (Jounet al., 2001)
Nesta técnica as caracteristicas das particulaspjpaelas, sejam elas puras ou encapsuladas,
podem ser ajustadas pela temperatura, pressaodéasaicdo do anti-solvente e, em alguns
casos, pela agitacdo mecanica realizada na cameapaedipitacdo no sentido de aumentar o
contato do anti-solvente com a solugéo.

Neste trabalho, para fins de diferenciacdo, nairebs a técnica SAS quando o anti-
solvente estiver em estado supercritico e ASES dyuastiver em estado subcritico. Nestes

modos de processo, a solucdo e o anti-solventadiémnados simultaneamente em modo co-
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corrente por orificios diferentes ou contracorrqudea dentro da cdmara de precipitacdo, a qual
ja contém o anti-solvente. O mecanismo de contati@ ® anti-solvente e a solucdo é diferente,
comparado com o método GAS.

Quando a solugédo é aspergida no meio contendoi-sadwente, ocorre a geracao de
micro gotas desta, gerando um rpido contato esgreneios, levando a uma alta taxa de
supersaturacdo da solucdo. Este resultado gerarapida nucleacdo e crescimento, criando
consequentemente, mindsculas particulas. Paraapuea@ formacédo de micro gotas, a solucéo
normalmente é aspergida a uma pressao em torn@® tar2(2,0 MPa) superior a pressao de
operagdo da camara (Franceschi, 2009). A Figuranm8tra um diagrama esquemético da
técnica SAS.

Q@

Bomba de CO,

PRE-AQUE
Solugdo Orgénica CSO(}S:;'[?
CO,| CO,
CO2 .- )
- #
/ \
e

Jaqueta de Aquecimento
do Vaso

BOMBA DE SOLUCAO
ORGANICA

Figura 5.3 — Esquema do aparato experimental de producacadi&as por FSC
como antisolvente (SAS) ou ASES. (Jow@l.,2001)
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5.2. PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1. PrRobugAo DE M-NPs DE PHBV

Para producdo de M-NPs de PHBV foi utilizado eguipato Super Particle SAS
Modelo 200 (THAR®) (Figura 5.4). O equipamento agstesem duas bombas de alta presséo,
sendo uma bomba de fluxo continuo (THAR, model®®@)-para alimentacdo do anti-solvente
(CO,) e pressurizacao do sistema, e uma bomba pardd&giambém de fluxo continuo (THAR,
modelo P-50) para alimentagéo da solucdo orgabiicea camara de expansédo com sistema de
aquecimento interno e externo e duas valvulas aeraie de pressdo do tipo BPR (Back
Pressure Regulator), sendo uma (manual - SWAGELfidelo KPB1 S0A415P20000) para o
controle de pressao de entrada da solucdo orgé@rocéra (eletronica - THAR, modelo ABPR-
200) para controle de pressao de saida do antrgehapds passagem pelo sistema de expansao.
Um banho termostético (JULABO, modelo F-25) locadia antes da bomba do antisolvente para
liquefazer o gas e um trocador de calor (THAR, nothE) € localizado apdés a bomba de anti-
solvente para expansao do gas e melhor eficiérc@atsdo. O sistema foi monitorado por um
medidor de fluxo de massa (SIEMENS, modelo MSS08Q)m computador com software
disponibilizado pela THAR® para monitoramento e toole de pressurizacdo, aquecimento,

alimentacéao e fluxo do sistema.

Figura 5.4 —Imagem real do aparato experimental SAS — THAR.

O sistema de entrada e alimentagdo dos componemteaso de expansdo é composto

por um conjunto capilar/pick-tubo com diametro intereduzido de 180 pum, e operado em
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modo continuo co-corrente com uma pequena mudangistema de alimentagcédo do £m o
propésito de aumentar a turbuléncia no interioc@taara de expansédo como pode ser observado
no esquema da Figura 5.3. Este aparato consisienddstema de precipitacdo no qual o anti-
solvente e a solucéo organica sdo inseridos no depcamara de expansdo em que o soluto
formado é armazenado em um copo coletor e os daoaipostos sdo descarregados por uma
saida localizada no fundo do vaso. A expansdo @coem uma camara de expansado com
volume interno de 2 litros composta por um sistetaaaguecimento elétrico para manter a
temperatura interna controlada durante toda reaChonterior da camara de expansdo €
composta por um vaso coletor que possui no funddltrmde aco sinterizado com a funcao de
permitir apenas a passagem do solvente e antirdeleereter o soluto expandido. A mistura de
compostos que saem da camara de expansdo saorhcas para um vaso coletor de volume
interno igual a 500 mL e mantidos a uma pressatraada de 10 bar (1,0 MPa) com o uso de
uma valvula manual reguladora de presséo (GO, mdBeB-1A11B51111). As condi¢cBes de

operacao utilizadas no sistema de expansao séseapadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 —Condi¢bes operacionais utilizadas no sistema SAS paducio de NPs
de PHBV.

Condicdes operacionais Valores
Pressao da camara de expansao 85 bar (8,5 MPa)
Concentracao da solucéo organica 10 mg/mL
Fluxo de alimentacao da solucédo (PHBV + CHICI 5 mL/min
Fluxo de CQ 80 g/mL
Temperatura do vaso de expansao 313K

5.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1. CARACTERIZAGCAO DAS M-NPs DEPHBV.

As M-NPs de PHBYV obtidas via SAS foram caracte@gagor microscopia eletrénica
por varredura (MEV). Para melhor dispersédo e vizsagiio das particulas, as M-NPs foram
dispersas em agua destilada e posteriormente tegasiem uma laminula de vidro. Esperou-se

um intervalo de 18 horas para que a agua fossentrite evaporada restando sobre a laminula
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apenas M-NPs dispersas. Para o processo de MEM@sras foram metalizadas com ouro por
um intervalo de 15 min sob uma corrente de ionizacd&/ mA e um vacuo de 10 Pa. As
amostras foram capturadas com uso do software S$&bB@cido pela SHIMADZU e
posteriormente analisadas com software ImajeJ 1(Mgyne Rasband, National Institute of
Health, USA).

As imagens obtidas mostraram (Figura 2.4) M-NP®idB8V com um diametro médio
de 916,26 = 374,72 nm, cerca de 500 particulagf@aalisadas em termos de tamanhos com o
uso do software ImageJ e a distribuicdo de tamanhbsada e ajustada no gréfico pelo método
de Gauss (Figura 5.5). Podem-se observar algumasi¢oes de aglomerados ou ligagdes entre
particulas que se originaram durante o processcem®cdo do solvente organico ainda no

interior da camara de expansao.

Média = 916,26 + 374,72

N° de Observagdes
8

AccY  Probe Mag WD Det No. ——
15.0kV 40  x 30000 18 SE 1 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000

Distribuigdo de tamanho (pum)

Figura 5.5 —Imagens obtidas por MEV das M-NPs de PHBV com Magiei de: a) X
2.000; b) x 6.000; c) x 30.000, e d) Distribuic@tdmanho das M-NPs e tamanho médio.

A producgédo de particulas utilizando a técnica coovmal do SAS neste capitulo foi
aplicada utilizando apenas uma condicéo, apresemi@dabela 5.1, considerando que diferentes
condicOes para este sistema ja foram bastanteragp®em trabalhos de diversos autores como:
Pimentel, 2010 e Franceschi, 2009.
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Pimentel, 2010, obteve particulas de PHBV pelo d@®AS na ordem entre 1 a 3 um,
e Frenceschi, 2009, em diversas condi¢des obtatieydas em que o diametro médio variou de
0,278 a 89 pm.

5.4. CoNCLUSOES

Nesta segunda parte experimental foi apresentadomdétodo para producdo de
particulas de PHBV no qual foi utilizada a técrs&S e o C@SC como anti-sonvente. O estudo
abordado promoveu a producdo de particulas na odd#emicro e nanémetros com tamanho
médio de 916,26 + 374,72 nm. PAde ser observadesemca de aglomerados que podem ter
surgido em decorréncia da auséncia ou minima edfstita tensoativa do GOC. Esta
ocorréncia faz com que a forma esférica das gasicaé modifique ou coalescem umas nas
outras durante o tempo de remocao do solvente icog@or meio do CeBC. Tais resultados
indicaram a necessidade de novos estudos em fulgz@eelhor dispersdo das particulas apos
remocdo do solvente organico e processo de secdgertanto os proximos capitulos séo
destinados ao estudo de técnicas que promovaneagdiot de particulas com melhores aspectos

morfologicos e tamanhos médios reduzidos.

Giufrida, 2013 66



Capitulo VI

6. PRODUCAO DE M-NPs DEPHBV A PARTIR DA TECNICA DE EMULSAO

SIMPLES

Neste capitulo sdo abordados alguns conceitoscde#s de emulséo para a producao
de sistemas matriciais / particulados que possamiriboir para a obtencdo de particulas em
escalas micro e nanométricas com melhor polidi§per® principio de formacdo de uma
emulsdo do tipo agua/oleo (A/O) é abordado pararcgugdo de emulsdes consideradas
simples/unicas envolvendo o polimero em estudo PHEVpeso molecular original (Capitulo
), o surfactante PVA e os solventes organico0GH: DCM. Esta técnica foi explorada com o
intuito de conhecer o comportamento do polimero PHBante da formagdo de micelas,
evaporacao/remocdo do solvente organico, interacéstabilidade do mesmo na presenca de

surfactantes, entre outros fatores que possamilmaintno direcionamento deste trabalho.

6.1. INTRODUCAO

Os métodos de preparacdo de M-NPs a partir de palgnpré-formados, como os
poliésteres alifaticos, sdo particularmente adastqdira incorporar principios ativos lipofilicos,
e as M-NPs devem ser preparadas com base numapaaéipio ativo/polimero adequada a
obtencdo de uma elevada eficiéncia de encapsulg¢asicidade reduzida (Souto, 2012). A
emulsdo é uma das técnicas mais utilizadas e maiars para o processo de polimerizagdo em
que envolve emulsdo simples e microemulsdo. Pdliagio por emulsdo é comumente

conhecida e muito utilizada como técnica de polinagéo de heterofases.

6.1.1. EMULSAO SIMPLES E EMULSAO DUPLA

Uma emulsao € uma dispersao constituida de doisitis ndo misciveis entre eles. Um
dos liquidos é dominado na fase continua, disperganexterna da emulsdo, enquanto o outro é
dominado na fase interna ou dispersa. As emulsdgses sao classificadas como do tipo 6leo
em agua (O/A), aquela em que o Gleo constitui @ fispersa e a agua a fase continua (Figura
6.1).
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Figura 6.1 —Esquema do processo de emulsao do tipo oleo/aghd. (O

Caso ocorra a agua como fase dispersa, ou saj@esd e teremos emulsdes do tipo

agua em Oleo (A/O) (Figura 6.2).

agitacao
Emulsao A/O
‘/\. </__\,
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> >
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Figura 6.2 —Esquema do processo de emulsao do tipo agua/ol€n.(A

As emulsfes duplas podem ser do tipo agua-6leo-Gg@A) ou do tipo Oleo-agua-

oleo (O/A/O). Sao sistemas heterodispersivos caroplejue também podem ser usados em

processos de nanoencapsulacdo. Em duplas emulsfese anterna € em si uma emulsao

separada da fase de outro liquido pela propria damgee a forma, isso permite a formacgéo de

um “ndcleo” no interior da particula obtida. O peeso de emulsdo de duas fases é preparado

com a presenca de dois surfactantes: um dominairt#dbico usado para estabilizar a interface

A/O interna da emulsdo e um dominante hidrofili@apestabilizar a interface externa de

glébulos de éleo se a emulséo for do tipo A/O/A.

Giufrida, 2013

68



Capitulo VI

Oleo/Agua/Oleo Agua/Oleo/Agua
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Figura 6.3 —Tipos de emulséo dupla.

O método de dupla emulsdo € uma unido entre osdo®tde nanoprecipitacdo e
emulsado-difusdo, nele primeiramente uma emulsédo &feparada com auxilio de ultra-som
que emulsificard uma fase orgéanica contendo unestdve um polimero mais uma fase aquosa
contendo um principio ativo, por exemplo. Apos impira emulsificacdo a emulsédo é colocada
em uma segunda fase aquosa, contendo surfactaat@mente emulsificada também com o uso
de ultra-som ou ultra-agitador formando a fasermaeda emulséo, e por fim esta emulsdo é
adicionada em um meio aquoso denominado fase extergual permanecera sob leve agitacao

para ocorrer difusdo/evaporacao do solvente orgdkigura 6.4).

Ultra-som >
< Evaporagao/
‘ ﬂ Primeira emulsdo > Difusdo do
emulsdo (A/O/A) Solvente
(O/A)

Figura 6.4 — Esquema ilustrativo da preparacdo de uma dupldséo utilizando ultra-

som seguido de evaporacao/difusdo do solvente iocayan

O papel do surfactante nesse tipo de nanocapsutasnar um filme e uma barreira
para a liberagcdo da droga na interface internam @iso, a eficiéncia de encapsulacdo e o
tamanho médio das particulas também sao afetattosigee de surfactante usado na preparacao

da emulséo (Tavares, 2011).
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6.1.2. NANOPRECIPITACAO

Existem varias técnicas potencialmente (teis pargrexipitacdo de particulas
poliméricas biodegradaveis. O método de nanoptecéd € uma técnica simples, de facil
realizacdo que tem sido amplamente utilizada npapagédo de NPs (Hasmam, 2009), e baseia-
se numa emulsificacdo espontanea da fase integ@mioa contendo o polimero dissolvido na
fase externa aquosa, obtendo nanoesferas. Essedométonbém é conhecido como
deslocamento/substituicdo do solvente ou deposigi@ofacial. No processo de formagao a
partir do método de nanoprecipitacdo é necessafwesenca de um solvente, geralmente
organico e um nao solvente, geralmente agua, suistéormadora de filme (polimero), uma
substancia ativa (farmaco) e um agente estabibzésurfactante) (Figura 6.5). Para se obter
nanocpsulas com nucleo lipofilico, o processordpgracdo deve levar em conta a velocidade
de agitacdo da fase aquosa e a velocidade de atlidase organica (Tavares, 2011).

Solvente Organico
+

Polimero
+

Farmaco

Agitagio €«——

‘
</—-'—‘—'—\
\“‘_—/

>

Agua
- F

nicleo polimérico v Surfactante

Nanocéapsulas com

Figura 6.5 - Esquema ilustrativo do processo de producdo deicplas por

nanoprecipitagao.

Segundo o trabalho de Sugimoto, 1987, para o psoads precipitacdo de polimeros, a
formacdo de particulas pelo método de nanoprecgmtacorre em trés estagios: nucleacéao,
crescimento e agregacdo, onde a etapa que cordespdnmudanca entre nucleacdo e
crescimento determina a uniformidade das particeles producédo de cada etapa determina o
tamanho das particulas. Por outro lado, a tramsfer@&@le massa entre dois liquidos e o efeito
Gibbs-Marangoni, determinam que a formacdo de Nfesra devido a diferenca de tenséo
superficial, e dessa forma a formacéo de nanocpsulorre devido a agregacao de polimeros
em goticulas de emulsdes estabilizadas, onde aag#® e o crescimento ndo estdo envolvidos
(McManaweyet al, 1973).
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De acordo com o trabalho de Schaffazick, 2006azast de encapsulacao obtidas sao
elevadas para farmacos lipofilicos. A formacdo dasocapsulas baseia-se no fato de que
quando a fase orgéanica, contendo o polimero eq éleertida na fase aquosa (nao-solvente), as
vesiculas sdo formadas por emulsificacdo espont@repanto o solvente difunde no néao-
solvente. Assim, polimero insolavel tanto no dlemmo no ndo solvente, € dessolvatado na
interface dos dois componentes imisciveis. Enttetanmétodo de nanoprecipitacdo apresenta
algumas limitacdes, tais como a impossibilidadeatausado para farmacos que néo sao soluveis
nestes solventes (misciveis com a &agua) e a diidel de escolha do sistema
farmaco/polimero/solvente/ndo-solvente, em que adicplas possam ser formadas e a

substancia ativa eficientemente encapsulada.

6.1.3. EMULSIFICACAO -DIFUSAO

Em comparacdo com os métodos de producdo de NRépohs a partir de
polimerizacdo de mondmeros, a preparacao utilizpotimeros pré-formados € mais facilmente
controlavel, de maior rendimento, e pode ser radéizpor emulsificagdo-difusdo do solvente
(Souto, 2012).

A técnica de emulsificacdo-difusdsalting-ou) foi primeiramente estudada por
Quintanar-Guerrero (1997), e consiste na dissoldgdpolimero de encapsulacdo num solvente
parcialmente solivel em agua. ApO0s emulsificac&stadéase, sob agitacdo vigorosa, numa
solucdo aquosa contendo um estabilizador, adigerggua ao sistema, o que provoca a difusdo
do solvente para a fase externa e a formacdo deesf@nas ou nanocapsulas, de acordo com a
razao oOleo/polimero. O solvente € eliminado pormeracdo sob lenta agitacdo mecéanica ou
magnética, de acordo com o seu ponto de ebuliggaré-6.6). Este processo utiliza solventes
organicos aceitaveis do ponto de vista farmacéuti&o necessita de passos de homogeneizacao,
conduz a rendimentos elevados, € reprodutivel #mi@cte transposto a escala industrial, e
eficaz na encapsulacdo de farmacos lipofilicosvéSiR003 apud Quintanar-Guerreeb al,
1998).
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Soluc¢do de lipidios
+
solvente saturado com 4gua

Emulsio A/O G

Estabilizador polimérico
+ -«
solvente saturado com 4gua

| , Aguapura

Emulsificacdo Difuséo do solvente organico
Agitagdo rapida Agitacdo lenta
(8.000 rpm) (300 rpm)

Figura 6.6 - Esquema ilustrativo do processo de producdo deicplas por

emulsificagao-disuséao.

Os principios ativos hidrossoliveis podem ser ipo@dos por dispersao numa fase
aguosa, que posteriormente vai constituir a fasna de uma emulsdo mualtipla A/O/A. Este
processo é particularmente adequado para a inem@orde peptideos e proteinas em
nanoesferas. Neste caso, como a fase aquosa iéemn&ndéncia para coalescer durante a
agitacao, a presenca de um tensoativo na faseicagaressencial para aumentar a estabilidade
da emulsédo primaria A/O em consequiéncia da emutsidtipla A/O/A (Souto, 2012).

Guinebretiereet al, 2002, prepararam nanocapsulas (NC) utilizandmé&odo de
emulsificacao-difusdo. A emulséo foi preparada dsamm agitador de alta velocidade
(Ultraturrax T25). O mecanismo de formacdo de palds foi baseado na difusdo do solvente
seguido da deposicéao do polimero em torno da gotded. O solvente parcialmente solivel em
agua e incluso nas gotas difusas foi adicionadouammeio externo médio aquoso apos a
difusdo da emulsdo com agua. Neste trabalho fadadb o controle do tamanho das NC, os
efeitos de varios parametros da emulsdo, como erue concentracdo do polimero,
estabilizador, a fase aquoso-organica, morfologeaNIC e tamanho. O tamanho médio das NCs
foi de 500 nm, mas pode ser observada uma faixandanho de diametro entre 200 a 1.000 nm.
Segundo Guinebretiert al, 2002, o mecanismo de formacdo baseado na dific&olvente
para a fase aquosa foi muito rapido e o nivel déticia depende no volume de agua.

Muitos métodos tém sido usados para preparacaoRrdg fdnto para polimeros naturais

como sintéticos. Alguns dos processos comumentioagaara a preparacdo de microparticulas
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de polimeros biodegradaveis incluem separacao sis,favaporacdo e extracdo de solvente,
técnicas de fluido supercriticospray drying O processo de emulsdo/evaporagcdo do solvente
organico proposto por diversos autores represemta metodo facil e reprodutivo que

proporciona particulas com uniformidade de tamg/haoagoet al, 2008).

6.2. PARTE EXPERIMENTAL

6.2.1. EMULSAO SIMPLES - PREPARACAO

Diferentes condi¢cdes foram abordadas durante aapaefo das emulsdes simples
modificando parametros como: concentragdo do seliduncédo do solvente organico, tipo do
solvente organico, concentracdo do surfactanteunved dos componentes da emulséo,

frequéncia e tempo do ultrasonicador (Tabela 6.1).

Tabela 6.1 -Condic¢Ges utilizadas durante a preparacao das eesussmples.

Met. | PHBV/Mw: Solvente PVA Poténcia PVA (Fase
N°. | 214.589 Da| Organico/Vol. | (Fase Interna) Ultrason externa)
Vol. / % (Freq./Temp.) Vol. / %
1 50 mg CHG/6 mL 5mL/5% 75W/3min| 200mL/0,5%
2 50 mg CHG/1mL | 10mL/0,1%| 75W/2minn 200 mL /0,25 %
3 10 mg CHGJ/ 6 mL 5mL/5% 75 W /3 min 200mL /0,5 %
4 25 mg DCM /0,6 mL 2mL/1% 25W/15s4g. 50h9,3 %
5 30 mg DCM /0,6 mL 2mL/1% 50W/2min 200 mQ,3 %
6 8 mg DCM /2 mL 5mL/5% 50W/2mip 200 mL,0 %
7 16 mg DCM /2 mL 5mL/5% | ®50W/3min| 200mL/1,0%

@ Frequiéncia do ultrason em modo pulso (10 pulsos).

A metodologia base para a preparacdo das emulséessed primeiramente na
preparacao das solucbes de surfactante em difsreoteentracdes (para fase interna e externa
da emulsdo) em base aquosa (agua deionizada). t.quuimero PHBV foi dissolvido em
solvente organico em condi¢Oes estabelecidas, termomente adicionado ao volume de
solugéo de surfactante preparado para fase intereaulsao. Esta mistura de soluc¢des (solugcao
organica + solucdo aquosa) foi submetida a ultieadar de alta freqiéncia (OMNI CORP,

modelo OmniIRUPTOR 250) em condi¢des estabelecidgmténcia (W) e tempo (min ou seg)
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utilizando banho de gelo para evitar ganho excess#vtemperatura. Posteriormente a emulsao
gerada foi introduzida na solugdo aquosa de sarfeztpreparada para a fase externa no qual
permaneceu sob leve agitacdo durante aproximadanmienh para completa evaporacdo do

solvente organico.

6.2.2. REMOCAO DO SURFACTANTE

Apos ter evaporado por completo o solvente orgada® particulas dispersas na fase
aquosa, foi necessario remocédo do surfactante.l¥¢@m foi centrifugada a uma rotacdo de
15.000 rpm e descartado o sobrenadante compost@aq@ e surfactante. Novamente as
particulas foram dispersas em agua deionizadarmasa lavagem. O processo de lavagem foi

realizado trés vezes para completa remog¢&o do PVA.

6.2.3. SECAGEM DAS PARTICULAS

O processo de producao de particulas por técnieandésdo pode ser finalizado apenas
com a lavagem caso o intuito do trabalho seja masteamostras dispersas em agua ou outro
meio. Porém, se o objetivo for a obtencdo de pdascem estado solido € necesséario que seja
feito um processo de secagem para remocao da aguprsjudicar a morfologia das particulas.
Existem algumas técnicas de secagem de sistemdigulaalos utilizadas na industria
farmacéutica comapray-drier, leito fluidizado, liofilizador, etc. As amostrasbtidas neste
trabalho foram secas pelo método de liofilizacdadeo as mesmas sdo congeladas e

posteriormente secas sob vacum a baixa temperatura.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

As condicbes aplicadas ao método de emulséao sindplépo agua e Oleo seguido de
evaporacao de solvente organico em condi¢cdes atabjeresultaram na obtencdo de M-NPs
com variados tamanhos médios. Nao foi realizade tis estabilidade da emulséo, no entanto as
particulas se mostraram estaveis no periodo pegeat e as amostras obtidas foram secas para
processo de caracterizacdo em termos de morfolegiamanho. Técnica de microscopia

eletrénica por varredura (MEV) foi utilizada patstencado de tamanho e aspectos morfolégicos
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das M-NPs. As imagens foram obtidas com o uso demionoscopio eletrbnico da marca
SHIMADZU (Modelo SS-550). Para melhor visualizagdas particulas, as mesmas foram
dispersas em agua destilada e posteriormente tegasiem uma laminula de vidro. Esperou-se
um intervalo de aproximadamente 18 horas para @gua fosse totalmente evaporada restando
sobre a laminula apenas M-NPs secas. De acordo pmuedimento de operacdo do MEV, as
amostras primeiramente foram submetidas a um poads metalizagdo com ouro durante um
intervalo de tempo de 15 min sob uma corrente digagéo ~ 7 mA e um vacuo de 10 Pa.

O tamanho das particulas foi obtido por meio dawsoke Imaged 1.44p (Wayne
Rasband — National Institutes of Health, USA), distribuicdo de tamanho obtida com o uso do
software Statistica ver. 8.0. Algumas particulagarfo caracterizadas pelo método de DLS
(Dynamic Light Scattering), em que as mesmas fodiéspersas em agua deionizada durante
processo de preparacao e obtencdo da distribuggthnho médio das mesmas.

Diante dos resultados obtidos € possivel avaliggnpetros que mais influenciam em
termos de tamanho e distribuicdo de tamanho dakylas como: concentragdo do polimero,
tipo do solvente orgéanico, concentracdo de surigetaas fases interna e externa, potencia e
tempo de aplicacdo do ultra-som de alta frequié@mano observado no Capitulo Ill, item 3.8, o
peso molecular (Mw) do PHBV é 228.515 Da, relatieate alto se tratando de formacédo de
sistemas matriciais em escala micro e nanoméfttigaeso molecular considera sendo o nimero
de unidades de repeticdo pelo peso da estruturebiula, que mesmo completamente isolada
apresentara um tamanho limite de reducdo para f@onde uma particula. Com base nesse
conceito é previsto que o tamanho das particul@snseordem de micro e nanémetro. A analise
dos resultados é apresentada de acordo com aré@itey@o das Figuras a seguir.

As diferentes condi¢cdes experimentais abordadasranosias imagens microscopicas
um variado tamanho médio de particulas. A Figuraréfere-se as particulas obtidas a partir da
condicdo N° 1, e por meio da distribuicdo de tarnafffigura 6.7.d) pode-se observar que o
tamanho médio das particulas € igual a 21 um, paoéservando a distribuicdo na ordem de
tamanho e nimero de contagem nota-se que existas mhpulacbes que sobressaem. Se
separarmos em duas populacdes tera tamanhos nlédlgds15 + 3,19 um e 28,36 + 4,0 um. As
duas populacdes podem ser separadas utilizande-geodesso de centrifugacdo com niveis
diferentes de velocidade. Este procedimento sateressante se o tamanho médio das duas
populacbes apresentasse grande diferenca entreabes por exemplo, ordem de nm e um. E
possivel notar a presenca de grandes aglomeragégmde ser oriundos do coalescimento entre
duas ou mais particulas durante o processo de eg@modo solvente organico, lavagem ou

secagem.
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Figura 6.7 —Imagens das particulas obtidas por MEV (a: x1881DB0 e c: x30.000), e
(d) distribuicdo de tamanho obtidos a partir dedogiio N° 1 da Tabela 6.1.

Uma melhor eficiéncia na distribuicdo de tamanhs particulas pode ser observada
nos resultados pertencentes a condicbes N° 2 amseadas imagens da Figura 6.8. A
distribuicdo de tamanho mostra uma populacédo eenoictescente de quantidade de particulas
em relagéo ao decréscimo do tamanho obtendo ummkemmaédio de 0,87 + 0,5 um, no entanto
a presenca de aglomerados destaca-se com a formegiandes fragmentos compostos pela
unido de centenas de particulas da mesma ordeamd@ho.

Os resultados pertinentes a condicdo N° 3 apreaemtama melhor dispersidade das
particulas, essa evolugcédo pode ser consideraddadawieducdo da massa de PHBV em relagéo
ao solvente organico, pois as demais condi¢cfes gmeoem praticamente iguais ao N° 1. A
distribuicdo de tamanho apresentada na Figura 68udta em particulas com tamanho médio
de 0,75 £ 0,54 um. Alguns tracos de aglomeracdoeapa nas imagens de microscopia da

Figura 6.9, porém a grande maioria das particutzstnarse dispersas.
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Figura 6.8 —Imagens das particulas obtidas por MEV (a: x80&2b700 e c: x9.500),
e (d) distribuicdo de tamanho obtidos a partiraladccdo N° 2 da Tabela 6.1.

Nos resultados apresentados acima foi utilizaddH€lgcomo solvente organico para
os experimentos de 1 a 3, e nos experimentos €m@tre utilizou-se o DCM. Tal modificacéo foi
abordada com a intencdo de avaliar o comportaméotsolvente organico em relacdo ao
tamanho e morfologia das particulas. Os dois stdgepossuem pontos de pressédo de vapor
diferentes, o que influéncia na acomodacédo da testrpolimérica na formacdo da matriz
durante a evaporacao/extracdo do solvente. Midiopkas de biopolimeros carregadas de
bioativos tem sido descritos na literatura por evagao do solvente usando o DCM como a fase
solvente e o co-polimero PHBV como matriz biopolice e a eficiéncia de encapsulamento
reportada varia entre 40 — 60 % (Fadt@l, 2013).

No experimento (N° 4) contendo DCM para a formagde@mulsdo os resultados nao
foram como esperados. A analise das imagens deosuapia apresentada na Figura 6.10
resultou em um tamanho médio das particulas bemaada ordem de 1 um, ou seja, um
tamanho médio igual a 32,32 + 19,09 um e a presg@aghuas populacdes, sendo a maior com
um tamanho em torno de 25 um e uma menor em ta@n@dum. Este grande aumento no
tamanho das particulas deve-se diretamente emdutg&educdo da poténcia e do tempo de

ultrason (25 W/15 seg) durante a reacdo. A reddigiem busca de amenizar os tracos de
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coalescéncia presente nas amostras no termincodegso, porém, a poténcia oferecida néo foi
suficiente o bastante para quebrar de forma honeagérem tamanhos menores as gotas durante

a formacéo das micelas da emulséo.
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Figura 6.9 —Imagens das particulas obtidas por MEV (a: x10.000x6.000 e c:
x3.700), e (d) distribuicdo de tamanho obtidosrémpda condicdo N° 3 da Tabela 6.1.

Mesmo ndo tendo bons resultados com a reducdotéagme do ultrason na condicdo
N° 3, mantiveram-se a poténcia um pouco abaixo pieseiras condicdes estabelecendo a
mesma para 50 W nas trés ultimas condi¢cdes daatéliel A massa do polimero para a condicao
de N° 5 (Figura 6.11) foi alterada para 30 mg/minauconcentracdo um pouco acima da
anterior. Os resultados mostram uma melhora relatiw relacdo a reducdo da presenca de
aglomerados de particulas e melhor distribuicatad®nho. As condicdes expressas resultaram
em particulas com diametro médio de 1,39 + 0,84com a presenca de particulas fundidas
umas entre as outras. Durante o processo de lavdgemarticulas para remocao do surfactante,
foi utilizado o ultra-som em baixa frequéncia parglhor disperséo das particulas, porém notou-
se que o0 uso em excesso desta técnica pode cordlarire afetar a morfologia das particulas

formando aglomerados de particulas fundidas/dedeasda
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Tal fenbmeno pode ser visualizado também na Figura, em que muitas particulas
aparecem fundidas umas nas outras, e ao mesmo tepgssivel notar também que as mesmas
particulas obtiveram boa morfologia durante o mscenicial de formacédo da emulsdo. Em
decorréncia dos fenbmenos de coalescéncia e de&diongara a condicdo experimental N° 6
foram modificadas condi¢cdes de massa do polimeroneentracdo do surfactante. Obteve-se
uma melhora relativa, considerando que ainda eyistsenca de aglomerados, no entanto o
tamanho médio do diametro das particulas reduatabge, obtendo um tamanho médio de 0,55
+ 0,36 um, no entanto a distribuicdo de tamanhim vis item (b) da Figura 6.12 apresenta um
deslocamento amplo em relacdo ao tamanho maximpagisulas que € em torno de 1,64 um.

Por fim uma ultima condicdo foi atribuida a estegeeimentos. Considerando que as
particulas da condicdo experimental N° 6 foram balgimas pequenas modificacbes foram
aplicadas na condicdo N° 7. A massa do PHBV foratidy mantiveram-se as concentracdes de
surfactante e aumentou o tempo de ultrason para % mtilizou uma frequéncia de 50 W em
modo de pulsos (10 pulsos) para melhor homogeréozaa emulséo. Desta forma foram

obtidas particulas com um tamanho médio de 0,3383um (Figura 6.13).
] v : b) v Ty

ﬁg Y
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Figura 6.12 —Imagens das particulas obtidas por MEV (a: x14.000¢18.000 e c:
x33.000), e (d) distribuicdo de tamanho obtidoaripda condicdo N° 6 da Tabela 6.1.
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Figura 6.13 —Imagens das particulas obtidas por MEV (a: x20.@0%40.000 e c:
x30.000), e (d) distribuicdo de tamanho obtidoaripda condigcdo N° 7 da Tabela 6.1.

Tragos de particulas fundidas ainda se mostranemiesas imagens, portanto outro
método experimental sera abordado no Capitulo Millbeisca de amenizar este problema. Os
resultados obtidos diante das condi¢des explonaai@sa producdo de MPs e NPs mostrados na
discussdo acima sao reunidos na Tabela 6.2 parhomelsualizagdo da evolugdo dos
experimentos.

Tabela 6.2 -Tamanho das particulas em relacéo as condicOesmentais.

Condigao experimental Tamanho das

No° particulas (um)
21,00 = 8,00
0,870 + 0,50
0,750 £ 0,54
32,32 + 19,09
1,390 £ 0,84
0,550 + 0,36
0,340 + 0,33

N[OOI W N
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6.4. CONCLUSOES

A abordagem da técnica de emulsdo simples pardeagio de M-NPs de polimeros
biodegradaveis conduz a um conhecimento do compert dos materiais perante
componentes misciveis e ndo misciveis durante dupém de sistemas matriciais. Como foi
mostrado neste capitulo, diversos fatores duraftenmeacdo de uma emulsdo do tipo 4gua e dleo
podem influenciar na formacéao inicial das micelzs,acomodacéo das estruturas poliméricas
durante extracdo do solvente e por fim na morfaldgfial das particulas, sejam elas secas ou
dispersas em solucdo. Dentre as diferentes corddedeoradas para a producdo das particulas
foi possivel obter tamanhos que variam entre 0z338,32 um.

Sendo assim, os estudos de emulsdo simples vis&is napitulo serdo de extrema
importancia para o desenvolvimento dos proximositels, onde abordaremos estudos
envolvendo técnica de emulsdo seguida de extragdsotiente organico por FSC. As
observacodes realizadas a partir dos resultadoslitasntes condicdes de emulsdo mostradas
aqui serdo fundamentais na escolha de melhores¢céasdcomo: escolha do solvente organico,
concentracdo de polimero, concentracédo de surtacite., para serem utilizadas na preparacao

da emulsdo seguida de técnica de extracdo do $elpenCQSC.
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7. PrRODUCAO DE MPs DE PHBV UTILIZANDO NOVA TECN ICA COM
FORMACAO DE EMULSAO SEGUIDA DE EXTRACAO DE SOLVENTE POR
FSC.

A producédo de sistemas particulados a partir dedas de emulsdo convencionais tem
apresentado algumas dificuldades durante o procasaoetando em pontos negativos nos
resultados finais do processo. Como vimos nos api¥ e V, o uso do solvente organico bem
como sua remocdo durante o processo de producé@denet diretamente na qualidade das
particulas em termos de morfologia e distribuicGdasmanho. Tomando como base a técnica de
extracdo de solvente organico da emulsao por flsigercritico (SFEE) do inglés “supercritical
fluid extraction of emulsion”, neste trabalho feiatlo um sistema em que envolve a formacéo
de uma emulséo instantdnea constituida da mistuuand solugédo organica contendo polimero e
droga e outra solugdo aguosa contendo uma conc@otc@nhecida de surfactante seguido de
extracdo do solvente organico em condicdes supeasii Sabe-se que para manter a
estabilidade de uma emulsdo € necessario inserietogiro componente, um surfactante, o qual
fornece cargas em torno das goticulas que ajudampadir a floculagdo e coalescéncia
aumentando a estabilidade da emulséo. Desta fammotsolvente também pode ser adicionado
para aumentar ainda mais a area superficial, dimdouassim a tensdo superficial. Com este
sistema é possivel estabelecer e variar condicoe® @ercentual de cada componente da
mistura da emulséo, fluxo de entrada da emulséxe fle entrada do FSC (@QOtemperatura e

pressao.

7.1 |INTRODUCAO

Uma nova tecnologia promissora para a producdo atdicplas nanométricas de
substancias naturais é representada pelo uso dee®S@na combinagcdo com micro e nano-
emulsdes, o0 qual representa vantagem sobre esseatidos separados (Mezzorabal, 2012).
Técnicas com FSC tém sido desenvolvidas para prenmedutos livre de solvente organico e
alternativa efetiva para métodos tradicionais decgssamento de drogas e polimeros,
contornando muitos dos problemas associados camicédctradicionais (Zhangt al, 2012).
Evaporacgédo convencional de solvente usualmentegeoem baixa velocidade e pode requerer
altas temperaturas ou pressoes reduzidas paraatimisolvente organico; extracdo de solvente
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requer uma grande quantidade de uma fase antiselyEmra extrair o solvente. Processos
baseados em FSC tém sido propostos na literatuaar@aocao de solvente organico durante a
producao de sistemas micro e nanoparticulados.

Precipitacdo envolvendo antisolvente supercrigco sido usada freqientemente para a
producao de NPs, mas interacdes complexas entilibequde fases a altas pressdes, dinamicas
do fluido e transferéncia de massa tem se tornamtadicdes favoraveis para a producédo de NPs
(Campardelliet al.,2012).

Extracdo supercritica da emulsdo foi descrito gam@ducdo de micro esferas de
polimero/droga com tamanho e distribuicdo contadadParticularmente, GGupercritico foi
proposto como agente extrator de solvente orgéootido na fase dispersa de uma emulséao,
deixando as microparticulas aproximadamente ligeesolvente orgéanico (Faled al, 2013). O
processo de extracdo por FSC tem sido proposto yraea eliminacao efetiva de solventes
organicos; por exemplo, de emulsdes o/a para aupdodde suspensdo de microparticulas,
usando o processo de extracao da emulsdo por F8tp@cdelliet al, 2012).

Para micro emulsdes convencionais considerando, agle e surfactante, o
comportamento de fases do sistema, tensdo superf@gi e curvatura precisam estar
correlacionados. Ambas as fases aquosa e orgaod=s po entanto, se dispersa em,Ca@r
estabilidade suficiente para a interface. A foricgiosizavel do CQ proporciona oportunidade
para manipular as propriedades da emulséo e petaaguapidamente as emulsdes no final do
processo por despressurizacao (Raattal.,2001).

Uma modificacdo no sistema atual de extracdo dds@mé apresentada com o intuito
de promover a formacdo de uma emulséo seguidatade@a do solvente organico com FSC em
uma Unica etapa do processo, ocasionando uma éodialinterfacial durante o deslocamento
do solvente, com formacéo de turbilhdes do solveataterface, produzindo goticulas micro-
nano que sdo entdo transformadas em M-NPs solidaslq o solvente migra para a dispersao

da fase ndo-solvente devido também uma diminum@aizada da tenséo interfacial dindmica.

7.2. PARTE EXPERIMENTAL

7.2.1. PREPARACAO DAS SOLUCOES

Os materiais utilizados neste capitulo assim cones demais também foram
apresentados no capitulo 1ll. A metodologia utdaapara a producdo de M-NPs deu-se

primeiramente a partir da preparacao das solugi@erdo polimero + solvente e surfactante +
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agua. O polimero, PHBYV de peso molecular originasblubilizado em DCM em concentracdes
estimadas de acordo com a Tabela 7.1, da mesma frsarfactante PVA, foi dissolvido em
agua destilada em condi¢cfes também estabelecidassma tabela.

7.2.2. FORMACAO DA EMULSAO E EXTRACA O DO SOLVENTE

ORGANICO

O aparato experimental utilizado foi o SAS moditicacomo pode ser visto na Figura
7.1. Em primeiro momento foram estabelecidas adi¢coas fixas do sistema como temperatura
(313 K) e presséao (8,0 MPa). O processo de formda&emulséo se deu primeiramente com a
mistura envolvendo dois liquidos ndo misciveis cagoa e Oleo. Neste caso consideremos a
fase organica como “6leo”, constituida de PHBV +ND@ a fase aquosa composta por agua +
PVA. As diferentes fases da mistura foram adiciasagb sistema ao mesmo tempo utlizando-se
de duas bombas de liquido a alta presséo por diesreaminhos. A solucdo de surfactante foi
alimentada pela bomba (1) e a solucdo organicahmetda (2), e ambas conduzidas por tubos
de diametro interno igual a 1/16”. Ambas as bongmssuem valvulas do tipo check valvula que
impedem o retorno das solugcdes para as mesmaseriBosente, as duas solugbes se
encontraram em uma unido do tipo “T” localizadaqmoantes de uma valvula de controle de
presséo do tipo BPR descrita em outros capitulsts Eido proporcionou uma mistura entre as
duas solucbes em condi¢cOes estabelecidas de fllwan&entracdo no qual gerou uma pré-
emulsdo. Apos passar pela valvula BPR a emulsamfaiuzida até a entrada do reator no qual
€ composto por um capilar que proporcionou a remldgddiametro interno da entrada para 150
um. A reducdo da entrada da alimentacédo do reaterdomo propdésito quebrar em tamanhos
iguais as goticulas da emulsédo e ao mesmo tempozired tamanho das mesmas
proporcionando melhor resultado final na producas g@articulas. Paralelo a formacdo da
emulsdo, alimentou o sistema com #n condi¢cdes supercriticas para realizar a extrdoa
solvente organico. O COfoi conduzido por meio de uma bomba de alta peegsiBsando
sequencialmente por um pré-aquecedor em que adgumpeeraturas estabelecidas ao sistema, e
posteriormente alimentado no reator por uma entil@ddiametro interno igual a 1/16” paralela
ao capilar, e outra entrada lateral de diametrermat igual a 1/8”. O reator permanece sob
condicOes de presséo e temperatura estabelecidageltodo processo. A emulséo gerada fica
suspensa em um vaso coletor no interior do reatomestura contendo G@ solvente organico

€ conduzida até um reator menor, em que chamaencsletor de solvente, no qual ocorre uma
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leve despressurizacdo gerando uma separacdo de faseazenando apenas 0 solvente e

descartando o CO

7.2.3. REMOCAO DO SURFACTANTE RESIDUAL

Uma terceira etapa do processo € necessaria pasegufeita a remocgao do surfactante
que fica junto com a solucéo aquosa e nao podetsémente arrastada com ¢X. A remocao
do PVA residual pode ser feita seguindo a mesmaduokigia utilizada para o processo de
emulsdo convencional (Capitulo VI — Item 6.2.2)J®@a emulséo é centrifugada sob alta rotacéo
para que haja separacao das particulas, e seréazogdo do sobrenadante e posteriormente re-

dispersa as particulas em agua destilada ou dedmiaté que ndo haja mais presenca de

surfactante.
BPR
B()mba (1) ‘[Eai 4 BPR

Su:‘_fzgtgnte cv [ L

’ Coletor de
- Solvente
\% Bomba (2) ——
Solucio Organica guspeniﬁ?
€ emulsao
\\
(0] Jaqueta de Aquecimento
do Vaso
Bomba de CO,

Figura 7.1 — Esquema ilustrativo do aparato experimentaizat para formacao de

emulsdo seguida de extracdo do solvente organicGEs5C.
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7.2.4. SECAGEM DAS PARTICULAS

O processo de secagem das amostras foi conduzido npetodo de liofilizacdo

apresentado no Capitulo VI deste trabalho.

Tabela 7.1 -Condi¢cGes experimentais abordados no processoiergreal.

Condicao| Concentracdo Concentracdo| Fluxode S. | Fluxo de entrada Fluxo de CQ
ne. de PHBV de PVA Organica de PVA
1 10 mg/mL 2,5%
§ ;g 23;2:: gg z;z 1 mL/min 5 mL/min 10 mL/min
4 20 mg/mL 5,0%
5 10 mg/mL 2,5%
6 10 mg/mL 5,0% . . .

1 mL/min 5 mL/min 20 mL/min

7 20 mg/mL 2,5%
8 20 mg/mL 5,0%

7.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A principal vantagem deste método € o fato de perrailgum controle sobre a
distribuicdo das massas moleculares do polimerantieio processo de polimerizacdo do mesmo
pela manipulacéo de fatores como a concentragéialidio surfactante e a propor¢do do mesmo
em relacdo a solucdo organica contendo polimecondicdes atribuidas ao G&C durante o
processo de extracao, tais como pressao, fluxmpe&tura. A reacdo de polimerizacdo ocorre
preferencialmente nas particulas poliméricas enscorento e no interior das micelas do
surfactante, ou seja, inicialmente quando ocorencontro das duas solu¢cdes ndo misciveis
(agua/dleo). Porém, pode também ocorrer parciakneatfase continua com o FSC, onde o
mesmo exercera a funcdo de solvente e anti-sohaenteesmo tempo por razdo das diferentes
interacdes de miscibilidade, originando particdiapolimero livres.

No capitulo V a reacdo que ocorre no processo é wagdo de polimerizacdo
instantanea onde umas das fases € a solucao @g@mt=ndo o polimero e outra um FSC que
se apresenta como anti-solvente. Porém € claranwsiteel na Figura 5.7 a formacédo de
coalescéncia entre a maioria das particulas, eséstieve a auséncia de caracteristica tensoativa
do CGQSC na reagdo. A incorporacao da formagao de umds@mem meio a este processo

mostra-se estratégia significante para a reduc& fdobmenos de coalescéncia entre as
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particulas. Para a preparacdo de emulsdes razaavelmstaveis é necessario a presenca de um
terceiro componente, um surfactante, o qual formard&ilme adsorvido nas gotas dispersas, o
que ajuda a impedir a coalescéncia aumentandoahiletide da mesma. A formacao de um
filme de surfactante ao redor das gotas da emidsdida o processo de emulsificacdo e também
tende a minimizar a coalescéncia das gotas. Contu@o-surfactante, como o €&C pode se
adicionado para aumentar ainda mais a area supkrflaoninuindo assim a tensdo superficial.
Tal fendmeno pode ser verificado pela equacdo degeninterfacial de Gibbs (Roclet al,
2000):
G=y/[A Eq. 7.1

OndeG é a energia interfaciaf, € a tensao interfacial & ¢ a area interfacial. Sendo
que, se diminuirmos a tensdo interfacial, consegilente a area interfacial sera mais
facilmente expandida para que a energia se mantamissante.

Com base nos conhecimentos destes conceitos, aja@®s o0s resultados das
emulsdes preparadas de acordo com as condicoeelestdas na Tabela 7.1, e descrevemos as
observagfes extraidas das imagens das particuidasopor meio de MEV acompanhada dos

respectivos graficos de distribuicdo de tamanho.

N° de Observagdes

L

7

1 7 7
N304 el
24 26 28 30 32 34 36 38

0 %
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22

Distribui¢do de tamanho (pm)

Figura 7.2 —Imagens das MPs obtidas sob condicdo experimeftdl ta tabela 7.1 e
caracterizadas por MEV com aumento de: a) x300%3000; c) x1500. d) Distribuicdo de

tamanho.
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Podemos observar na Figura 7.2, onde as partidatasn obtidas sob condicao
experimental N°. 1 da tabela 7.1, que houve umacéarconsideravel nos tracos de coalescéncia
entre as particulas, e aparece apenas em algutts porle sao identificados pelas setas da letra
“B” em maiusculo destacada na figura. O perfil dava de distribuicdo de tamanho mostra que
o tamanho médio do didmetro das particulas € &£ (B57 um e uma populacdo de MPs que
se estendo a um tamanho maximo de 3,6 um. A latrarh destaque indica algumas particulas
estruturalmente danificadas. Tal ocorréncia devergaresenca de GOC no momento do
processo de extracdo do solvente organico, e a siidnesmo pode provocar um vacuolo
danificando a estrutura da matriz polimérica.

O efeito do surfactante como tensoativo em condighgerimentais estabelecidas na
tabela 7.1, mostra que o aumento da concentracd®Véenas solugdes teve efeito positivo
relevante na reducao do perfil de coalescéncia #aondicdo N°. 2 com uma quantidade de 5%
de PVA presente em agua, duas vezes mais que dg&om°. 1, o fendmeno de coalescéncia é

pouco notado quando analisamos detalhadamenteia M.

Média = 2,54 + 1,45

N°de Observagoes

150V 4.0  x2000 17 SE 5 8 9 10 1M 12 13

© Distribui¢do de tamanho (um)

Figura 7.3 —Imagens das MPs obtidas sob condicdo experimeftdl ta tabela 7.1 e
caracterizadas por MEV de: a) x500; b) x1800; €0 d) Distribuicdo de tamanho.
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Porém ha presenca de formacéo de algumas partEgi@®eradas que sdo apontados
por setas e identificados pela letra “C” em quasias as figuras. Tais aglomerados resultam de
mudancas na estrutura da parede polimérica dasoglitsdas durante a extragdo do solvente
organico, oriundas de unido instantanea de divagstes da emulsdo durante o processo de
formacao ou durante o processo de lavagem e caongeta para secagem (pré-liofilizacéo).

A morfologia das particulas obtidas para a condigéiperimental N° 2 pode ser
observada na Figura 7.3 juntamente com o gréfie mastra a distribuicdo de tamanho das
particulas com tamanho médio de 2,54 + 1,45 um.FNdara 7.4 pertencente as imagens
microscopicas da condicdo experimental N° 3, obsevepor meio de caracterizacdo, um
tamanho médio das particulas de 1,50 + 0,92 pmer@ds-se a presenca de alguns aglomerados
e rugosidade em algumas particulas.

Os poros evidenciados em grande parte dos ressl&@aoatribuidos a rapidez com que
ocorreu a evaporacao do solvente organico, e asidape é caracteristica do polimero PHBV
puro e pode favorecer a degradacdo do mesmo, [ipreporciona um aumento na area
superficial do polimero (Senhorini, 2010). Esteeg$p pode ser importante para uma etapa de
aplicacdo em que consiste na degradacdo da malimépica para a liberacdo de qualquer

principio ativo.

0 AATE0V o 40 2700 ¥ sE

YR

Média = 1,45 + 0,98

N° de Observagdes

de tamanho (pm)

Figura 7.6 —Imagens das MPs obtidas sob condicdo experimeftd ta tabela 7.1 e
caracterizadas por MEV de: a) x2700; b) x2700;23)00. d) Distribuicdo de tamanho.
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Ocorre que para a etapa de caracterizacdo por M&W|Ps foram secas por processo
de liofilizag&o e re-suspensas em agua para paseraporacao e melhor dispersdo das mesmas
assim como descrito no Capitulo VI (item 6.3). Caste preparo ndao seja bem conduzido,
condicOes extremas de temperatura e tempo de ex@mopodem acarretar no surgimento de
novos tracos de aglomeracgdes ou fundicdo/degradiasiblPs.

Em alguns casos, como desidratacdo de suspenséésioode coalescéncia pode ser
amenizado com o uso de um agente criopotetor. iOgratetores agem atribuindo a formacéao
de uma matriz amorfa ao redor das MPs ou NPs, prentlo um espacamento entre as mesmas,
evitando a agregacdo durante a remocdo do solverg@nico e o congelamento. Os
crioprotetores mais comuns citados na literatuoaosécarboidratos (Schaffaziekal, 2003).

Os aspectos de rugosidade e ma formacéo da eatpdlimérica também sdo destacados
em alguns pontos das imagens microscoépicas pavadicdo experimental N° 4 e distinguidos
pela letra “C”. A avaliacdo morfologia feita a pada Figura 7.5 mostra a maioria das particulas

dispersas e com um tamanho de didmetro médio &gui@4 + 1,12 pm.

Média =2,15 + 1,16

N° de Observagdes

Accv  Pobe  ®ag WD Det
150V 40 x2000 17 SE

Distribui¢do de tamanho (pm)

Figura 7.7 —Imagens das MPs obtidas sob condicdo experimeftd ta tabela 7.1 e
caracterizadas por MEV de: a) x500; b) x2000; €€ d) Distribuicdo de tamanho.
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Figura 7.8 —Imagens das MPs obtidas sob condicado experimeftal ta tabela 7.1 e
caracterizadas por MEV de: a) x500; b) x1000; &)o@ d) Distribuicdo de tamanho.
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Figura 7.9 —Imagens das MPs obtidas sob condicao experimefta tla tabela 7.1 e
caracterizadas por MEV de: a) x500; b) x1500; &)o@ d) Distribuicdo de tamanho.

Giufrida, 2013 93



Capitulo VII

Uma melhora relativa a este aspecto € evidenciadéigura 7.6 onde os aspectos de
aglomeracdes sdo reduzidos, mas surgem algumdsufmst morfologicamente deformadas
como aponta a letra “A”. A distribuicdo de tamamhédio das particulas desta condi¢do (N° 5) é
igual a 1,45 = 0,98 um. Da mesma forma caractedzars resultados das demais condi¢des,
evidenciando com letras mailsculas os pontos demaghcdo “C”, coalescéncia “B” e
deformacgdo das particulas “A”. A Figura 7.7 aprésamagens das particulas referentes a
condicdo experimental N6 com tamanho médio de 2,15 + 1,16 pum, da mesmaafor
interpretamos a Figura 7.8, que caracteriza odtaglas pertencentes a condicdo experimental
N° 7, que mostra um tamanho médio de particulad &gad,59 £+ 0,86 um. Por ultimo abordamos
a Figura 7.9 que ilustra a os aspectos morfologimstinentes a condi¢cdo experimental N° 8,
onde foi avaliada a distribuicdo de tamanho dasquéais resultando em um tamanho médio de
3,12 £ 1,50 pm.

7.4. CONCLUSOES

Nos métodos tradicionais de nanoprecipitacdo a ¢gémdo solvente organico ocorre
por meio de evaporagdo convencional sob moderalacdg. Os mecanismos propostos na
literatura indicam que a formacéao de NPs ocorrédded turbuléncia interfacial gerada durante
o deslocamento do solvente, o qual produz uma digéo localizada da tensao interfacial
dindmica. A técnica apresentada acima mostrou goessivel promover a producdo de uma
emulsdo instantanea a partir da mistura de duag@s ndo misciveis em propor¢des adequadas
com o uso de duas bombas de fluxo continuo ocasionam encontro das solugdes no decorrer
do caminho. O uso de um capilar de diametro reduzidntribui para a formacdo de
goticulas/micelas em pequenas escalas de tamamrhinteracdo do COem condi¢cbes SC
alimentado paralelo a emulsédo, promove um levdoefensoativo ao mesmo tempo em que
extrai e arrasta o solvente organico do meio. Qsltedos obtidos mostram que a técnica é

promissora e pode ser explorada para melhoresadssl
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8. NPs DpeE PHBV PRODUZIDAS POR TECNICA DE EXTRACAO DO

SOLVENTE DA EMULSAO POR FLUIDO SUPERCRITICO (SFEE)

Os estudos apresentados neste capitulo foram ddoduzo laboratério do prof. Dr.
Sandro da Rocha na Wayne State University, na eidadDetroit-Mi, EUA. Foram realizados
estudos direcionados a obtencdo de particulas d@/Ridm tamanhos na ordem de 200 nm.
Tomando como base os resultados obtidos nas eapasores pelo método SAS Capitulo V e
em estudos de técnicas de emulsdo Capitulo VI endibu-se a possibilidade da obtencéo de
particulas com tamanhos menores por meio da redlgéwassa molecular do polimero original,
levando em consideracéo a influencia direta deogidade no tamanho das particulas durante o
processo de formacéo. A reducdo da massa molemilaonduzida utilizando o método de
hidrolise acida, com a obtencdo de diferentes rmeasszeculares em diferentes tempos de
reacdo. Para producdo das NPs foi utilizada téd@emulséo simples com o uso de surfactante
seguido de extracao do solvente orgéanico por FSGzaldres em termos de peso e massa molar
foram obtidos por técnicas de viscosidade intrimgecromatografia permeavel em gel (GPC) e

a caracterizacdo do tamanho e morfologia das plsipor MEV.

8.1. INTRODUCAO

No campo de liberacdo controlada de droga, a dad#é do controle de tamanho,
morfologia e liberacdo de drogas das particulasfig@damentais para uma boa segmentacao e
eficacia, como uma particula de tamanho pequenocqonduz a elevadas rotas de dissolucao
(Ginty et al.,2005). Com recentes desenvolvimentos em nanotggiapharios estudos tém sido
reportados sobre o uso de NPs com plataforma pae variedade de aplicagdo incluindo
deteccao e liberacédo de drogas (&agl, 2011), no entanto o uso de MPs e NPs pareagnser
caminho muito interessante como estes sistemasgaqilégam a difusdo biologica por meio de
barreiras (Costat al., 2007). NPs sdo particulas matrizes cuja massa&angesdlida e as
moléculas podem ser adsorvidas na superficie daaesiu encapsulada dentro da particula
(Prasad Raet al., 2011), podem ser convenientemente preparadas ia g@npolimeros pré-
formados ou por polimerizacdo direta de mondmersando polimerizacdo classica ou
polireacdes. Métodos como evaporacdo de solverdtiisaed e tecnologia de FSC, envolvendo

rapida expansao de solucdo SC ou rapida expansamaesolucdo SC dentro de um solvente

Giufrida, 2013 95



Capitulo VI

liquido, podem ser utilizados para a preparacablPle polimérica de polimeros pré-formados.
Por outro lado, NPs poliméricas pode ser sintesizaitetamente por polimerizacdo de
mondmeros usando Vvérias técnicas de polimerizag#oo cmicro-emulsdo, mini-emulsao,
emulsao livre de surfactante e polimerizacéo iateaf (Prasad Raet al.,2011). No entanto, o
uso de FSC como o GBC tem provido uma alternativa limpa e efetiva parétodos
tradicionais de processamento de drogas e polini@iosy et al.,2005).

Producdo de micro e NPs usando tecnologia de F&Ené&a muito atraente, uma vez
que fornece uma solucéo alternativa para varioslg@mas encontrados em técnicas tradicionais
(Yeo e Kiran, 2005) como o uso de solventes toxiatias temperaturas, ou estresse mecanico
que causa degradacdo da droga (Gettwl., 2005). Existem atualmente diferentes caminhos
para a formacéo de particulas usando FSC. O pmdesantisolvente (SAS), particulas através
de solucéo de gas saturado (PGSS), rapida expdasaucoes SC (RESS) (Alessial.,1996)

e extracdo do solvente da emulsdo por FSC (SFE&)aqguma combinacdo entre técnica de
emulsdo e anti-solvente SC onde neste caso, o wOISC para as NPs € proposto para
aplicacdo apds formacao da emulsédo, como agergrtdgdo da fase 6leo em agua e obtencéo
de NPs livre de solvente. O solvente supercrittmmumente C¢) € adicionado na solucao, e
em geral, exibe maiores interacbes com o solveatguE o solivel. Com conseqiéncia, 0
solvente original é preferencialmente soluvel rs f8C e uma grande variacdo (decréscimo) da
densidade é obtida. A grande vantagem do uso doé&8&@ossibilidade da producdo de uma
fase solida com unica morfologia em condi¢cdes derag@o moderada (Alesst al., 1996).
Estas técnicas sdo baseadas em um principio sirophis a droga e um polimero sdo co-
precipitados juntos usando as propriedades deolrge (ndo-solvente) do GEC, uma vez
que muitos polimeros e drogas ndo sao soluveis@s8C (Chattopadhyagt al.,2006).

Com base nestes estudos, neste Capitulo NPs de RBE®\produzidas por técnica
SFEE, considerando que, a alta difusividade e baiseosidade do FSC promovem rapida
penetracdo e extracdo do solvente da amostra,udilstdde do componente no FSC pode
proporcionar uma indicag¢do basica de viabilidadeité de qualquer processo de extracao por
FSC (Asghari-Khiavet al.,2003).
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8.2. PARTE EXPERIMENTAL

8.2.1. REDUCAO DA MASSA MOLECULAR DO PHBV

A reducédo da massa molecular do polimero PHBV ltida via hidrolise acida usando
uma solucdo de HCI 6N. 400 mg de PHBV foram admitas em 50 mL de solugéo acida (HCI
6N) a uma temperatura controlada de 105 °C, e edoede depolimerizacdo ocorreu em
diferentes tempos para se obter polimeros de difssenassas moleculares. Apos a reagdo, o
PHBV depolimerizado foi filtrado e lavado trés vezsom agua deionizada para remocéo da

solucéo acida e reducédo do pH, e uma vez lavadooetenol para remocéao de tracos residual.
8.2.2. PREPARAGAO DA EMULSAO (EMULSAO CONVENCIONAL )

Foram preparadas emulsdes do tipo agua/éleo, ohaeglde PHBV (para diferentes
pesos moleculares) foram dissolvidos em 2 mL démimetano (8 mg/mL). Em primeiro
momento a solucéo organica foi gotejada por umagseicom agulha lentamente em 5 mL de
solucéo de surfactante (PVA 5% em agua deionizsmlapgitacdo magnética para formacao de
uma pré-emulsdo (Figura 8.1.a). Em uma segunda etegolucdo obtida na pré-emulsao foi
submetida a ultrasonicador de alta frequiéncia (OKNRP, modelo OmniRUPTOR 250) por
um intervalo de tempo de 2 minutos (50W — 10 pulsasbanho de gelo (Figura 8.1.b).

Solugdo organica
/ +—— Sonicador

)\

pré-emulsio Banho de gelo

(esferas grandes) Surfactante

d) N/

Ultrasom Emulsdo T
(esferas pequenas)
Ch__} Secagem a frio
a) (liofilizacdo)

Figura 8.1 —Esquema do método utilizado para realizar a emulséeencional.
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Para remocdo do solvente organico no processo désa@nconvencional, a emulsao
obtida foi dispersa em 200 mL de solugédo de sunfaet(PVA 0,5% em agua) e manteve-se

sobre agitacdo moderada durante 12 horas paraetgpbracdo do solvente organico (Figura

8.1.c). Apos remocao do solvente organico foi fediamocédo do surfactante de acordo com a
metodologia apresentada no Item 6.2.2 do CapitllcAY particulas permaneceram dispersas

em agua deionizada apds processo de lavagem e farageladas e secas por processo de
liofilizacao.

8.2.3. PROCESSO DE EXTRACAO DO SOLVENTE ORGANICO POR FSC

O processo de extracdo de solvente organico utidizea técnica SFEE, do inglés
“supercritical fluid extraction of emulsion” foi cduzido por um aparato (Figura 8.2) contendo
uma bomba de alta presséo do tipo seringa (ISC@elm@60D) para pressurizagao e controle
do fluxo de alimentacdo do GQuma bomba de fluxo continuo para liquidos do bipmba de
HPLC (WATERS, modelo 501) para alimentacdo da swmugrganica contendo emulsdo, um
vaso cilindrico de alta pressao de volume iguad andk com sistema de aquecimento e coletor
de amostra, um sistema de pré-aquecimento, unmsisie alimentag&o tubo-capilar em modo

concorrente com capilar de didametro interno igusb@ um e uma valvula reguladora de presséo
do tipo BPR.

Iﬂzk: -+ Solugio orginica

CO, | CO,

Coletor <

=
| | @\FX/

| || Bomba de alimentacio
I | SERINGA Solucio orgéinica

VASO ‘ ‘
[ ]

Figura 8.2 —Esquema do aparato experimental utilizado para SFEE

Primeiramente foi estabelecido condicdo de tentperado sistema ajustando o pré-
aquecedor e o sistema de aquecimento do vaso gueri@onras iguais. A bomba tipo seringa foi

alimentada de CQe foi preparada emulsdo utilizando método conwerati apresentado no
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topico 8.2.2 desta parte experimental. O sistemgpifiessurizado com CQaté alcancar a
condicéo de pressao desejada. A bomba foi operadaaglo de fluxo constante tendo a presséo
do sistema controlada pela valvula reguladora éssdio do tipo BPR localizada na saida do
vaso. Com as condicdes de operacdo estabelecigasse a alimentacdo da emulsdo pela
bomba tipo HPLC paralelo ao fluxo continuo de ,C@pds alimentacdo total da emulséo
iniciou-se lentamente a despressurizagcdo do sistemamente com a queda natural de
temperatura do sistema de aquecimento do vasaneocsistema totalmente despressurizado o
vaso foi aberto e feito a coletada da amostraaeta coletor. As condi¢cdes de operagcdo como
temperatura e pressédo foram selecionadas com tvobge facilitar o0 maximo a extracdo da

fase organica e a perda minima de polimero diskmdlarrastados por GEC.

Tabela 8.1 —Condic¢des operacionais utilizadas no sistema SFE& groducao de NPs
de PHBV.

Condicdes operacionais Valores
Presséo da camara de expanséo 100 bar (10 MPa)
Temperatura do vaso de expansao 313K
Fluxo de alimentacdo da emulséo 0,5 mL/min
Fluxo de CQ 10 mL/min

8.3. METODOS ANALITICOS

8.3.1. DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DO POLIMERO

O peso molecular do polimero degradado por hidrofisida foi determinado por
técnica de viscosidade intrinseca e por GPC. Prameinte a viscosidade da solucdo do
polimero foi medida com viscosimetro do tipo Ubbek® em cloroformio a uma temperatura de
25 °C. Foram utilizadas as constantes de Mark-Hokiwndea = 0.82 e K = 6.0 x 18dL/g
[nN]=K.Mw* (Baran et al, 2002). Para cada polimero de diferente peso aqulale foram
preparadas solucdes contendo diferentes conceesr&gd relacdo ao solvente organico, e feito
medicdo do tempo de escoamento através do capmlatisdosimetro nas devidas condicbes
estabelecidas. Com os tempos de escoamentos oliidos calculados: n(r) — viscosidade
relativa, n(sp) — viscosidade especifica, n(in)iscasidade inerente e n(red) — viscosidade

reduzida. Um grafico foi construido com os dados wlacosidades reduzida e inerente para se
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obter [n], conforme podemos observar na Figura ®8.dados de massa viscosimétrica’)(M

obtidos para todos os polimeros degradados enomisgana Tabela 8.2.

240

220

200

180

160 />—‘f"—"_=—".

140 _——

[n] 120

100 ’
80

60
40

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Figura 8.3 —Grafico da viscosidade intrinseca obtido a pads dados dee( r)(red) e

(¢) n(in) para encontrgn].

O peso molecular absoluto das amostras foi detadoipelo método de GPC usando
um cromatografo modelo Viscotek GPCmax VE2001 explopcom triplo detector consistindo
de: detector de indice de refracdo (RI), detedsmogimétrico e detector de espalhamento de luz
(modulo 270 Dual Detector Viscotek). As amostragtadas (200 um) foram submetidas a
separacao em uma coluna Waters Styragel HR5E te&atizasla a 30 °C e utilizado como fase
mével CHC} sob fluxo de 1,0 mL.mih A integracdo dos picos obtidos pelos detectoeesipe
a obtencdo da massa molar absoluta da amostraal®®y determinados por GPC também
podem ser visualizados na Tabela 8.2 e apreserdavalores de M (peso molecular médio
viscosimétrico), Mw (peso molecular médio pondejadoMn (peso molecular médio em

namero).
8.3.2. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)
Andlise de RMN de Hfoi realizada nas amostras de PHBV degradadasauntiio um

espectro de alta resolucdo (Varian Mercury — 4@@tspfotometro). Para analise o polimero foi

dissolvido em CDCh.usando uma concentragao padrao de 10 mg/0.8 mL.
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8.3.3. MiIcRoscoPIA ELETRONICA POR VARREDURA (MEV)

A morfologia das NPs de PHBV obtidas neste capitnil@valiada por MEV (modelo
Joel — JSM-6510LV-LGS). Primeiramente foi feito regaracdo das amostras dispersando as
NPs em &gua deionizada e posteriormente gotejamdopequena quantidade da solu¢cdo em
laminula de vidro (tipo microscépio - 18 MmA laminula com as gotas da solucao dispersa foi
posta em uma capela com exaustor para que ocotmat@vaporacdo da agua. As NPs que
permaneceram na laminula foram metalizadas comeyaram metalizador (Ernest Fullam) por

35 segundos e 0 microscopio eletronico operadokd/25

8.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

8.4.1. RESULTADOS DA CARACTERIZAGCAO DO PHBV

Muitos trabalhos sobre micro e NPs incluindo bigperos mostram a influéncia direta
entre o tamanho das particulas e o peso molecolgrotimero. Desta forma o processo de
reducao do peso molecular do PHBYV foi realizadaraaterizado com o objetivo de ter certeza
da eficiéncia do processo e conhecer o peso male@al obtido em termos de Mw v\ Mn.

E possivel observar que os tamanhos das partiesids diretamente relacionados com
0 peso molecular do polimero. O peso molecular @aosnfatores mais importantes que governa
as propriedades dos polimeros (Lab al., 2002). Peso molecular e distribuicdo do peso
molecular afeta a resisténcia mecéanica do polime&radesempenho quando usado em sistema de
liberacdo controlada de medicamentos. A reducdpedo molecular resulta em uma estrutura
mais permeavel, promovendo um crescimento na texaegradacao e propriedades que podem
também influenciar na rota de biodegradacédo e lisdralo polimero(Montoro et al., 201},
desta forma estes aspectos indicam a diminuicdvistsidade do PHBV em solventes
organicos e que afetam a diminuicdo do tamanh@adt@s durante o processo de emulsédo por
ultrasonificagéo. A viscosidade da emulséo podeeatan ou diminuir aparentemente o tamanho
das particulas quando as gotas sdo adicionada®iacanuoso e as caracteristicas da emulsao
convencional podem ser controladas pela variacatindansédo das gotas, o que pode aumentar
ou diminuir a rota de liberacédo da droga (McClerge&@10).

As amostras de PHBV degradados obtidas por hidr@isda foram analisadas por

RMN de H com propésito de mostrar que a estrutura molealdapolimero néo foi alterada
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durante o processo de reacdo e que se mantiveraarageristicas originais da estrutura do
polimero original. Uma andlise aprofundada da araai¢ PHBYV foi apresentada no Capitulo
lll, e a andlise de RMN Hcomparativa das amostras degradadas apresentadziguna 8.4

pode ser avaliada de acordo com observacoes essii@sipertinentes a Figura 3.2 do item 3.4

deste trabalho.

Espectro RMN H' - Comparativo

| J 8h degradado ‘| J “ij "J‘H_‘L_L

‘ 4h degradado | f{_ ‘ |

» 3h degradado i L IJ[W l J,\_‘JL;_-A;

2h degradado l Ilu A
Nio degradado o Aa tﬂ

Figura 8.4 — Espectro de RMN Hcomparativo para as amostras de PHBV degradadas

por processo de hidrolise acida.

Os picos que se referem ao espectro do polimeralegadado foram caracterizados
no item 3.4, e uma andlise visual comparativa raagtie o processo de degradac¢do no qual o
polimero foi submetido n&o alterou a estrutura @smo. E possivel notar que os grupos metil,
metino e metileno que aparecem no espectro HelaHamostra original mantiveram-se nas

demais amostras de peso molecular modificado.
a) b)

250000 -

-180

150000 - -200

100000

Intrinsic viscosity (Mv)
—— GPC (Mn)
—— GPC (Mw)

-220

Peso Molecular (Da)
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Resposta do indice de refragao (mV)

-240

0 T T T T T T T T T 1

Tempo de depolimerizagao (horas) Volume de retengao (mL)

Figura 8.5 —(a) Tendéncia da diminuicdo da massa molecularH®\Pconsiderando
Mv, Mn e Mw, (b) Curvas das analises de PHBV por GPC.
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A analise de GPC e a Viscosidade Intrinseca (VIstrmacam a reducdo do peso
molecular do PHBV degradado nos tempos de 2, 38 4@ras. Para as analises de GPC foram
preparadas solucdes de PHBV em CHE&luma concentracdo de 5 mg.fhle poliestireno
padrdo com baixa polidispersidade foi utilizadoapgerar a curva de calibracéo. Os resultados

interpretados em valores reais sdo apresentadbabeda 8.2.

Tabela 8.2 —Resultados das analises de PHBV obtidos por GREgsidade intrinseca
e RMN de H.

depToTinr;F()a?ijaegéo Mv (Daltons) (Dz:/lltgns) (Dg/lltV(\JIns) Mw/Mn % HB | %HV
N&o degradado 210.379 199.626 228.515 1,145 94585
2 horas 69.024 63.045 92.466 1,467 94,830

3 horas 32.031 22.453 61.068 2,720 94,&)40

4 horas 17.452 15.134 40.665 2,687 94, /25

8 horas 14.080 10.143 44.890 4,426 94,@)00

A viscosidade intrinseca foi obtida com difererteacentracdes de PHBV em CHCI
para calcular as viscosidades inerente, reduzsgeecéfica e relativa. A Figura 8.5 (a) mostra as
curvas dos pesos moleculares obtidos em termosreév e Mn em Daltons (Da) e (b) mostra
as curvas obtidas por GPC e. Os dados interpretedbgyura 8.5 (a) mostram que os resultados
obtidos pelo método de viscosidade intrinsecadimacondizentes com os dados obtidos por
GPC, considerando que para os polimeros as masséscuhares podem variar sendo

Mw>Mv>Mn.

8.4.2. EsSTUDO MORFOLOGICO DAS NPs bE PHBV

E de grande importancia se ter um controle morfobge de micronizagéo para
componentes com dispersdo soélida usando tecnomgialvendo C@SC. As propriedades
fisioquimicas do CeB5C séo fatores chaves no design de particulas.agimoar, a solubilidade
em CQSC é o maior pré-requisito para o desenvolvimentpatticulas usando GEC, tanto é
gue a aplicabilidade desta tecnologia dependetdoda solubilidade. As NPs resultaram de um
processo combinado entre a tecnologia FSC e emuts@gencional. A extracdo com 8L

mostrou ser um processo efetivo para a manufasuNiR$ sélidas livre de solvente organico. Os
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experimentos conduzidos usando 0 processo SFEEarivecomo objetivo estudar as
caracteristicas do processo de extracdo como tesqeerido para a completa extracdo do
solvente, variadveis do controle de tamanho e tadoparametros que foram essenciais para a
producdo assegurada ao se ter uma suspensédo aguoshstribuicdo de tamanho pequeno e
minimo solvente residual. Desta forma, uma com@aralia técnica SFEE entre o processo de
emulsdo convencional permitiu avaliar a influéndieeta das caracteristicas do £8Q na
producdo de NPs. O processo envolvendo SFEE ndmaspienita a extensao de agregacgao de
particulas durante a remocéo do solvente orgamicoeplucao drastica do tempo de extracdo do
solvente organico, mas também permite facilmeritsg am processo continuo, a eficiéncia da
extracdo usando GOC € muito maior do que os métodos convencionaisocevaporagao,
extracao liquida e diluicdo, e oferece um alto pcitd no campo de producédo de particulas, uma
vez que se obtém produtos puros e livres de sa@wgrando operados a temperaturas moderadas
(Furlanet al.,2010 e Chattopadhyagt al.,2006).

As NPs obtidas nos processos de emulsdo simpldEE $ram caracterizadas por
MEV e as imagens foram analisadas e avaliadasatd@acom a metodologia de caracterizacao
utilizada no item 5.3.1 do Capitulo V deste trabafiara obtencdo de aspectos morfolégicos,
tamanho médio e a distribuicdo de tamanho dascpka$i Os resultados obtidos mostram que a
variacdo na escala de tamanho das particulas teindeada em funcdo do peso molecular do
polimero classificado na tabela (8.2). As condicdes operacdes expressas na tabela 8.1
mantiveram-se fixas e de acordo com consideracdebservacdes vistas na literatura de
Chattopadhyayet al 2005, alteracdes operacionais de presséo e tatageméo influenciam
significativamente no tamanho das particulas, pwigamanho médio das mesmas esta
relacionado com o tamanho das goticulas, da natwlazemulsdo e do peso molecular do
polimero.

O peso molecular é um dos fatores mais importaniessegem as propriedades de um
polimero (Luoet al., 2002). O peso molecular e a distribuicdo do pestecutar afeta a
resisténcia mecanica do polimero e sua performguaedo usado em sistemas de administracao
de drogas. A reducéo do peso molecular resultareenastrutura mais permeavel, promovendo
um aumento na taxa de degradacdo e propriedadegogleen também influenciar na taxa de
biodegradacéo e hidrdlise do polimero (Montetral.,2011).
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Figura 8.6 —Imagens das NPs de PHBV obtidas com polimero deetifes pesos

moleculares por meio de técnica de emulséo conwealci
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Primeiramente foram avaliadas as NPs obtidas pélodo de emulsdao convencional
para as amostras de PHBV de diferentes pesos naresu As imagens de microscopia
eletrénica foram juntadas na Figura 8.6 e sdo dascseparadamente para visualizacdo da
morfologia e dos respectivos tamanhos médio dasediPescala de nandmetros. A ordem do
tamanho das particulas manteve-se diretamente ngiopal ao peso molecular do polimero.
Como € apresentado na Figura 8.6, as imagens (@) xt4.000, (c) mag. x7.500, (e) mag.
x2.700, (g) mag. x4.000 e (i) mag. x11.000, refesmmas NPs obtidas por MEV para as
amostras de peso molecularMyjue variam entre 14.080 a 210.379 Da, e as insa®n (d),

(f), (h) e (j) mostram a distribuicdo de tamanhodiméequivalente em todas as amostras de
PHBV de peso modificado. Os tamanhos médios vagiaine 244,09 + 59,19 a 602,30 + 367,99
Da. Os resultados séo descritos na tabela 8.3.

De modo similar sdo apresentados os resultadoblidasobtidos por meio de extracao
do solvente por FSC. A andlise de caracterizac@oofoduzida por meio de MEV seguida de
avaliacdo do tamanho médio das particulas por mei@urva de distribuicdo. Os aspectos
morfologicos podem ser identificados na Figuradhde as imagens de MEV estédo classificadas
de acordo com o peso molecular das amostras de PelBVordem decrescente e com
magnitudes variadas sendo: (a) x5.000, (c) x6.#)0¢3.700, (g) x9.000 e (i) x40.000, e pesos
moleculares (M) entre 14.080 a 210.379 Da. Para esta técnicanoanhos médios das NPs
variaram entre 170,84 + 32,52 a 645,86 + 266,78 graficos das distribuicées de tamanho sdo
apresentados nas imagens (b), (d), (f), (h) eajFidura 8.7 em ordem decrescente relativo ao

peso molecular da amostra.

Giufrida, 2013 106



Capitulo VIII

c® 9 ® = 3 < H < 48
8 ¢ 8 3 I E=1 2 7 R
= ¢ ﬁ“ gy i m )y = -
s = m mm = Mnh

m m

107

V obtidas com polimeradiéenentes pesos

B

Imagens das NPs de PH

Figura 8.7 -

moleculares por meio de técnica de SFEE.

Giufrida, 2013



Capitulo VIII

Tabela 8.3 —Tamanho médio das NPs em funcdo do PHBV de dilesepesos

moleculares.
PHBV Emulsao convencional Extracéo por FSC
Myv (Da) Diametro médio (nm) Diametro médio (nm)
210.379 602,30 + 367,08 645,86 + 266,72
69.024 581,41 + 124,99 372,45 £ 61,93
32.031 450,88 + 63,91 356,56 + 66,17
17.452 438,60 + 82,69 334,03 £ 62,38
14.080 224,09 £59,19 170,84 + 32,52

O surfactante mostrou Otima eficiéncia como estlbr das gotas formando
particulas esféricas regulardRich et al,. 2006 e Prasad Ra@t al., 2011 mostram que com o
aumento da concentracdo de PVA no sistema levanimwicdo das gotas na emulsdo contendo
PHBYV, enquanto a velocidade de homogeneizacédotaad® evaporacdo ou secagem a frio
influenciaram levemente no tamanho das particulas.

No entanto € preciso ter alguns cuidados na remdg&urfactante e no processo de
lavagem. O uso de alta potencia do ultrason pa@ediar particulas no momento da lavagem
pode causar impacto negativo nas particulas agledia morfologia por meio de
degradacéao/fuséo ocasionadas pela liberacdo ex@elescalor (Figura 8.8).

/.

e
“AC
'3'." .

SElI  25kV WD8mm S§845 x12,000 1pm — SElI  25kV WD8mm 8845 x10,000 1pm
03YSNX50-20 long 03YSNX50-20 long

Figura 8.8 — NPs fundidas ou degradadas apés processo desdisgpor ultrason.
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8.1. CONCLUSOES

Como se pdde notar, a redugdo do tamanho das ydasti¢oi conduzida em
concordancia com a caracteristica mais permedveestiaitura do PHBV em funcédo do
decréscimo do peso molecular do polimero, estescasp indicam que o decréscimo da
viscosidade no solvente organico afetou no diansdrgota durante o ultrason. A viscosidade
de uma emulsdo pode aumentar ou diminuir apreci@rgb o tamanho das particulas se as
goticulas sdo adicionadas a solugdo aquosa, erastesésticas de emulsdes convencionais
podem ser controladas variando a dimenséo dasugsiMcClements, 2010). Sendo assim as
particulas obtidas a partir do PHBV de diverso®ogesoleculares mantiveram-se na ordem de
nandmetros e variaram entre 170,84 + 32,52 a 645388,72 nm. O processo de extracdo do
solvente por meio de FSC (SFEE) mostrou-se relatvee eficiente para a obtencdo de NPs
com tamanhos médios um pouco abaixo dos obtidagstema convencional. Isto confirma as
discussbes revisadas acima que relata a importédoc@QSC como agente de extracdo para
solventes a ele misciveis e 0 seu moderado potenerssoativo a estas condicao,
proporcionando uma melhor acomodacéo da estrutlmadyica durante o tempo de formacéo

morfologica da matriz.
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9. ESTUDOS INICIAIS DE CARREGAMENTO E LIBERA CAO DE ESTEROIDES
A PARTIR DE MICRO E NANO -SISTEMAS CONSTITUIDO DE M-NPS DE

PHBV

Nos capitulos anteriores foram apresentados estetitbsantes a producao de matrizes
poliméricas a partir de PHBV em escalas micro eomaairicas por diferentes técnicas de
producdo. Visando aplicacdo das particulas no cafapoacéutico e veterinario, estudos
introdutérios foram realizados com o objetivo daler o potencial das M-NPs como sistemas
de liberacdo controlada/modificada de farmaco, lbemo, contribuir no desenvolvimento de
protocolos de IATF.

Neste capitulo sdo abordados os estudiosvitro” de carregamento e liberacdo de
esterodides nos sistemas contendo M-NPs de PHBV-+HHBY/+AMP.

9.1.INTRODUCAO

A tecnologia de liberacdo modificada de farmacgsesenta uma das fronteiras da
ciéncia, porque envolve diferentes aspectos midtiglinares e pode contribuir muito para o
avanco da saude humana. Os sistemas de liberag@diemtemente descritos comdruig
delivery systenis oferecem iniUmeras vantagens quando comparadderiaas de dosagem
convencional. Estas novas estratégias de veiculdgdarmaco e/ou solutos incluem aplicacdes
importantes da ciéncia de coldides, nas suas maisadas formas (emulsbes multiplas e
inversas, micro e nanogeis, lipossomas, M-NPs piadk&veis, micro e nanocapsulas). Nano e
micro sistemas de liberagdo modificada de farmdoa solutos representam, uma area em
desenvolvimento relativamente nova cujo objetiveagjdem sido prolongar e melhorar o
controle da administracéo de farmacos (Azeveda2200

A melhoria no desenvolvimento de sistemas de Ig&racontrolada e/ou modificada
depende estritamente da selecdo de agentes adospripie sejam capazes de controlar a
liberacdo do farmaco, sustentar a acédo terapéatidango do tempo e/ou de liberar o farmaco
especificamente em determinado tecido ou 6rgaa &lgaagentes ideais para essas preparacdes
devem garantir que o farmaco seja liberado no séito, na dose certa e no tempo requerido
(Lyra et al., 2007). Atualmente existem variados sistemas deali@® de modificada de
farmacos, aparecendo expressdes para defini-los iberacéo retardada, repetida, controlada,
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sustentada, entre outras. Este amplo leque de ndedigs deve-se ao fato de surgirem
classificagBes tanto a acdo farmacoldgica propridendita como ao processo tecnoldgico de
obtencédo dos medicamentos. As formas farmacéuetiberacdo modificada, cuja liberagéo do
farmaco é prolongada, requerem administracdes nfeggigente do medicamento em relagcéo as
formas convencionais, nas quais a concentracaardmato apresenta um aumento na corrente

sanguinea, atinge um pico maximo e entdo decliigar@9.1) (Lyraet al.,2007).

Nivel de reacdes adversas /\—* Liberacdo convencional

Nivel toxico

— Liberagdo modificada e e

Nivel plasmatico

'
Concentraco minima efetiva

Nivel sub-terapéutico

Tempo/dosagem administrada

Figura 9.1 — Comparacao ilustrativa das variacbes de coragiur de farmacos
administrados por mecanismos de liberacdo convealcide multidosagem (D1, D2, D3), e

sistema de liberacdo modificada de farmaco (Tay&6izl).

A liberacéo controlada de farmacos tem como olggbncipal o controle temporal e
espacial,in vivo, da concentracdo de farmacos para que o beneficico da administracéo
destes seja maximizado e os efeitos adversos mamilos. A liberacdo implica a associacéo,
quimica ou fisica, dos farmacos com materiais bigativeis em sistemas que, quando
administradosn vivo, tenham a capacidade de (i) controlar, de forrdadeterminada, a taxa de
liberacdo/entrega do farmaco a partir desse mestens, e/ou (i) conduzir o farmaco até o
sitio especifico em que este deve atuar (CoimIxE))2

Ampla variedade de sistemas, visando condiciongl@cidade e o local de liberacéo
dos farmacos, tem sido objeto de investigacdo ea da industria farmacéutica. Entre estes
sistemas estdo incluidos os lipossomas, as bondraétioas, 0s revestimentos entéricos, 0s
sistemas transdérmicos, os pro-farmacos, os sistematiciais poliméricos, entre outros (Lopes
et al, 2005).

Um sistema polimérico de liberacdo de farmaco paroral pode ser planejado e
desenvolvido por varios métodos de processamenddifidando as propriedades do polimero,
um sistema de matriz pode ser elaborado para umesa@ido sustentada ou controlada do

farmaco. Materiais poliméricos farmacéuticos comquama ou nenhuma toxicidade podem ser
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utilizados como membranas ou matrizes nas quaigrediente ativo é disperso ou dissolvido
(Oliveira e Lima, 2006).

Os sistemas matriciais séo de facil obtencao ® caduzido frente a outros sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, constituindorea alternativa simples no desenvolvimento
de formulacdes eficazes. Dentre os sistemas naa$rios sistemas constituidos por matrizes
hidrofilicas biodegradaveis sdo os mais difundidbsversos polimeros hidrofilicos séo
aplicados a obtencédo de formas farmacéuticas tsoade em sua grande maioria mucoadesivas.
A interacéo entre os polimeros e a membrana mueosgida por diversos enlaces quimicos e a
elucidacao do principio da mucoadesao € objetiyamtameio do estudo da teoria de adesao
(Lyraet al, 2007).

A utilizagdo de sistemas matriciais constituidosgeersos tipos de polimeros € op¢ao
interessante, sendo uma das estratégias mais edpeegio desenvolvimento de uma
formulacdo oral de liberacdo modificada devido astagens inerentes a estes sistemas, como
versatilidade, eficacia, baixo custo e producdo @eeorre a equipamentos e técnicas
convencionais. Os sistemas matriciais sao defindibgponto de vista tecnolégico como um
sistema que modifica a liberagdo da substancia,atielecularmente dispersa ou dissolvida num
suporte geralmente resistente a desintegracaosiStesnas matriciais, a liberacdo do farmaco
pode envolver processos de intumescimento do palirdéusao do farmaco e eroséo da matriz.
Em alguns casos o farmaco pode estar ligado quingicte a cadeia polimérica e ser liberado
pela quebra hidrolitica ou enzimatica dessa ligéBéheri, 2010).

Nos sistemas matriciais, o farmaco pode se engohtmogeneamente disperso na
matriz polimérica, dentro de um reservatério owoaddo em sua superficie. Na sua liberacao
estdo envolvidos processos fisicos e quimicosuimbbd penetracdo de agua na matriz,
dissolucdo e difusdo do farmaco pelos poros daianategradacdo do polimero ou uma
combinacéo destes mecanismos (Retgal.,2003). Embora simples de preparar, esses sistemas
tém a desvantagem de o farmaco poder ser libesmmtinamente por meio de um colapso da
matriz, podendo levar a conseqiiéncias potenciatrsias para o paciente. Segundo Mehuys
et al, (2005), a erosdo das matrizes pode sofrer inflaé&tos alimentos devido as alteracdes de
forcas mecanicas que ocorrem na mobilidade do gaettrintestinal.

Numerosos polimeros biodegradaveis estdo dispenieiém sido estudados para
aplicacdes na liberacdo controlada de farmacossEpgblimeros sdo sistemas aptos para
modificar a taxa de liberacdo do farmaco, evitaadwecessidade da retirada da matriz apds a

exaustdo do farmaco, uma vez que, sao soluversdedpadaveis. Quando se utilizam polimeros

Giufrida, 2013 112



Capitulo IX

nao-biodegradaveis, a liberacdo ocorre apenas poprocesso de difusdo lenta pela matriz
(Regoet al, 2003).

Os sistemas matriciais podem ser dos tipos hidiadobu hidrofilico. Nas matrizes
hidrofobicas, constituidas por ceras, que podemdseominadas matrizes inertes, o farmaco é
liberado essencialmente por difusdo, podendo hawermecanismo de erosdo associado as
matrizes hidrofébicas. Nas matrizes hidrofilicasliberacdo é regulada pelos processos de
intumescimento, difusédo e eroséo. (Pezeiral, 2007)

Matrizes hidrofilicas podem ser preparadas por ceansdo de uma mistura contendo
farmaco e o polimero hidrofilico. Esses sisteman #raido consideravel atencdo como
dispositivos para liberacdo de farmacos, devidogesutros fatores a facilidade no processo de
producdo (Genet al, 2008). As matrizes hidrofilicas, quando em cantzgom o0 meio de
dissolucéo ou com o fluido aquoso gastrintestiabsorvem agua, sobretudo através dos poros
do sistema matricial. Os sistemas de liberacao iciatrpreparados via compressao com
polimeros hidrofilico, de inicio apresenta uma rilgdo imediata do farmaco presente na
superficie do comprimido, no entanto,com o tempopotimero hidrofilico intumesce e
formando uma camada gelatinosa de polimero (estaeavel) a volta do nucleo seco do
comprimido. A agua continua a penetrar na mattigvas da camada exterior gelificada que
sofre posterior erosdo. Estes dois fendbmenos (edammento e erosdo) ocorrem
simultaneamente e o sistema matricial mantém unmwelmais ou menos constante. Quando a
penetracdo da agua na matriz gelificada excedealon gritico de concentracdo (concentracao
na qual as interacbes entre a agua e o polimererdam com consequente reducdo das
interacdes polimero-polimero), as cadeias poliraéricomecam a se separar, alargando os
espacos ocorrendo entdo difusdo do farmaco. Estas e€adeias dispersam-se na camada mais
externa, resultando um aumento da taxa de eroggurdf.2). Em consequéncia do aumento da
distancia entre si, aumento da distancia entreadsias poliméricas, estas deixam de estar
interligadas entre si, separando-se com subsegqiesiategracdo total do sistema (Bicheri,
2010).

A escolha do polimero hidrofilico na formulacdo dwtriz pode fornecer uma
combinacdo apropriada dos mecanismos de intumesiwmde dissolucdo ou de erosao e
determinam a cinética de liberacé@o vitro. As matrizes de intumescimento sdo sistemas
monoliticos preparados pela compressdo de mistu@oldmero hidrofilico e de farmaco. Elas
representam sistemas de liberacdo em que os v@@esnismos podem ser adaptados ao

programa de liberacdo. O sucesso desses sisterf@agetacionado com a tecnologia de
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fabricacdo e com as caracteristicas fisicas e gagwo polimero, responsaveis pelo mecanismo
de liberacdo (Lopest al, 2005).

Figura 9.2 — Alteracdes observadas nos sistemas matriciaisofflicos que
intumescem e sofrem eroséo: 1) matriz no estady &gdnicio da hidratacdo e intumescimento
da matriz; 3 e 4) aumento da hidratacéo e intummestdio da matriz; 6) separacdo das cadeias
poliméricas com liberag&o rapida do farmaco restéirapeset al, 2005).

Muitas classes de polimeros farmacéuticos tém ssdalas em sistemas de liberacéo
controlada de farmacos devido as suas diferenteaepdilidades. A permeabilidade de um
farmaco através de um material polimérico € umgssa de trés partes envolvendo dissolugéo,
migracdo e difusdo das moléculas do farmaco ematurda solubilidade e coeficiente de
difusdo. A estrutura cristalina de um polimero te@ior grau de empacotamento molecular e,
portanto, tende a resistir mais a difusdo de umdao em relacéo a polimeros amorfos com a
mesma estrutura. As propriedades de dissolucdoolimgro afetam bastante a liberacdo de
principios ativos, e a dissolu¢do do farmaco paateaselerada ou retardada dependendo da
solubilidade ou permeabilidade do veiculo (Oliveifaima, 2006).

Um requisito fundamental para que os materiaisyggicos possam ser utilizados na
preparacdo de um sistema de liberacdo controlaffrmeacos, € que estes e 0s seus produtos de
degradacdo ndo sejam toxicos, apresentem uma boanipatibilidade, pelo menos nos tecidos
com que vao ter contato direto, e que sofra degéamdguimican vivo, seja por hidrélise ou
acdo enzimatica. Como o0s sistemas vivos Sao cooyasigjoritariamente por agua, as
propriedades hidrofilicas / hidrofébicas dos polimsesdo também um aspecto fundamental a ter
em conta na altura de selecionar um polimero paeaaplicacdo especifica (Coimbra, 2010).

Os sistemas de liberacéo controlados por difuséongram-se divididos em dois tipos:
sistemas de reservatoério e sistemas matriciais.

Um sistema reservatério consiste num dispositivastituido por um nucleo de

farmaco, no estado liquido ou sélido, rodeado pas membrana polimérica ndo biodegradavel,
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pela qual o farmaco se difunde lentamente. As @dades do farmaco e da membrana
polimérica determinam a taxa de difusdo e, consggiiente, a taxa de liberacdo do farmaco.
Num sistema matricial o farmaco encontra-se uniénente disperso ou dissolvido numa
matriz polimérica, sendo a taxa de liberacdo ctadeopela taxa de difusdo do farmaco dessa
mesma matriz (Coimbra, 2010), desta forma obtérareesistema monolitico, onde nao é
possivel identificar um nucleo diferenciado (Azeve2002).

A diferenca morfologica entre a forma de distrilgigdo principio ativo no sistema

polimérico matricial e no sistema polimeérico resédvio sdo descritos na Figura 9.3.

(A)

(B)

Figura 9.3 - Exemplo dos diferentes tipos de encapsulamenta pamn sistema
polimérico de liberacdo controlada de farmacos: €Bfera (sistema matricial); (B) capsula

(sistema reservatorio (Adaptado de Azevedo, 2002)).

Em geral, a liberacdo dos farmacos incorporados sestemas constituidos por
polimeros hidrofilicos baseia-se na transicdo dadesvitreo flassy para o estado maleavel
“rubbery, resultante da penetracdo da 4gua na matriz.lécidade de penetracdo da agua no
sistema matricial condiciona 0 modo de liberacaof@onaco, e no caso de comprimidos
matriciais constituidos a base de polimeros hilitoi, € condicionada por: transporte do meio
de dissolucédo para a matriz polimérica; intumesotméswelling do polimero com formacao
de uma camada de gel; difusdo do farmaco atravéardada de polimero intumescido e eroséo
do polimero intumescido (Lopes, 2005).
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9.1.1. MODELOS DE ESTUDOSIN VITRO DA CINETICA DE LIBERA CAO DE

FARMACOS.

Para que os medicamentos possam exercer seu tefeipgutico, € necessario que as
moléculas do farmaco sejam dissolvidas nos fluigastrintestinais e, dessa forma, estejam
disponiveis para a absorcao (Gonzaleal., 1995). Estudos cinéticos de liberacdo do farmaco é
importante porque possibilita avaliar os parametiiesolucdo, difusdo e mecanismos de erosao,
auxilixando assim no entendimento, das caractesistfarmacotécnicas das formulacdes
(Lopes, 2005). Embora os adjuvantes farmacotécrsef@sn considerados inertes, do ponto de
vista farmacolégico, eles podem exercer influémsigmificativa na velocidade de liberacdo do
farmaco (Villanoveet al,, 1999).

Devido a natureza critica dos primeiros dois passakssolucaan vitro constitui uma
relevante predicdo da performannevivo de medicamentos. Dentre todos os testes de aantrol
empregados nesse tipo de apresentacdo, o ensaigsdiicdo mostra-se como um dos mais
importantes, congregando na sua interpretacao itosdésico-quimicos diversos (Bortoluzi e
Laporta, 2008).

O perfil de dissolucdo de farmacos é obtido detemmdo-se a partir de amostras
seriadas, coletadas em intervalos previamenteastadbos, a quantidade de farmaco dissolvido
no meio de dissolucdo. A partir dos dados obtidospnstruida uma curva de porcentagem de
farmaco dissolvido em funcéo do tempo (Bortolukaporta, 2008).

O uso de modelos matematicos vem sendo um fatotartes importante no
desenvolvimento de dispositivos farmacéuticos bderdicdo controlada. Estes modelos trazem
inimeros beneficios praticos como a possibilidade sanular os efeitos dos parametros
delineados, a reducdo do numero de experimentosss@ios, além de facilitarem o
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticostyal, 2007).

A aplicacdo de modelos cinéticos de dissolucdo ipermferir mais detalhadamente
diferencas nos perfis de dissolucdo de medicame@tosodelo cinético de dissolugcdo de uma
forma farmacéutica € avaliado por meio da linegéimados dados de dissolucéo de acordo com
parametros dependentes do tempo e/ou porcentagédnnuico liberada. A escolha do modelo
cinético mais adequado ocorre perante a avaliaQawodficiente de correlacdo &erson em
gue o modelo mais ajustado é aquele proximo deaipeiinearidade (Rodrigued al.,2006)

Existem alguns modelos que s&o bastante conheeidem usados com o intuito de se
analisar os mecanismos de liberacdo de substéatoras. Se tratando de processos cinéticos na

liberagdo controlada de farmacos, os fatores nmjoitantes séo: determinar a ordem do
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processo e analisar qual modelo se adéqua melhperdib de liberacdo analisado (Tavares,
2011). Um dos modelos bastante utilizados é o dedti, e que é governado pelo processo de
difusdo fundamentado na 12 lei de difusdo de Hislse modelo de difusdo supde que uma
matriz porosa degradavel em fase liquida se disdelvamente no meio a partir da penetracao
do liquido através de seus poros.

A difusdo é um processo pela qual a matéria é gaatesla de um local para outro
situado no interior do préprio sistema e resultant®/imentos moleculares aleatérios, que
ocorrem em pequenas distancias. Adolf Fick foiimeiro a procurar quantificar o processo de
difusdo ao adotar a equacdo matematica do fendmhertcansferéncia de calor proposto por
Fourier. A expressao matematica que traduz estzidelde de transferéncia, por unidade de
superficie, da substancia a difundir num meio Ggmto através de uma secdo do polimero pode

representar-se cComo segue:

do dac

" X Eg. 9.1

OndedQ/dtrepresenta a velocidade de difus@pa massa de farmaco transportdagda,
tempo,C, a concentracao da substancia que se difdjdecoordenada espacial normal a secéo
e D, o coeficiente de difusdo (Manadasal., 2002).

O coeficiente de difusdo de um farmaco num sisteraticial pode ser influenciado
por varios parametros: densidade de reticulacagalimmero, grau de ramificacdo, grau de
cristalinidade, tamanho das zonas cristalinagMamnadast al, 2002 apud Peppas, 1983).

O material dissolve-se lentamente na fase liquidiE§unde por meio da estrutura da
matriz entre os poros interconectados. Matematingen@ equacgédo de Higuchi pode ser usada
para calcular as taxas de liberacdo do farmaceseptadas como (Lacerefaal., 2009):

M = kt'/? Eq. 9.2
OndeM é a quantidade total de material liberado no tetmpd € a constante cinética
de liberacdo que leva em conta as caracteristatagugrais e geomeétricas da amostra.

Pode ser utilizado para descrever o mecanismaadsporte de solutos a partir de uma

matriz flexivel um modelo semi-empirico descritéapequacao de Ritger-Peppas (Piai, 2008):

Mt — fen Eq. 9.3
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OndeM/M,, é fracdo de farmaco liberado da matri¢,o tempo de liberagék,e uma
constante dependente do sistema solvente/polimeg e coeficiente difusional que caracteriza
0 mecanismo de difusdo do solvente para o inteltogel ou o0 mecanismo de liberagcdo do
soluto. Peppas (1985) usou valoresndde modo a caracterizar os diferentes mecanismos de
liberacdo, tendo chegado a valores1de0,5 para a difusdo (modelo de Fick) e valores aais
elevados entre 0,5 e 1,0 em um sistema plano gpaeasferéncia de massa segundo um modelo
ndo-Fickiano. Este modelo € geralmente usado peésar a liberacdo de formas farmacéuticas
poliméricas, quando o mecanismo de liberagdo n&ené conhecido ou quando possa estar
envolvendo mais de um tipo de liberacdo (Costale ] 2001b).

A partir do modelo de Higuchi, em 1974 Baker e ldaie desenvolveram um modelo
que descreve a liberacdo controlada a partir de mataiz esférica, sendo representado pela

seguinte expressao:
2/3
3[1_( - dae) ]_ﬁ:kt Eq. 9.4

OndeM¢/M¢€ a fracdo do farmaco liberad& a constante de liberacdo (Costa e Lobo,
2001Db).

Outro modelo baseia-se na equacdo semi-empiriqaogtia por Korsmeyer-Peppas.
Esta equacao é utilizada para descrever a libedadoluto quando 0 mecanismo que prevalece
€ uma combinacéo da difusdo do farmaco (transjpicieano) e do (transporte ndo Fickiano),
controlado pelo relaxamento das cadeias polimérideste modelo, a relacdo entre a velocidade
de liberacdo e o tempo € igual a:

—L = Kt"+ b Eq. 9.5

o)

Em que K € uma constante cinética, que incorpora carattags estruturais e
geomeétricas do mecanismme o expoente de liberacdo que, de acordo comdéoo mamérico
que assume, caracteriza 0 mecanismo de liberac&ordaco (Lopesgt al.,2005).

Esta equacéo é geralmente utilizada para interpgedascrever a liberacdo do farmaco
quando o mecanismo que prevalece ndo € bem cooheuidesulta da combinacdo de dois
processos aparentemente independentes: um devittarsporte de farmacos que obedece as

leis de Fick ou transporte Fickiano, e outro coisatemente dos fendmenos de
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inchamento/relaxamento do gel (expansao dinamiag)esenvolve a transicdo de um estado
semi-rigido a outro mais flexivel (Lopesal.,2005)

Outro modelo matematico de referéncia, no casastiensas matriciais, € o modelo de
Peppas e Sahlin (1989). Numa tentativa de quaantifas contribuicdes relativas dos dois
fendmenos responsaveis pela liberacdo (difusatarareento), Peppaet al., introduziram um

segundo termo na equacao Korsmeyer-Peppas, suigimdaelo de Peppas-Shalin:

S = Ky t™ 4 Kpt?m Eq. 9.6

o)

Em queK; e K, representam constantes que refletem as contrdmig8lativas do
mecanismo de difusdo Fickiana e do mecanismo d&#efrelaxamento, e o coeficiente m é o
expoente de difusdo Fickiana da preparacdo farrtieaéugue apresente uma liberacao
modificada, qualquer que seja a sua forma (Lepes, 2005).

Os modelos de ordem zero e o modelo de Higuchimaiaamente exclusivos: quando
se aplica um, o outro ja nao tem aplicacdo. O masioosucede com o modelo de Korsmeyer-
Peppas e o modelo de Peppas e Sahlin, sendo acdplidestes modelos bastante Uteis para
complementar as informacgdes relativamente aos risecas de liberacdo dos farmacos obtidas
com a aplicacédo dos outros dois modelos.

Existem na literatura outros diversos modelos matews que ndo foram descritos
neste trabalho e podem ser adotados como mecanda@r®sulacao para sistemas de liberagcéo
de farmacos como os modelos He&xson-Crowell, Hopfenberg, Makoid-Banakar, Weibett.

9.1.2. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE%)

A eficiéncia de encapsulacédo do farmaco é estiman® sendo a diferenca percentual
entre a concentracdo inicialmente adicionada nendl@cdo e a concentracdo associada as
particulas. Desta maneira, quando a técnica des@ofevaporacdo do solvente é utilizada, a
eficiéncia de encapsulacdo é fortemente influeacigelo coeficiente de particdo do farmaco
entre a fase interna e externa da emulsdo. Farmemegterizados por apresentar baixa
hidrossolubilidade podem ser encapsulados com sugeda formacdo de uma emulsdo 6leo em
agua (O/A). Entretanto, quando farmacos que api@serelevada hidrossolubilidade sé&o
utilizados, baixas taxas de encapsulacdo tém didervadas. Neste caso, a encapsulacdo pode
ser realizada por meio da formacao de uma emutg@e&m Oleo (A/O), onde um solvente polar

contendo o farmaco e o polimero é emulsificado era fase oleosa, como 6leo mineral, ou pela
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formacdo de uma emulsdo multipla (A/O/A), em queauase aquosa contendo o farmaco €
dispersa em uma solucdo do polimero no solvenéiv@ a emulsdo (A/O) resultante é, por sua
vez, dispersa em uma segunda fase aquosa (Bida0), 2

A eficiéncia de encapsulacdo do principio ativoticklenno interior das particulas pode
ser determinada pelo método direto, por meio deatgsgotometria na regido ultravioleta e
visivel (UV-Vis) por medida do comprimento de ormdaxima determinado pela varredura da
droga/principio ativo em estudo. Com o0 uso de smév@rganico miscivel apenas ao material
incorporado faz-se a extragcdo por completo do fmioaccontido seguido de separacao por
ultrafiltracdo/centrifugacéo. A partir de curva Binea construida com diferentes concentracées
de soluto em solvente organico é possivel deterrsimaa quantidade do ativo livre no

sobrenadante (Tagliari, 2012).

9.2. PARTE EXPERIMENTAL

A parte experimental foi dividida em duas partesnde uma parte pertencente a
impregnacdo de P4 em M-NPs de PHBV produzidaspétodo SAS apresentado no Capitulo
V, e a segunda parte envolvendo o encapsulamemdideem NPs de PHBV produzidas pelo
método SFEE apresentado no Capitulo VIII.

9.2.1. IMPREGNACAO DE P4 EM M-NPs DE PHBV PRODUZIDAS VIA
SAS

O carregamento/impregnacdo de progesterona em MdeP®HBV foi realizado
utilizando-se de um aparato de equilibrio de fasala pressdo composto por um reator do tipo
célula de equilibrio, uma bomba de alta pressatpdoseringa e um sistema de aquecimento
com controle apurado de temperatura. O esquemaatata é idéntico ao descrito no Capitulo

IV mostrado na Figura 4.1 e o aparato real podeistr na Figura 9.4.
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Figura 9.4 —Imagem real do aparato experimental de equilibeidfeges utilizado para

impregnacao da progesterona.

Inicialmente uma quantidade desejada de M-NPs d&\Plidram pesadas em balanca
analitica (MARTE AM-220) e introduzidas na céluka eljuilibrio. A progesterona (em torno de
0,3 g) foi inserida em uma capsula e isolada porfilino de mesh 300 e posteriormente
introduzida na célula de equilibrio. O filtro fdilizado com o intuito de evitar o contato direto
da progesterona com as M-NPs de PHBV. O reatde@iado e vedado com anéis de teflon e
conectado junto a alimentacdo de Gfeixando apenas a saida de alivio aberta. Aindaao
saida de alivio aberta foi feita uma leve injec&aCd)} com o objetivo de remover o todo gas
residual e manter no interior da célula apenasoagponentes desejados. A saida de alivio foi
fechada e o sistema de aquecimento foi ligado cordi¢cdo de temperatura estabelecida em 323
K mantida por um controlador (COEL, modelo HW 144D¢pois de estabilizada a temperatura
desejada o sistema foi entdo alimentado com €@ressurizado a 250 (bar) tendo o controle de
pressado obtido por um transdutor de pressdo (SMAdtlelo LD 301) e um programador de
presséo (NOVUS, modelo N1500). O tempo de residéhaiante o processo de impregnacao da
progesterona foi realizado em cinco diferentes ten(f, 4, 8, 16 e 32 horas).

Apos o termino do tempo de impregnacao, o sistearegdecimento foi desligado e foi
feito despressurizacdo lentamente para evitar astarrdas M-NPs juntamente com o ,CO
eliminado. As M-NPs foram coletadas e armazenad@mdosamente e a cipsula contendo P4
foi pesada novamente obtendo um valor médio tedecdroga aprisionada.
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Tabela 9.1- Condi¢des experimentais para impregnacao den?M-&lPs de PHBV.

Massa de M-NPs | Massa P4 Capsulal Temperatura | Presséo (Bar) Tempo (h)
(mg) (mg) (K)
2
4
450 43 (10 %) 323 250 8
16
32
9.2.1.1. MEDIDA DA EFICIENCIA DE IMPREGNAGCAO / CARREGAMENTO

Os valores percentuais da eficiéncia do carregamgatdroga impregnada nas M-NPs
de PHBV foram obtidos a partir da quantidade ihitéarica de P4 aprisionada no interior da
matriz. De acordo com o método descrito no iteml9.@ma quantidade determinada de P4 foi
pesada e inserida em uma capsula que posteriormesta foi inserida no reator. Ao término da
reacdo a massa final da cdpsula foi pesada e podetsrminar um valor teérico da quantidade
de P4 carregada para as M-NPs. Para determinaca@lolo de carregamento experimental
extraiu-se a quantidade total de droga carregagdd/BPs a partir de solucéo hidro-alcéolica

(62,5 % de etanol e 37,5 % de agua destilada) eusmrda curva de calibracédo (Figura 9.5)

determinou-se o valor real encapsulado.

ABS (237 nm)

® (Concentragdo

0.6

Ajuste Linear Fit

o
w
1

0,0 4

Equation

y=a+bx

Adj. R-Square  0,99115

B
B

Intercept
Slope

Value Standard Error
-0,01437 0,01227
50,36774 2,37664

1
0,000

I
0,005

Concentragdo (mg/mL)

1
0,010

Figura 9.5 —Curva de calibracdo de P4 em solucéo hidro-alcaéolic
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9.2.1.2. ESTUDO “IN VITRO" DA LIBERACAO DE PROGESTERONA

CARREGADA EM M-NPs beE PHBV

Os estudos de liberacdin vitro” para as M-NPs contendo progesterona foram
fundamentados no protocolo de liberacdo de medicgrnd®SP XXIIl (1995). Os experimentos
foram conduzidos em um aparato (Figurg @dhtendo cinco reservatorios de vidro de volumes
igual a 200 mL e encamisados com uma caixa deicacdtoplada a um banho termostatico
(JULABO, modelo F12-EH). A base do aparato € corgpde um agitador magnético de cinco
pontos de agitacdo em série (IKA, modelo IKA-RCEgndo que 0 mesmo teve como papel
fundamental promover a homogeneizagcéo do meio.

Figura 9.6 — Esquema do sistema utilizado para realizar o estgldiberacéo
controlada de progesterona para cinco amostrasplagao hidro-alcoodlica, b) membrana de

didlise, c) agitador magnético, d) barra magné&gasistema de controle de temperatura com
agua.

Primeiramente as membranas de diadlises foram sidasef hidratacdo em agua
destilada por um periodo de 24 horas sob refrigeraEoi preparada uma solucdo hidro-
alcodlica contendo 62,5 % de etanol e 37,5 % dea &lpstilada. Cada reservatério foi
alimentado com 220 mL da solucdo hidro-alcodlicAs amostras de M-NPs de PHBV
impregnadas com progesterona foram pesadas 10dispgrsas em 30 mL da solucéo hidro-
alcodlica e posteriormente foram inserida nas manas de didlise. As membranas foram
fechadas e inseridas nos reservatérios com os 22@ensolucdo. A solucdo nos reservatorios
foi mantida a 37° C durante todo tempo o teste a agitacdo de 100 rpm foi utilizada para
manter a homogeneidade do meio.

A quantidade de progesterona liberada das M-NPsdébérminada utilizando um
espectrofotometro UV-vis (SHIMADZU, modelo UV-260&pm leitura ajustada em 237 nm.

Para isso, cerca de 3 mL de cada solucdo dos meguentes foram coletados em tempos pre-
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estabelecidos, lida sua absorbancia no equipantentdV e retornada ao seu reservatério de

origem para preservar o volume inicial da solugéo.

9.2.2. PRrRoODUCAO DE NPs DE PHBV CARREGADAS DE AMP VIA
SFEE

As NPs de PHBV carregadas com AMP foram obtidasréirpda metodologia 8.2.2
abordada no Capitulo VIII. O carregamento do faomfac conduzido no momento da obtencao
da pré-emulséo, adicionando uma quantidade de 28&kRem relacdo do PHBV no momento
do preparo da solugdo em DCM. O preparo da emdsa@dracdo do solvente procedeu sem

modificacao.

9.2.2.1. MEDIDAS DE EFICIENCIA DO ENCAPSULAMENTO (EE%)

Para obter a eficiéncia do encapsulamento das Alifsgadas de AMP, primeiramente
foi construida uma curva de calibragdo com dife®moncentracdes de AMP dissolvidas em
etanol (Figura 9.6). As quantidades de medroxi@tgena conhecida nas solugbes foram
interpretadas em um spectofotometro UV-vis (SHIMADZ modelo UV-2601) com
comprimento de ondal) igual a 240 nm. Para identificacdo do comprimetoonda foi
realizado uma leitura de varredura da amostra. Bat@cdo da medroxiprogesterona, uma
quantidade conhecida de NPs (2,5 mg) foi disparsd® mL de etanol. A solugéo foi mantida
sob agitacdo durante 24 horas em temperatura ambieApos 24 horas, o solucao foi
centrifugada a 10.000 rpm durante 30 min, e 3 misalrenadante foi coletado e feita a leitura

do mesmo em UV para determinacdo da quantidadeoda éxtraido.

3 5

® Concentragdo mg/mL
Juste Linear

ABS (240) nm

1 .

0 Equation y=a+b'x

o Adj. R-Square  0,99679
[ Value Standard Error
ABS Intercept  -1,78841E-4 0,03099
ABS Slope 4756541 1,10249

T T v T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06

Concentragdo mg/mL

Figura 9.7 —Curva de calibracdo do AMP em etanol via UV-viéQ(2im).
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9.2.2.2. MEDIDAS DE LIBERACAO DA AMP ENCAPSULADAS coMm PHBV

O estudo de liberacaan”vitro” foi realizado utilizando uma soluc&o hidro-alcoali
(70:30). Uma quantidade igual 10 mg de NPs de PHiB\adicionada em 50 mL de solugao
hidro-alcodlica. O sistema foi mantido a uma terapea controlada de 37 °C e em intervalos de
tempos igual a (30 min, 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 7#as$)oa solucéo foi centrifugada a 10.000 rpm e
coletado cerca de 3 ml do sobrenadante e lido ectrsfiotdmetro UV-vis usando= 240 nm.
Posteriormente a solugéo coletada foi retornadast®ma para se manter a quantidade inicial da

amostra.

9.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

9.3.1. ESTuDOS DEIMPREGNACAO E LIBERACAO DA P4EM M-NPs DE

PHBV

O potencial do carregamento de P4 em M-NPs de PHB¥valiado separadamente
para cada amostra e classificadas de acordo conpmtde carregamento que variaram entre 2 a
32 horas sob C£3C pressurizado. O tempo decorrido da reacao flion determinante para a
guantidade de P4 armazenada nas amostras, oo segor tempo de reacao (2h) mostrou um
percentual o menor valor percentual de quantideddralga carregada em relacdo a massa inicial
tedrica, e para o maior tempo de reacao (32h) elevmaior percentual de P4 carregado.

A tabela abaixo mostra os valores de eficiénciecal@egamento obtidos para cada

amostra em funcao do tempo de reacéo.

Tabela 9.2— Valores de % P4 carregados nas M-NPs de PHBV.

Amostras 2h 4h 8h 16h 32h
Carregamento 20,60% 22.,28% 35,41% 43,01% 53,22 %

Os valores Obitos para melhor compreensdo da mdfi@iédo carregamento sao
apresentado em forma de grafico que mostra o ardand® percentual de carregamento em

funcdo do tempo de reacao de impregnacao (Fig8ya 9.
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53,22%%
\

22,28%
20.60% |

Carregamento (%)
=
1
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tempo (horas)

Figura 9.8 —Aumento do % de carregamento de P4 em funcéo duotelm acordo com
atabela 9.2.

O estudo morfolégico das M-NPs mostra que a presele P4 pouco alterou a
morfologia das particulas, e que a presenca darimaios aglomerados deve-se ao processo de
formacao das particulas via SAS. Tal fenbmeno &sitdnte discutido no Capitulo V. A Figura
9.9 se refere as M-NPs de PHBV impregnadas de Rdnmao de 32h de reagao.

.. e pwwﬁ.ﬂm ﬁ

Q "
2

AccVY
5.0kV 40  x 3500

Figura 9.9 —Imagem obtida por MEV das M-NPs de PHBV+P4 obtidagempo de
32h de impregnacéo.

O estudo de liberacdo das M-NPs carregadas denPditto” foi feito a partir dos
valores avaliados por UV-vis das aliquotas de todasamostras coletada em tempos

determinados que variaram entre 0 a 35 horas. IOsegaobtidos nos intervalos de tempo foram
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convertidos em valores de concentracao de massahwne de solugcdo (mg/mL) e plotados em

um grafico que mostra a variagdo da concentrac&atderada por tempo de reacgéo.
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Z 0,05 X
) ¥
g
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g 0044 * A
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Tempo (horas)

Figura 9.10 —Massa acumulativa de P4 liberada (mg/mL) em funigtempo (horas)

para as amostras carregadas nos tempos de 2,6le&2 horas.

Os valores decorrentes da curva de liberacédo dsana@sP4 s&o acumulativos devido o
meio ser fechado e as aliquotas serem retornadassaovatorio apos avaliagdo de valores.
Observa-se na Figura 9.10 que o tempo de carregarteen influéncia direta sobre a carga de
P4 incorporada nas M-NPs de PHBV que consequentent@mbém teve influéncia sobre a

guantidade final de farmaco liberado.

1,2 5
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Figura 9.11 - Curva de liberacdo adimensional da progesteeonaliferentes tempos
de impregnacéao (2, 4, 8, 16 e 32 horas).
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Pode se notar que proximo de 30 horas de liberafdins valores diminuem em
relacdo ao acumulo do soluto. Tal fenébmeno deatareirecdo de difusdo do entre os meios
matriz e solvente. A difusédo reversa ocorre durarlifgeracao de todo o soluto contido na matriz
ou 0 meio externo estar saturado, apos ocorreragrfeshdmenos o soluto pode retornar para a
matriz por difuséo inversa.

Os valores mostram que os diferentes tempos degeemento estdo gerando diferentes
perfis de liberacdo em decorréncia da diferengzetteidade de liberacdo de cada amostra. Para
melhor compreensao da variacdo do perfil de litierado P4 entre as diferentes amostras a
Figura 9.11 mostra a curva adimensional dos refwdtea partir da concentracdo liberada

/concentracgao final em fungédo do tempo.

9.3.1.1. APLICACAO DO MODELO CINETICO QUE PREDIZ O PERFIL DE

LIBERACAO DO P4 A PARTIR DE M-NPs DEPHBV.

Muitos modelos matematicos foram desenvolvidos gasarever os perfis de liberacéo
do soluto em polimeros, e a maioria dos relatos$iteetura demonstra que a liberacdo dos
solutos € fortemente dependente de varios fatbaes,como: composi¢cao polimérica, forma
geomeétrica, grau de intumescimento, dissolucafusat do soluto no polimero (Reis, 2007).

O processo de absorcédo e de adsorcdo de aguanpesiisais poliméricos € um fator
importante na correlacdo entre biocompatibilidades @ropriedades de superficie. Quando um
polimero é colocado em meio aquoso as interacOesi@esstrutura quimica com a agua, tais
como ligacdes de hidrogénio favorecem o intumestimeDurante o processo de difusdo das
moléculas de agua na estrutura polimérica, as@desas tornam mais estendidas, provocando,
desta forma, uma expansao fisica e um ordenamargstrutura polimérica (Terence, 2002).

O mecanismo de liberacao de P4 a partir de M-NA3HEV ilustrado nas Figuras 9.10
e 9.11 podem ser correlacionados com modelos capEzpredizer e ajustar o comportamento
de liberacdo do farmaco contido na matriz. A lipgcade P4 obtida experimentalmente se
distingue como sendo difusiva, e pode ser avaliedacordo com o modelo proposto por Reis
al., 2007, que permite a obtencdo de parametros qtenjente a constantes estabelecidas nos
procedimentos experimentais permite prever o cotapwnto da liberacdo do P4 em cinéticas
de primeira e segunda ordens. O modelo proposta tmmo fator determinante a finidade fisica
e quimica do soluto entre a matriz e o solventeqamocorre o processo de difusdo entre as

fases, e 0 parametro que determina a ocorréncse fiexsdomeno € o termoe pode ser calculado
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a partir da equacao 9.7. Ocorrera difusdo do se@uote as fases da matriz e do solvente quanto

a>0.

o = mex Eq. 9.7

1-Fnax

Quando o terma. se anula, pode-se inferir que ndo havera liberagéeoluto. Isto
porgue, ndo existira particdo do soluto entre sasfao solvente e da matriz, ou seja, néo existira
difusdo de soluto entre as fases. Porény 3e0 ocorrera difusdo do soluto entre as fases da
matriz e do solvente. Note que o valor do paramettescreve a existéncia ou ndo de difusdo do
soluto entre as fases matriz-solvente (Reml.,2007).

Os valores de sado calculados em fungéo da fragdo maxima do tariaerado Fmay
e com os valores experimentais em termos de frédg&oluto liberadaH,) obtém-se a constante
de liberacdok,) que pode ser determinada para uma cinética deepa ordem de acordo com

a equacao 9.8:
Fnax X In (=2 = k¢ Eq. 9.8

Deste modo, a fracédo do soluto liberada pode deulada em qualquer temp@ara a

cinética de liberacéo reversivel de primeira wiido a equacéo 9.9.
F = Fpax(1 — e (e/Fmax)t) Eq. 9.9

O percentual acumulativo de droga liberado podeoktdo para qualquer tempgor
meio de uma cinética reversivel tanto para primeogmo segunda ordem. As variacfes da
concentracdo do soluto na solucdo afeta diretanzevédocidade de liberacdo do mesmo a partir
da matriz de acordo com o tempo, e quando o s@assa a ser reabsorvido pela matriz, a
concentracdo na solucdo serd a diferenca na gadetike soluto liberado e absorvido (Rstis
al., 2007). Este perfil cinético é aplicado ao sisteny@ée ser visualizado na Figura 9.12. O
modelo foi aplicado para as amostras de M-NPs gadees de P4 em diferentes tempos de
reacdo, e os resultados prescritos pelo ajustenmit® mostram que para os tempos de 2, 4 e
32 horas foram obtidos bons ajustes, e para oso®mg 8 e 16 horas as curvas cinéticas do

modelo néo ficaram tdo condizentes com os dadariexgntais.
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Figura 9.12 —Curvas de cinética de 1° Ordem (Modelo) ajustadu es curvas de

liberacdo dos dados experimentais.

O sistema de liberacdo também pode ser avaliadonskguma cinética de liberacao
reversivel de segunda ordem, considerando quenaidatle de liberacdo do soluto em um dado
instante de tempo é diretamente proporcional aefifa entre os quadrados da concentracdo do
soluto liberado e absorvido (Re al., 2007). Da mesma forma que foi aplicada ao modelo
cinético de primeira ordem, a constante de libergkd pode ser determinada em funcéonde
pela equacao 9.10.

F1—2F1Fmaxt Fmax
i (L )=kt Eq. 9.10

Fnax—FL

E a fracé@o de soluto liberade | também é determinada em fung@ardedoK, obtido.

F, = Fmax(e2*L/@t-1)
L 2R t+e?kL/ot

Eq. 9.11

Os valores ajustados para uma cinética de segundiemoplotados no grafico
juntamente com os dados experimentais em funcdendpo {) mostram um melhor ajuste para
0s resultados obtidos experimentalmente nas tetopasade 4 e 16 horas, principalmente para
as primeiras 10 horas de reacédo (Figura 9.13).riDsipais valores aplicados aos modelos séao
apresentados na tabela 9.3. Uma melhor compreatssicequacdes aplicadas aos ajustes
matematicos, assim como suas respectivas dedu@epresentados no trabalho de (Rel.,
2007).
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Figura 9.13 —Curvas de cinética de 2° Ordem (Modelo) ajustadu es curvas de

liberacdo dos dados experimentais.

O perfil de liberagdo para qualquer sistema retecse diretamente com o tempo
decorrido das transferéncias de massa entre schddrjz e o solvente. Com base nessa
observacao, utilizando a Equacéo 9.12 foi feitcalewdo para o tempo de meia vidaft o

tempo necessario para que seja liberado 50% dtosatucada espaco de tempo (Tabela 9.3).

ty)s = ﬁxln@ — 2E02) Eg. 9.12

0.8

t(1/2) (concentragdo)

t (1/2) (horas)

Figura 9.14— Comportamento da concentracdo de P4 liberadtzenos de tempo de

meia vida (1/2).

Nota-se que o tempo de meia vida, exceto para ateancarregada no tempo de 4h,
variou de forma inversa em funcao do tempo de ceatéiante o carregamento e da fracao
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maxima liberada, ou seja, tem-se um tempo de mésamodificado em funcdo da carga de P4

aprisionada na matriz. Os resultados mostram gueatidade de farmaco aprisionado proximo
a superficie da matriz aumenta em funcdo da quaddidotal de farmaco carregado, e
consequentemente diminui o tempe de liberagdo do mesmo (2hty: 5,742 e 32h 1y
3,582), como pode ser visualizado na Figura 9.14.

Tabela 9.3— Valores de constantes aplicados aos modelotiatiaéle 1° e 2° ordens
em funcéo da fracdo maxima de P4 liberada.

Amostra (M-NPs) Fe> a K. (109 R t,; (horas)
2h 0,2943 0,4170 3,196 0,9709 5,742
4h 0,3101 0,4470 7,527 0,9239 2,574
8h 0,4982 0,9928 7,152 0,6283 4,823
16h 0,5839 1,4032 13,53 0,9965 3,139
32h 0,7343 2,7636 16,44 0,9547 3,582

9.3.2.ESTUDOS DE ENCAPSULAMENTO E LIBERACAO DE AMP
CARREGADAS EM NPs DEPHBYV.

A amostra de NPs de PHBV carregadas de AMP via siousimples seguida de
extracdo do solvente por meio de £SQG, primeiramente foram avaliadas em funcdo da
eficiéncia de encapsulamento do farmaco nas NPsal@ obtido da aliquota retirada do
sobrenadante concentrado de AMP foi convertido etmmds de concentragdo de AMP por
volume da solugdo (mg/mL) a partir da curva debcatido da solucdo de AMP em etanol

descrita na Figura 9.7

As medidas de eficiéncia de encapsulamento fora@rrdamadas usando a equacao
abaixo:

EE% = X 100% Eqg. 9.10
t

Onde C. é a concentracdo experimental obtida apds extrdgdonassa de AMP
carregada nas NPs@& é a concentracao tedrica estabelecida durantepanacdo do sistema
matricial carregado de farmaco.

O preparo da pré-emulsdo durante o processo deigioddas NPs resultou em um

método eficiente para o carregamento do farmacefi®déncia de encapsulamento das NPs de
PHBYV foi de 70,29%.
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Uma analise morfologica das NPs carregadas de AMReélizada utilizando técnica
de MEV e os resultados demonstram que o carregantenfarmaco durante o processo de
emulsdo ndo promoveu alteracdo morfoldgica no teulfinal das particulas (Figura 9.15).
Alguns aspectos de coalescéncia ou derretimentdormoe comentado no Capitulo VIII pode
ser decorrente do processo de remocao do surfacsstagem e/ou no processo de preparacao
da amostra para MEV, considerando que o baixo pesiecular da amostra e o tamanho
reduzido das mesmas aumentam a sensibilidade doiah@m termos de temperatura.

O resultado obtido com uma perda em torno de 30%amioaco durante o processo de
producdo pode ser justificado em decorréncia de pegaiena migracdo da droga contida na
emulsdo priméria para a fase aquosa durante o g3@ae emulsificacdo, e posteriormente
eliminada durante a extracdo do solvente organiemecao do surfactante.

SEI  25kV WD23mm  SS44 x17,000 1um SEI  25kV WD23mm SS44 x15,000 1pm —
10YSNY05-63-3 transverse 2 10YSNY05-63-3 transverse 2

Figura 9.15 —Imagens das NPs de PHBV carregadas de AMP obtatagiV.

Os estudos da cinética de liberagdo das NPs cdasgie AMP conduzidos em solucéo
hidro-alcéolica (70:30), foram determinados porowe$ de concentracdo acumulativa de
farmaco obtidos em tempos variadas de reacado niemvato de tempo entre 0 a 200 horas. Os
valores adquiridos das aliquotas coletadas foraatiaaos por meio da curva de calibragdo em
UV-vis do AMP em solucéo hidro-alcoolica (Figura®).
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Figura 9.16 — Curva de calibragdo do AMP em solucao hiodrédica via UV-vis

(240 nm).

O estudo do comportamento da liberagdo do AMP &rpde NPs de PHBV foi

avaliado primeiramente em termos de massa acunvaldé farmaco em funcédo do tempo. Os
calculos foram realizados considerando o valor exatal de AMP carregado obtido pela
razdo do percentual da eficiéncia do encapsulamamtduncdo da massa tedrica adicionada.
Para este sistema de liberagcdo foram utilizadammdGde NPs de PHBV com 2% de massa

tedrica de AMP, ou seja, se o sistema tivesse EE¥0DA0% teria 0,2 mg de AMP, contudo para

o sistema com 70,29% de EE% tera 0,14 mg (0,2 5@g029) de AMP.
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Figura 9.17 —Massa acumulativa de AMP liberada em func&o do ¢eemp termos

de FL (fracéo liberada) e Ft{Co).
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A massa acumulativa é plotada em forma de frac@nesdional em cada tempo (Ft),
que € a concentracdo no tempb (C) dividida pela concentracédo inicial }Ce pela fracdo de
liberacao (FL) dos dados experimentais (figura)2.17

A avaliacdo da curva de liberacdo da AMP contide\N#a mostra na Figura 9.16 que o
percentual de acumulo do farmaco liberado atin@i proximo ao tempo de 15 horas e que se
estabilizou em torno de 144 horas, atingindo unsntidade maxima de 2,82 (3omg de AMP,

e deste ponto em diante ndo houve mais acumulold diberado. O sistema apresenta um
aumento moderado na quantidade de farmaco libenadiuncédo do tempo obtendo um sistema
de liberacdo do tipo modificada.

O modelo matematico também foi utilizado como &usara os dados obtidos na
construcdo da curva de liberagdo. Por meio da équa@ obteve-se a constante de liberacao
(KL) para uma cinética de primeira ordem, e pela €équ&;10 oK_ para uma cinética de
segunda ordem. Os respectivos dados de fracadeimdao para os modelos de cinética de
primeira e segunda ordem foram obtidas utilizarsl@guacdes 9.10 e 9.11. Os resultados do
modelo matematico séo visualizados na figura Utmente com os dados experimentais.
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Figura 9.18 —Curvas de cinética de 12 e 2° Ordens (Modelo) ajast com as curvas

de liberacdo dos dados experimentais.

Os modelos cinéticos explorados, tanto de cinéiEgrimeira como para segunda
ordem, evidenciando a ocorréncia do processo desdbf do soluto entre as fases matriz e
solvente, promovendo um ajuste ideal que descrengt@ma de liberacdo modificada conduzido
neste trabalho, no entanto, o modelo cinético dgursta ordem oferece uma melhor
aproximacdo dos dados experimentais e descrevéadanente o sistema obtido. O perfil de

liberacdo para qualquer sistema relaciona-se dimtte com o tempo decorrido das
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transferéncias de massa entre soluto, matriz eersigly Para este sistema também obteve os
calculos do tempo de meia vidaj onde pode observar que nas primeiras 17 horasagéo,
50% da quantidade total de massa impregnada natohdPs liberadas (figura 9.19).
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Figura 9.19 - Comportamento da concentracdo de AMP liberado emote de tempo

de meia vidat{,).

Os principais dados utilizados nos calculos do nwodeético, tanto para primeira

como segunda ordem, sao apresentados na tabela 9.4.

Tabela 9.4- Valores de constantes aplicados ao modelo comé 12 e 22 ordem.

Cinética = o KR (107 R’ t,, (horas)

a
12 Ordem 0,705 2,3898 2,149 0,9748 17,028

22 Ordem 0,705 2,3898 3,254 0,9566
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9.4. CONCLUSOES

Neste capitulo foram abordados dois sistemas dealio modificada de esterdides (P4
e AMP) produzidos de formas diferentes, porémaatilido o mesmo polimero, o PHBV para
confeccéo das matrizes.

O primeiro estudo abordado constitui de um sistdmdipo matricial no qual foram
produzidas em primeiro momento M-NPs de PHBV viaSSA& posteriormente foi feito o
carregamento de P4 com o uso de,®0com veiculo de transporte da droga para a n&triz
diferentes tempos de reacdo. Os estudos da eimi@accarregamento e da curva de liberacao
mostraram que os diferentes tempos de reacéo iardente proporcionais a quantidade de P4
aprisionado na matriz polimérica, e que as varsgige quantidade de farmaco modificam o
perfil de liberagdo do mesmo.

O segundo sistema explorado é do tipo reservaténogue se obteve NPs de PHBV
com peso molecular reduzido, carregadas de AMReéeciasica de SFEE. O método de producéo
utilizando emulsdo simples mostrou grande eficeéma quantidade de farmaco encapsulado e
promoveu uma curva de liberacdo modificada com maalbepercentual de acimulo de AMP
liberado em funcéo do tempo.

Para os dois sistemas foram aplicados modelos rétdte® que mostraram ajustes
proximos aos dados experimentais utilizando ciaétae primeira e segunda ordem descrevendo
claramente os perfis de liberagc&o obtidos em arobasstemas.

Os dois sistemas demonstram vantagem quando sedéalsistemas de liberagéo
modificada de farmacos. Os processos de carregameeahcapsulamento mostram curvas de
liberacdo condizentes com o proposto e oferecenodugtque controlam a quantidade de
farmaco carregado na matriz, possibilitando ationgira condi¢do ideal de liberagdo dentro da
faixa terapéutica (Figura 9.1).

Contudo, os resultados mostram que os sistemagiaigtiestudados possuem grande

potencial para uso no ambito farmacéutico e vedanon
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10. CONSIDERACOES FINAIS

10.1. CONCLUSOES GERAIS

O grande interesse em busca do desenvolvimento ndesistema de liberacdo
modificado de farmacos que venha ser empregadonmattacdo de esterdides é de grande
interesse para o avanco de novas tecnologias de h@Tambito veterinario.

Polimeros do tipo biodegradavel como o PHBV, ofereauma forma estrutural de
caracteristicas interessante para a producao téensis particulados para fins de carregamento e
liberacdo de principios ativos, e escalas micro amométricas desempenham papeis
fundamentais no direcionamento e melhores respdstastemas farmacolégicos.

O objetivo deste trabalho foi acarrear estudodii@eentes técnicas de produgéo de M-
NPs visando obter um sistema matricial compostdPHBY e esterdides. O principio dos
estudos de pesquisa foi a aplicacdo do uso dgSCQomo co-solvente com o intuito de
melhorar as técnicas convencionais de producaadieyas.

No primeiro momento os estudos do comportamenfasks para os sistemas ternarios
envolvendo C@+ solvente organico + soluto mostraram as melhooasdicdes possiveis para a
aplicacdo do C&5C na obtencédo de M-NPs de PHBV envolvendo a ptacim do soluto por
fatores de imiscibilidade e a remocéao do solvergérico por separagdo das fases sélido fluido.

Na segunda etapa experimental, M-NPs de PHBV fgnaduzidas utilizando a técnica
SAS para o sistema envolvendo £OCloroformio + PHBV. M-NPs com tamanhos médies d
916,26 = 374,72 nm foram obtidas, no entanto ascp#as apresentaram tracos de aglomeracoes
oriundos do processo de secagem instantano apé®ifmedo do mesmo. Este processo
mostrou-se bem eficiente considerando a praticidadse obter M-NPs de PHBV em uma Unica
etapa de producéo e eficiente eliminacéo do savengfanico.

O estudo de producdo de M-NPs com base em técdeasnulsdo apresentado no
capitulo VI mostrou em diversas condi¢cbes a obtedgdparticulas de tamanhos que variam na
ordem de micro e nandmetros. As observacfes mastrar presenca de alguns tracos de
aglomeracdes e polidispersidade ndo muito boagpqgdem ter originados de diversos fatores,
entre eles o tempo de evaporacédo do solvente pior gorvencional, no entanto os resultados
foram fundamentais para o desenvolvimento de uraa téxnica envolvendo a formacdo de um
emulsdo seguida de extracao do solvente organew@iga amenizar a formagao de aglomerados

e melhorar a polidispersidade das particulas.
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A técnica apresentada no capitulo VII mostrou gpessivel obter a formacdo de uma
emulsdo em um meio pressurizado com o uso de dumalds de alta pressao para liquidos onde
0S caminhos se interceptam por meio de uma unidtpddT” e posteriormente entram em
contato com C@em condi¢cdes SC. O resultado final deste procesgerimental acarretou na
obtencéo de particulas na ordem de micrémetrosne lmma polidispersidade. Os resultados
mostram que a técnica € promissora em funcdo dgd&edlos niveis de aglomeracéo presentes
no meéetodo SAS, pois neste caso 0,80 age com moderada fungdo tensoativa e como co-
solvente ao mesmo tempo. A alternativa apresemadaa a aplicacdo de um método separado
(outra etapa) para a formacao da emulsdo e ofemaeeeliminacdo mais efetiva do solvente
organico.

Um estudo pertinente ao tamanho das particulasiegidé do peso molecular do PHBV
foi abordado no capitulo VIII. O polimero sofreeducéo do seu peso molecular por meio de
reacdo de hidrolise acida e foi feita a aplicacaontelhor condicdo da técnica de emulséo
simples condizente ao menor tamanho médio de pkasicde PHBV obtidas na ordem de
nandémetros para todas as amostras com diferentesOBMesultados mostraram um efeito
positivo na reducédo do tamanho das particulas eordmcia do decréscimo da massa molar do
PHBV. De forma semelhante, a técnica de SFEE fploeada com as mesmas condicbes de
formacao de emulsdo visando melhoria no processxti@cdo do solvente. A técnica de SFEE
mostrou-se eficiente resultando na obtencdo ded¢Ramanhos médios um pouco abaixo do
obtido no processo de emulséo convencional.

Por fim, foram realizados estudos iniciais de ganeento e liberacdo de esterdides a
partir de M-NPs de PHBV carregadas de P4 e AMPo®pe por explorar modos diferentes de
aprisionamento do farmaco no nucleo da matriz éaava@s respectivos rendimentos pertinentes
a eficiéncia de carregamento e encapsulamento. isi@m® matricial composto de M-NPs
produzidas via SAS foram carregadas de P4 por deeiom sistema pressurizado com,S0, e
um sistema reservatorio de NPs carregadas de AM@upidas via SFEE. A avaliagdo dos
estudos de eficiéncia de carregamento e encapsul@anmaostraram que o método de
impregnacdo em sistema pressurizado permite andesgdo da quantidade de farmaco
aprisionado em decorréncia do tempo de reacéo, reégiodo de carregamento por emulsdo a
guantidade de farmaco a ser carregada € pré-dastanno momento do preparo da emulséo,
considerando que havera certo percentual de pemdatd o processo. O estudo da cinética de
liberagcdo mostrou que o0s sistemas matriciais eva&seio, obtiveram uma cinética de liberacao
controlada do tipo modificada, e que as variac@guwhntidade de farmaco aprisionado em

decorréncia dos diferentes tempos de impregnag@&sexgada no sistema matricial resultam em
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cinéticas com diferentes perfis de liberagcdo. @amt os sistemas de liberacdo modificada
apresentados neste trabalho mostram grande pdtpacdgaadministracdo de farmacos no campo

farmacéutico e veterinario.
10.2. PERSPECTIVAS FUTURAS

A abordagem de vérias técnicas de producdo de MagRsentadas neste mostraram
uma evolucdo na ordem dos tamanhos das partichtala® porém os resultados podem ser
melhorados em relacéo a polidispersidade das mesmas

O sistema de producdo de particulas utilizandocaidé de formacdo de emulsdo
seguida de extracdo por FSC em unica etapa apmdseni capitulo VII pode ser mais
explorado, visto que varias condicbes podem serifioadas em funcdo de um melhor
rendimento, como fragdo dos componentes, fluxosistema, diferentes polimeros e diferentes
surfactantes, tal como diferentes condi¢cbes des@oes temperatura.

Um estudo mais aprofundado do sistema de liberag@dificado a partir de M-NPs
carregadas de esteroides pode ser explorado pordaeiutras formas/técnicas de carregamento,
bem como o uso de modelos mateméticos que simuta@ticas de varias ordens e permitem o
ajuste ideal do perfil de liberagédo do farmaco.

Realizar estudos do comportamento deste materialsistemas ih vivo’ para a

administracédo de esterdides no desenvolvimentoateqolos de IATF.
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