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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a producdo de micro e nanoparticulas a base de
poli(metil metacrilato) (PMMA) para a encapsulacéo e liberacdo modificada de substancias
ativas, com um potencial a ser aplicado nos setores agricola, alimenticio e farmacéutico.
As nanoparticulas obtidas foram produzidas por duas técnicas distintas: técnica de emulséo
simples com evaporacdo de solvente e a técnica utilizando fluido Supercritico (FSC) via
SAS (supercritico antissolvente). O tamanho das particulas obtidas de ambos os métodos,
foram avaliadas por meio da técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), e as
caracteristicas morfoldgicas das particulas através da microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Um estudo de degradacéo térmica foi realizado utilizando os métodos analiticos de
Varredura Diferencial de Calorimetria (DSC) e Termogravimétrica (TGA) com o intuito de
determinar se as condic@es utilizadas durante a producdo das nanoparticulas néo alteravam
as propriedades térmicas do PMMA. Para fins de determinacdo da integridade quimica do
PMMA ap6s processo de producdo de particulas e encapsulamento de P4, foi utilizado a
analise Espectroscopia em Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR). Além da
avaliacdo do PMMA nas particulas, a analise por FT-IR possibilitou investigar se as
moléculas de P4 foram incorporadas nas matrizes poliméricas. Com o objetivo de avaliar o
potencial de eficiéncia de encapsulamento e capacidade de liberagdo modificada das
matrizes de PMMA produzidas, P4 foi incorporada no interior da matriz como substancia
modelo, e posteriormente realizado estudos para a determinacdo do percentual de
encapsulamento obtido em termos de eficiéncia de encapsulamento (EE%) e a
determinacdo da cinética de liberacdo em funcdo do tempo de liberacdo da substancia
modelo em meio in vitro. Conforme os resultados obtidos no estudo inicial de liberacéo a
micro e nanoparticulas demonstram excelente potencial para serem utilizadas como
sistemas de liberagdo modificada de substancias ativas, como por exemplo, herbicidas,

fungicidas e fertilizantes.

Palavras-Chave: Nanotecnologia, Nanoparticulas poliméricas, Poli (metil- metacrilato)
(PMMA), Fluidos supercriticos (FSC).



ABSTRACT

This work proposes the production of micro and nanoparticles of poly (methyl
methacrylate) (PMMA) for the encapsulation and modified release drug delivery system of
active substances for the application in the agricultural, food and pharmaceutical. The
single emulsion solvent evaporation and supercritical anti-solvent (SAS) methods were
used for the production of micro/nanoparticles. The molecule of Progesterone (P4) was
used as model active substance due your lipophilic properties. The morphology of the
particles was evaluated by dynamic light scattering technique (DLS) and scanning electron
microscopy (SEM). The analytical methods of differential scanning calorimetry (DSC) and
thermogravimetric (TGA) were used to evaluate thermal degradation of PMMA micro/
nanoparticles. Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy was employee to valuation
the PMMA chemical degradation and the incorporation of P4 in the matrix PMMA. The
encapsulation efficiency was evaluated in absolute ethanol and modified release time of the
substance model was evaluation by study in vitro (hydro alcoholic solution, 40% v/v
ethanol). The modified release time using the single emulsion solvent evaporation method
was superior to SAS process. The preliminary results indicate that methods proposed have
application potential to lipophilic molecules system like herbicides, fungicides and

fertilizers.

Keywords: Nanotechnology, Polymeric nanoparticles, poly (methyl methacrylate)
(PMMA), Supercritical fluids (SFC).
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia é uma das grandes inovagBes desse século e vem
revolucionando a area da fisica, quimica, eletronica e, mais recentemente, a area bioldgica.
A nanotecnologia pode ser definida como a aplicacdo do conhecimento cientifico em
trabalhos associados a nanoescala (1 nm a 1000 nm), para se entender, criar, caracterizar e
manipular estruturas e sistemas que apresentem novas propriedades derivadas de suas
nanoestruturas. As técnicas empregadas na nanotecnologia permitem imitar a natureza
tanto na montagem de moléculas (bottom-up) para formar novos compostos quimicos ou
nanoestruturas, quanto na desmontagem de produtos macro ou microscopicos (top-down)

até o nivel nanométrico (Roco, 2003).

As aplicacdes da nanotecnologia estdo sendo bastante desenvolvidas nos setores
de alta tecnologia computacional e na medicina (Furlaneto, 2011). No campo da
agricultura, a fim de maximizar a producdo, o setor agricola intensificou o uso de
agrotoxicos gerando grandes problemas de contaminacdo ambiental, bem como riscos para
a salude humana. Neste contexto uma das principais aplicagdes da nanotecnologia é o
desenvolvimento de nanoformulagdes, as quais diminuem a quantidade de agroquimicos
utilizados e aumentam a eficacia quando comparada as formulagdes convencionais,
possibilitando uma maior produtividade com menor impacto ambiental. No cenario da
agricultura as aplicabilidades da nanotecnologia ndo se limitam apenas ao uso dos
agrotoxicos, devido a versatilidade desta tecnologia, estes podem ser utilizados para o
aumento do tempo de prateleira de alimentos pereciveis, através da utilizacdo de
nanofilmes biodegradaveis e, em alguns casos, estes revestimentos podem ser até
comestiveis, sendo utilizados diretamente sobre o alimento, garantindo qualidade e boa

aparéncia por um maior periodo de tempo (Fraceto et al., 2015).

Cabe ressaltar que o controle e a compreensdo dos processos gque ocorrem em
escala nanométrica sdo ainda incipientes e demandardo grandes esforcos e pesquisas
continuadas para que o dominio dessa ciéncia seja pleno. Contudo, é principalmente nos
paises em desenvolvimento que a aplicagcdo das nanotecnologias trard 0s maiores impactos
(Assis et al., 2015).
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No més de Abril de 2005, o site BBC News veiculou o artigo denominado
“Nanotech Promise for Global Poor” no qual destaca resultado de um painel realizado
com 63 especialistas mundiais, que identificam para o JBC — Canadian Joint Centre for
Bioethics, as areas mais promissoras da nanotecnologia. No painel a seguir, uma das areas

que podera sofrer um grande impacto da nanotecnologia é a agricultura (Alves, 2005).

“Os dez Mais” Usos da Nanotecnologia

Armazenamento, producgéo e conversao de Energias;
Incremento da produtividade da agricultura;
Tratamento de 4gua e remediacdo ambiental;

Diagnostico e screening de doencas;

1.
2
3
4
5. Sistemas de liberacdo de drogas e agentes ativos (drug delivery);
6. Processamento, armazenamento e conservagdo de alimentos;

7. Poluicdo do ar e remediacdo atmosférica;

8. Construcao e desenvolvimento de novos materiais/bioprodutos;
9. Monitoramento da salde;

10. Vetores, detecgéo e controles de pragas.

Fonte: Alves, 2005.

Pesquisas tem tido como foco polimeros biodegradaveis, principalmente devido a
sua estrutura quimica flexivel e versatilidade dentro de varios campos, como a agricultura,
embalagem ou dispositivos biomédicos (Abdelrasoul et al., 2015), pode ser usado como
parametro para controlar a taxa de liberacdo e a interacdo das particulas com o ambiente
fisiol6gico, com escala nanométrica e de elevada area superficial que proporciona uma

forca motriz importante para a difusdo do agente terapéutico (Guilherme et al., 2014).

Ao longo dos ultimos anos, tem sido estudada uma vasta variedade de principios
biofarmacéuticos que, quando aplicados com base na farmacocinética, permitem o
desenvolvimento de formulagfes com maior eficicia e facilidade de administragdo. Na
medicina veterinaria existe uma diversidade enorme de espécies com diferentes tamanhos
corporais, com barreiras de absor¢do de farmacos distintas e que geralmente requerem

terapias com uma longa duracgéo de agdo e com poucas administracdes (Barbosa, 2010).

Como as nanoparticulas dispdem de alta area superficial especifica, a dispersao
uniforme numa matriz resulta em grande area interfacial entre ambos os componentes,

alterando a mobilidade molecular e as propriedades téermicas e mecéanicas do material
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(Azeredo, 2012). Nanoparticulas poliméricas podem apresentar-se na forma de
nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocépsulas sdo constituidas por um invélucro
polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido
neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. As nanosferas ndo contém 06leo na sua
formulacdo, mas sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o principio ativo pode

ficar adsorvido ou absorvido (Souto et al., 2012).

Nanocapsulas Nanoesferas
O O )
Parede —f5 o A c00880 0 e Mtz
polimérica o) A CB o0 ol polimérica
oo A SSlee 0

O

Nuclao —sp ) CB 83 U
oleoso © v R o O o 08 8 > (K
P

a) b} c)

o

Principio Ativo ) Plincipio Ativo

Figura 1. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas:
a) principio ativo dissolvido no nudcleo oleoso das nanocapsulas; b) principio ativo
adsorvido a parede polimérica das nanocéapsulas; c) principio ativo na matriz polimérica
das nanoesferas; d) principio ativo ou disperso molecularmente na matriz polimérica das
nanoesferas) (Schaffazick et al., 2003).

As propriedades de um nanocompoésito sdo em grande parte medida e
determinadas pela matriz que, neste caso particular, € um material polimérico. Entre os
polimeros mais usados na preparacdo de nanocompositos destacam-se as poli(olefinas), os
poli(ésteres) insaturados, as resinas epoxi, as poli(amidas) e poli(imidas) (Esteves et al.,
2004). Existem varios métodos relatados na literatura para a preparacao de nanoparticulas
poliméricas, os quais podem ser, de uma forma geral, classificados em métodos baseados
na polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos (cianoacrilato de alquila) ou na
precipitacdo de polimeros pré-formados, tais como poli(acido latico) (PLA), poli(acido
latico-co-acido glicdlico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL) e, ainda, os copolimeros do
acido metacrilico e de um éster acrilico ou metacrilico (Schaffazick et al., 2003).

O foco deste trabalho é desenvolver matrizes poliméricas de poli (metil
metacrilato) (PMMA) em escalas nanométricas carregadas de progesterona (P4) para
promover um sistema de liberacdo modificada deste principio ativo, usando tecnologia e
fluido supercritico (FSC) para a producdo das nanoparticulas poliméricas. Ha um interesse
crescente no uso do (PMMA) como dispositivo de liberagdo modificada de ativos (Shaked

et al., 2014). PMMA é um termoplastico transparente com um grande numero de

3
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aplicacdes tecnoldgicas em diversas areas, possui estabilidade térmica e degradacdo sob
atmosferas inertes e oxidantes, e tém recebido uma atencéo consideravel na producdo de
micro e nanoparticulas (Gaspar et al., 2015). FSC tém sido frequentemente utilizados como
alternativa aos processos tradicionais em diferentes ramos industriais, em particular para
obter o controle de tamanho e distribuicdo de tamanho de micro e nanoparticulas de
diversos materiais (De Marco et al., 2015). Dioxido de carbono supercritico (CO,SC) tem
muitas propriedades distintivas, incluindo excelente capacidade de transferéncia de massa,
difusividade do gés e viscosidade extremamente baixa, de modo a ser aplicavel a dispersao
uniforme de nanoparticulas de materiais com alta tensdo superficial (Meng et al., 2015).
Outras vantagens sdo o modo de operacdo em temperaturas moderadas em uma atmosfera
inerte, evitando assim a degradacdo do produto, e a possibilidade de ajustar as
propriedades do fluido com as mudancas de temperatura e pressao, que nos permite
controlar o tamanho de particula e/ou morfologia (Zahran et al., 2015). O método
antissolvente supercritico (SAS) baseia-se relativamente no baixo poder do solvente de
CO, para solutos, tais como polimeros e produtos farmacéuticos e a sua boa miscibilidade
com diversos solventes organicos. Contudo, nanoparticulas de PMMA+P4 foram
produzidas no método SAS em condi¢Oes especificas de pressdo e temperatura, e
posteriormente foi realizado teste de eficiéncia de encapsulamento (EE%) e cinética de

liberacdo em meio in vitro.
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2. NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é o campo da ciéncia que estuda a manipulacdo de atomos e
moléculas para producdo de materiais, nanoestruturados e micro-objetos, esta baseada na
crescente capacidade da tecnologia moderna de producdo de particulas em escalas
manomeétrica, com aplicacdes em diversas areas de atuacdo, desde a medicina, meio
ambiente e agricultura (Bastos, 2006). Em termos gerais, uma particula é considerada
nanométrica quando apresenta um tamanho inferior a 100 nm (1 nm corresponde a
bilionésima parte do metro), (Figura 2), no entanto, para aplicacbes farmacéuticas ou
biomédicas, a faixa de tamanho adotada € de 5-1000 nm dependendo dos materiais
selecionados e da aplicacdo destinada (Faraji et al., 2009; Hamidi et al., 2008). Nessa
escala de tamanho, os materiais apresentam novas propriedades antes ndo observadas
guando em tamanho micro ou macroscopico, por exemplo, a tolerancia a temperatura, a
variedade de cores, as alteracfes da reatividade quimica e a condutividade elétrica, e
principalmente o aumento da biodisponibilidade dos materiais em decorréncia do aumento
da area superficial de contato destes com o meio. Assim, tem sido criados nanocristais,
nanoparticulas, nanofios, nanofitas, nanotubos e nanocompositos, que despertam o

interesse em varias aplicacdes tecnoldgicas (Ferreira et al., 2009).

A
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Figura 2 - Escala nanométrica (fonte: http://asovenac.org/asovenac-

2/nanomedicina/).
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Aplicacdo da nanotecnologia no setor agroalimentar ¢ um dos campos de mais
rpido crescimento em nano-investigacdo. O aumento no nimero de publicacdes, patentes
e direitos de propriedade intelectual no campo da nano-agro-alimentar e as tendéncias
recentes da pesquisa em processamento de alimentos, embalagem, entrega de
nutracéuticos, controle de qualidade e de alimentos funcionais € por si s6 uma evidéncia da
afirmacdo acima. Organizag0es governamentais, cientistas, inventores, bem como
industrias estdo chegando com novas técnicas, protocolos e produtos que tém uma
aplicacdo direta da nanotecnologia na agricultura e produtos alimentares (Nandita et al.,
2015).

O ramo da nanotecnologia pode ser considerado como um conjunto de acdes de
pesquisa, desenvolvimento e inovacgdo que sdo obtidas gracas as propriedades especiais da
matéria organizada a partir de estruturas de dimensdes nanométricas. Esta tecnologia vem
despertando muito interesse nas comunidades cientificas e a 0 longo das ultimas décadas,
muitos esforcos foram feitos no sentido de atingir o tdo desejado controle em nivel atbmico
e molecular sobre os processos industriais. Ressalta-se que atualmente a nanotecnologia €
um dos principais focos das atividades de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo em todos
0s paises industrializados (Piscopo et al., 2013).

Atualmente, muitos investimentos vém sendo aplicados para o desenvolvimento e
aprimoramento da nanotecnologia. A utilizagdo comercial atinge, principalmente, os ramos
da engenharia de produtos eletrdnicos, da industria automobilistica, da construgdo civil,
dos cosméticos, de roupas e artigos esportivos. Além disso, pesquisas envolvendo a
aplicacdo da nanotecnologia na biomedicina apresentam resultados promissores
principalmente em técnicas de vetorizacdo de farmacos, diagndstico precoce de doencas,
tratamento de cancer e isolamento celular (Caldeira, 2011).

Existem basicamente trés tipos de nanocompdsitos: organico-organico,
inorganico-inorgénico e organico-inorganico ou hibrido. Nanocompdsitos organico-
organico sdo formados por nanocargas organicas dispersas em um polimero. Os
nanocompositos do tipo inorganico-inorganico sdo aqueles formados por mistura de um ou
mais minerais. J& 0s nanocompositos do tipo organico-inorganico sdo formados a partir de
uma matriz polimérica com carga inorganica nanométrica dispersa. Sdo também chamados

de nanocompasitos poliméricos (Meira et al., 2015).
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2.1. Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas séo elaboradas a partir de polimeros que podem ter
origem natural ou sintética. Além disso, sua principal matéria-prima é de fécil obtencéo, os
processos de producdo sdo relativamente simples, é possivel a utilizacdo de matrizes
biocompativeis e biodegradaveis e hd grande variedade de polimeros (Ferreira, 2013).
Nanoparticulas poliméricas representam uma alternativa tecnoldgica com excelente
biocompatibilidade, ndo imunogénica, ndo tdxica e biodegradavel. Estes sistemas sdo
transportadores coloidais compostos de polimeros sintéticos ou naturais. Nanoparticulas
poliméricas sdo uma classe ampla de nanocarreadores, geralmente classificadas de
nano/microesferas ou de nano/microcapsulas (Figura 3). Quando estas particulas sdo
constituidas por uma matriz polimérica macica, onde o farmaco se encontra uniformemente
disperso ou solubilizado, estas sdo designadas por microesferas ou por nanoesferas.
Quando as particulas sdo sistemas vesiculares, com um coro interior constituido pelo
farmaco no estado solido ou liquido envolvido por uma membrana polimérica, estas sdo

designadas por microcépsulas ou por nanocapsulas (Coimbra, 2010).

a) nanotubos b) lipossomas c¢) nanoparticulas lipidicas soélidas
d) nanoesferas poliméricas e) nanocapsulas poliméricas

) micelas poliméricas g) dendrimeros h) nanoemulsoes

Figura 3 — Diferentes tipos de nanocarregadores (adaptado Barbosa et al., 2009)
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A mais importante classificacdo dessas nanoparticulas consiste em separa-las em
dois grandes grupos: os sistemas vesiculares (nanocapsulas) e os matriciais (nanoesferas)
(Schaffazick et al., 2003). Diversos polimeros naturais como gelatina, alginato e albumina
sdo utilizados para preparar as nanoparticulas, no entanto, eles tém desvantagens, como a
dificil reprodutibilidade lote a lote. Por sua vez, a maioria dos polimeros sintéticos séo
poliésteres alifaticos derivados dos acidos acrilicos e metacrilico ou derivados de

cianoacrilato de alquila (Frantiescoli et al., 2013).

As nanoparticulas poliméricas tém uma gama de aplicacGes, na area médica séo
empregadas como veiculos de farmacos, proteinas e antigénios para administracdo
injetavel, oral, tépico, sistemas bioadesivos, e como o principal componente de sistemas de
liberacdo controlada na forma de implante (Souto et al., 2012). Ja na industria de alimentos
as nanoparticulas séo utilizadas como transportadores poliméricos que oferecem vantagens,
incluindo alteracbes nos perfis de liberacdo de compostos bioativos e a sua transferéncia
para o local de agdo, reduzem as perdas devido a lixiviacdo ou degradacdo e mantém as
caracteristicas organolépticas dos alimentos por um maior periodo de tempo. (Assis et al.,
2012). Eles atuam no encapsulamento de odores e sabores, na infusdo de esteroides para
reposicdo de colesterol em carnes, agentes antimicrobianos seletivos, dispositivos de
embalagens inteligentes, dispersdo de nutrientes (Assis et al., 20015). Outra aplicacdo da
nanotecnologia no setor de alimentos é na reducdo das perdas durante o armazenamento,
transporte e distribuicdo de alimentos frescos, pré- cortados e embalados. Um exemplo
disso é o desenvolvimento de embalagens (ativas e inteligentes) que monitoram as
condicBGes ambientais através do controle da taxa de respiracdo dos alimentos, reduzindo o
processo de degeneracdo de produtos pereciveis por acdo de microrganismos (Mattoso et
al., 2005).

No agronegdcio a nanotecnologia tem demonstrado um imenso campo de
aplicacdes, tais como na industria de insumos (fertilizantes, pesticidas) e medicamentos
para uso Vveterinario, agricultura de precisdo, rastreabilidade, industria de alimentos,
certificacdo e qualidade de produtos agricolas, seguranca alimentar, biotecnologia,
agroenergia, monitoramento ambiental, novos usos de produtos agropecuarios e varios
outros setores da agroinddstria (Mattoso et al.,, 2005). Podem ser utilizados como

mecanismos envolvidos na entrega, armazenamento e liberacdo controlada de produtos,
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utilizados no combate de pragas na gestdo e protecdo das culturas através de uma melhor
eficadcia dos pesticidas, herbicidas, e outros agroguimicos tais como fertilizantes,
horménios ou agentes de crescimento (Nandita et al., 2015). Sistemas de nanoparticulas
apresentam elevada eficiéncia de interacdo entre os fungicidas e nanoparticulas, quando os
compostos foram carregados nas nanoparticulas os ensaios de citotoxicidade demonstraram
que a encapsulagéo dos fungicidas diminuiu a sua toxicidade (Campos et al., 2015). Outras
aplicacdes agricolas incluem engenharia genética, identidade de preservacao, sensores para

monitorar condi¢cOes de solo, bem como a medicina veterinaria (Amenta et al., 2015).

2.2. Aplicacdo da nanotecnologia.

2.2.1. Salde

Com o desenvolvimento de novos materiais biocompativeis, a nanotecnologia é
hoje considerada uma disciplina revolucionaria em termos de seu enorme potencial na
solucdo de muitos problemas relacionados a salde. Estando presentes nas areas de
engenharia de tecidos, sistemas de carregamento e liberacdo de drogas, no diagndstico
ultrarrdpido e sensivel usando nanosensores (Rossi-Bergmann et al.,, 2008).
Particularmente na area da nanotecnologia farmacéutica e nanomedicina os esfor¢os em
pesquisa e desenvolvimento visam projetar nano medicamentos com vantagens em relacéo
a seus homdlogos convencionais, com caracteristicas relevantes de encapsulacéo,

transporte e liberacdo controlada de substancias (Dimer et al., 2013),

Aplicacdo da nanotecnologia para area médica € bastante promissora. Existem trés
areas onde seu desenvolvimento é iminente e ja esta ocorrendo: terapéutica, diagndstico e
medicina regenerativa. Existem varios métodos terapéuticos que utilizam nanoparticulas ou
nanodispositivos. Um deles € a entrega de drogas ou a utilizacdo de transportadores, tais
como nanoparticulas, nanotubos, ou lipossomas para entregar drogas para as células e
tecidos afetados. A nanotecnologia tem aplicagbes para diagndstico in vitro, utilizando
como agentes de contraste fluorescentes corantes e nanoparticulas magnéticas. Na
medicina regenerativa, o desafio € melhorar a regeneragdo dos tecidos, minimizando as

respostas imunes evitarem a ocorréncias de infeccdo. Nanoestruturas regenerativas tém
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demonstrado serem eficientes na reconstituicdo de 0ssos, cartilagens, tecidos vascular,
cardiaco, cerebral e outros tecidos. Para tal fim, onde varios polimeros e ligas de metais
sdo utilizadas de acordo com as suas caracteristicas de biocompatibilidade para esse fim

(Invernizzi et al., 2015).

2.2.2. Conservacdo Ambiental

Outro setor de destaque da nanotecnologia € na conservacdo ambiental, onde
nanomatériais de fontes renovaveis sdo utilizados na elaboracdo de processos industriais,
como a construcdo de membranas e filtros, utilizados nos processos de filtracdo e
purificacdo de agua e retencdo de microrganismos e na descontaminagdo de &guas
residuais. Outro exemplo € uso de nanoparticulas de oxido de cério utilizadas para remover
particulas de Oleo diesel do solo, e das nanoparticulas de ferro utilizadas para remover

contaminantes do solo e da agua (Carniel, 2013).

Os beneficios atribuidos na area de prevencdo ambiental podem atuar na reducgéo
de agentes causadores de poluicdo, onde nanomateriais cataliticos sdo utilizados para
aumentar a eficiéncia e a seletividade de processos industriais, promovendo um maior
aproveitamento de matérias primas, com reduzido dispéndio de energia e menor producao
de residuos indesejaveis. Utilizacdo de nanoparticulas na adsorcdo de metais e substancias
organicas, aplicacdo de nanomateriais na descontaminacdo ambiental é decorrente da alta
reatividade quimica apresentada por estes materiais. Dentro dessas perspectivas, a
nanotecnologia se posiciona de maneira prioritaria para a revitalizacdo e reabilitacdo do

meio ambiente (Faria et al., 2013).

2.2.3. Alimentos

A aplicagdo da nanotecnologia nas areas de alimentos esta crescendo rapidamente,
estas aplicacOes incluem a deteccdo de micro-organismos, protecdo ambiental, purificacdo
de agua, o encapsulamento de nutrientes. Pesquisas destacam varias aplicacbes para a
nanotecnologia no setor alimentar, tais como na melhoria sensorial (Sabor, realce da cor,
modificagdo de textura), aumento da absorcdo e distribuicdo direcionada de nutrientes e

compostos bioativos, estabilizacdo de bioativos presentes em nutracéuticos, embalagem e
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inovacdo de produtos para aumentar a vida de prateleira, sensores para avaliar a seguranca

de alimentos, e agente antimicrobianos (Ranjan et al., 2014).

Os dispositivos nanotecnoldgicos podem contribuir significativamente na reducédo
de desperdicios de alimentos, o qual € um dos principais problemas no setor de alimentos,
pois esses compostos tém a caracteristica de diminuir a liberagdo de gases dos alimentos
pereciveis, prolongado a vida util de prateleira, podendo ser transportados por distancias
maiores. Sistemas de embalagens inteligentes podem liberar compostos antioxidantes
sabores a medida que for necessario, também podem liberar compostos ativa em resposta
ao ataque de agente microbianos. Estas aplicagfes trazem beneficios aos consumidores,
pois com menos desperdicios a uma oferta maior de alimentos no mercado
consequentemente diminuido custos producdo, transporte e armazenamento, fatores que

contribuem para diminui¢do dos precos para os consumidores finais (Carniel, 2013).

2.2.3. Agricultura

Especialistas estimam que a populacdo mundial deva atingir os 7,6 bilhGes de
habitantes até o ano de 2020. O grande desafio é produzir alimentos suficientes para
atender essa demanda de crescimento populacional, visando que novas areas agricultaveis
do planeta estdo praticamente extintas. O objetivo é aumentar a producdo de alimentos na
mesma &rea ja agricultavel, enfrentando ameacas ambientais, incluindo as alteracOes
climaticas que afetam a produtividade de alimentos. Assim a comunidade cientifica
trabalha no desenvolvimento e aperfeicoamento de materiais nanotecnoldgicos inovadores,
que possam auxiliar na producdo, processamento e no armazenamento de produtos
agricolas (Helal et al., 2013).

A nanotecnologia pode ser empregada em varios setores da agricultura moderna,
podendo ser empregados em nanoformulagbes de agrotoxicos para a aplicacdo de
pesticidas e fertilizantes, nanodispositivos para a manipulacdo genética das plantas,
descontaminacdo de solos, na captagdo e processamento de dados através do uso de
nanosensores aplicados a agricultura de precisdo para o monitoramento de culturas,
encapsulamento e liberacdo controlada de agroquimicos e no diagndstico de doencas de

plantas. Entre os dispositivos nanotecnoldgicos agricolas destacam-se as nanoparticulas
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poliméricas lipidicas e magnéticas, nanotubos de carbono, hidrogeis, lipossomas (Agrawal
etal., 2014).

2.2.4. Cenério do desenvolvimento da nanotecnologia na area agricola

A pesquisa em nanotecnologia estd atraindo investimentos em grande escala no
cenario agricola, no qual a nanotecnologia ja esta presente em alguns produtos alimentares,
em bebidas e embalagens que incorporam nanotecnologias comercialmente disponiveis em
determinados paises. AplicacGes da nanotecnologia sdo relevantes para todas as areas da
ciéncia dos alimentos, incluindo a agricultura, processamento de alimentos, embalagem,
seguranca, nutricdo e nutracéuticos. Prevé-se que a nanotecnologia vai trazer beneficios
significativos para a inddstria agroalimentar e consumidores, incluindo os métodos de
producdo de alimentos mais eficiente, o desenvolvimento de alimentos funcionais que
oferecem alegacGes de salde, aumento da vida de prateleira de produtos alimentares, mais
processamento de alimentos higiene e melhoria da rastreabilidade e seguranca dos
produtos (Handford et al., 2015).

As principais areas de foco para a nanotecnologia pesquisa agricola sdo: A Nano-
manipulacdo genética de culturas agricolas, diagnosticos agricolas, entrega controlada e
liberacdo de Nano-fertilizantes, herbicidas, pesticidas e nanocomplexo. Também no
desenvolvimento de nano sensores aplicados a agricultura de precisdo. O objetivo destas
pesquisas envolvendo a nanotecnologia na agricultura € de promover uma agricultura mais
produtiva e com menos impactos ambientas, gerando beneficios para a seguranca

alimentar, potencializando o poder nutritivo dos alimentos (Agrawal et al., 2014).

2.2.5. Nanosensores

A partir da nanociéncia, estdo sendo desenvolvidos métodos de deteccdo de
contaminantes quimicos e biolédgicos de alta sensibilidade capazes de fornecer resposta da
anélise em tempo real, tais como 0s nanosensores, que podem responder as mudancas
ambientais (por exemplo, a temperatura ou a umidade nos locais de armazenagem

envolvendo moléculas biologicas, sdo pequenos dispositivos que utilizam reacgdes
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bioldgicas para deteccdo de substdncias alvo (bactérias, micotoxinas), sendo tais
dispositivos combinados a um componente bioldgico, que interage com um substrato alvo
e a um transdutor de sinais que converte 0s processos de biorreconhecimento em sinais
amplificados e mensuraveis. Os dispositivos sdo pequenos portateis, de resposta rapida e
processamento em tempo real, especifico, quantitativo de precisdo, confiancga, reprodutivel,
estavel e robusto (Gomes et al., 2015).

Nanosensores bioanaliticos sdo utilizados para detectar e quantificar quantidades
diminutas de contaminantes, como bactérias, virus toxinas substancias bioperigosos na
agricultura e em sistemas alimentares. Na industria alimentar os nanosensores oferece
maior seguranca de fabricacdo, processamento e transporte de produtos alimentares,
através de sensores para patogeno e deteccdo de contaminantes. Na agricultura os
nanosensores podem auxiliar no monitoramento das culturas, como na entrega de
herbicidas, fungicidas, fertilizantes, identificacdo de pragas e na determinacdo do ponto
exato de colheita. Os biosensores tém enorme impacto sobre os métodos de agricultura de
precisdo que estdo ligados ao sistema GPS, estes nanosensores podem monitorar solo
condicGes de crescimento da cultura em vastas areas. Tais sensores ja tém sido empregues
em EUA e Austrélia (Sharon et al., 2010).

2.2.6. Sistemas de transporte de substancias.

Entre os avan¢os da nanotecnologia 0s nano-transportadores vém se destacando
no transporte e entrega de substancias de interesse. Estes sistemas inteligentes tém a
capacidade de autorregulacdo na entrega de quantidades precisas de drogas, nutrientes e
agroquimicos. Os nanotransportadores sdo sistemas, desenvolvidos a escala nanométrica
(abaixo de 1um), podendo ser constituidos por diferentes materiais, incluindo materiais
biodegradaveis tais como polimeros naturais ou sintéticos, lipidios (como por exemplo,
fosfolipidios) e por vezes por compostos organometalicos. Atualmente, existem diferentes
tipos de nanotransportadores tais como nanoparticulas, complexos lipidicos, dendrimeros e

micelas poliméricas, entre outros (Delgado, 2013).

Os nanotransportadores em suas diversas formas tém sido investigados para
diversas aplicagdes industriais, principalmente nos setores de cosméticos, farmacéutico,

alimentos, e na agricultura. Esses sistemas de transporte se destacam devido a sua maior
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area de contato superficial em relagdo ao volume de solucdes fato que se da pelo seu
tamanho que vai de 10 a 1000 nm. E por possuirem as caracteristicas de transporte de altas
cargas de drogas e pesticidas, alta capacidade de fotoprotecao e liberacdo controlada de
drogas e pesticidas encapsulados. Os nanotransportadores podem ser usados para formar
formulacBes pesticidas mais seguros, evitar aplicaces repetitivas ou a necessidade de
doses mais elevadas, e reduzindo os riscos de contaminacgdo da agua e do solo, mantendo o

efeito desejado no alvo (Nguyen et al., 2014).

2.3. Técnicas de Producéo de Micro e Nanoparticulas.

Ciéncia e tecnologia continuam avancando na fabricacdo de micro/nano
dispositivos e sistemas com possibilidade de aplicacdo em vérias areas da industria,
comércio e biomedicina (Bastos, 2006). Hoje no mercado, existem varios tipos de
processos e ferramentas, ja largamente em escala industrial, que possibilitam a utilizacao
da micro/nano manufatura, no entanto, a nanotecnologia € representativa de uma nova
geracdo de processos produtivos cuja amplitude ainda € dificil de prever, e que se
apresenta em rapida evolucdo (Cavalcanti e Soares, 2013).

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para a preparacdo de nanoparticulas,
estes métodos podem ser, de uma forma geral, classificados em métodos baseados na
polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos ou na precipitacdo de polimeros pré-
formados, tais como poli(acido latico) (PLA), poli(acido laticocoacido glicélico) (PLGA),
poli(e-caprolactona) (PCL) e, ainda, os copolimeros do acido metacrilico e de um éster
acrilico ou metacrilico. (Schaffazick et al., 2003). Outro método citado na literatura € a
intercalacdo por solucdo e intercalacdo por fusdo. Esta Gltima é, em geral, a mais utilizada
devido ao material ser processado em equipamentos de misturas convencionais, sem uso de
solventes, sendo, portanto, melhor para 0 meio ambiente, as quais podem ser moldadas
diretamente em formas especificas para sua aplicacdo, sem necessidade de processamento
adicional (Meira et al., 2015).

O termo intercalagdo refere-se literalmente ao ato da insercdo reversivel de
espécies denominadas “convidadas”, dentro de uma matriz cristalina, que atua como
“hospede”, cuja estrutura dispde ainda de uma sequéncia ordenada de sitios reticulares

vazios (Figura 4), a intercalagdo de polimeros polares entre as lamelas de materiais
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inorganicos € mais fécil de ser obtida do que a intercalagdo com polimeros apolares, pois
0s polimeros apolares sdo bastante hidrofébicos e ndo formam interacfes adequadas com

0s materiais inorganicos (Rosa, 2008).

>
Jj'(é-?
. pel]
Polimero
Lam glas Intercalacéo
do sdlido
inorganico

Figura 4 - Intercalacdo de polimero entre particulas inorganicas (Rosa, 2008).

As principais técnicas de preparacdo das nanoparticulas poliméricas sdo:
polimerizacéo in situ, polimerizacgdo interfacial, nanoprecipitacdo, deposicao interfacial de
polimero, emulsificacdo-difusdo, emulsificacdo-evaporacdo de solvente, emulsificacdo-
difusdo (salting out), e ainda coacervacdo complexa. Recentemente, as nanocapsulas de
ndcleo lipidico, um tipo hibrido de nanoparticula foram desenvolvidas no Brasil, sendo
preparadas por deslocamento de solvente e formadas por auto-organizagdo de seus
materiais, lipidicos e poliméricos (Frantiescoli et al., 2013). Outro método que vem
despertando o interesse devido as suas vantagens sobre 0s métodos convencionais € a
técnica de expansdo em Fluidos Super-Criticos (FSC), devido as condicdes de
processamento leves, a alta difusividade e baixa viscosidade que permite entregar

compostos ativos em matrizes poliméricas (Silva et al., 2014).

2.3.1. Tipos de técnicas para producdo de Micro e Nanoparticulas.

Os processos de preparacdo de micro e nanoparticulas devem ser simples,
continuo, eficiente e vidvel para a larga escala, aceito por autoridades regulatérias, e
permitindo quantidades flexiveis de farmacos. Varios processos tal como moagem umida,
homogeneizacdo sob alta pressdo, nano precipitacdo, emulsificacdo, Congelamento por
Atomizacdo em Liquido (SFL- Spray freezing into liquid), Precipitacdo por Evaporacéo em
Solugdo Aquosa (EPAS —Evaporative Precipitation into Aqueous Solution) , Precipitacdo

com Anti-Solvente Comprimido (PCA — Precipitation With a Compressed Anti-Solvent),
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Réapida Expansdo de SolucBes Supercriticas (RESS — Rapid Expansion of Supercritical
Solutions), producdo de particulas usando fluidos supercritico sdo tipos de técnicas

utilizadas usados para producéo de produzir micro e nanoparticulas ( Pimental., 2010).

2.3.2. O processo de polimerizagdo em Emulsdo

Dispersdes poliméricas sdo Uteis para as mais variadas aplicacbes na area de
biomateriais, visando obtencdo de materiais para a fabricacdo de dispositivos médicos e
sistemas de liberacdo de farmacos. Comumente, as dispersdes poliméricas podem ser
obtidas pela técnica de polimerizacdo em emulsdo, empregando diferentes métodos
(Villanova, 2011). Para facilitar a manipulacdo do material polimérico final e a operacéo
do processo de polimerizacdo, processos heterogéneos de polimerizacdo sdo empregados
para a producdo de polimero na forma de particulas (como os conhecidos processos de
polimerizacdo em emulsdo, em dispersdo, por precipitacdo e em suspensdo). Cada processo
apresenta caracteristicas peculiares, que permitem produzir resinas com as mais variadas
propriedades, visando a diferentes aplicacbes do material polimérico. Os processos de
polimerizacdo em suspensdo sdo apropriados para obtencdo de produtos para aplicacbes
biotecnologicas e médicas, como por exemplo, particulas com morfologia controlada para
uso em emboliza¢do vascular, como suporte para enzimas ou como cimento 6sseo para

tratamento de osteoporose e em cirurgias dentarias (Machado et al., 2007).

As reagdes de polimerizagdo s&o preferencialmente conduzidas em sistemas
dispersos (ex. emulsdo, suspensao, dispersdo), o que garante, além de altos rendimentos,
facil recuperacao do produto ao final do processo e a possibilidade de obter polimeros com
alta massa molar, na forma de particulas solidas e em alguns casos com morfologia bem
definida (Chern et al., 2006). Uma formulacdo tipica de polimerizacdo em emulsdo de
monomero compreende em uma polimerizacdo em cadeia, na qual a fase monomeérica,
geralmente constituida por um ou mais mondmeros insolGveis em meio aquoso, um meio
dispersante, em geral agua, um iniciador solGvel na fase aquosa e emulsificantes. A
polimerizagdo em emulsdo apresenta vantagens em relacdo aos demais processos de
polimerizacdo, tais como controle térmico e o aumento da massa molar das cadeias

poliméricas sem reduzir a taxa de polimerizacdo (Pinto et al., 2013).
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O processo de polimerizacdo em emulsdo ocorre nas micelas, que capturam os
radicais gerados na fase aquosa. O monomero se difunde das gotas dispersas para o interior
das micelas, inchando-as e mantendo a continuidade da polimerizacdo. Apés a nucleacéo,
as micelas passam a ser particulas de polimero, que se mantém inchadas com mondmero,
dando continuidade & polimerizacdo e ao crescimento da particula. A cadeia polimérica
termina com a entrada de um segundo radical na particula de polimero. A particula de
polimero sem radical pode ser renucleada muitas vezes ao longo do processo (Asua et al.,
2004).

2.3.3. Emulséao

As emulsbes sdo sistemas heterogéneos, metaestaveis, formados pela mistura de
duas fases imisciveis, denominadas, continua e descontinua. Um terceiro componente €
adicionado ao sistema para estabiliza-lo, denominado emulsionante (emulsificante ou
emulgente) (Villanova, 2011). Podem ser classificadas em emulsdo simples, dupla ou
tripla, as emulsbes simples sdo classificadas como do tipo 6leo em agua (O/A) (Figura 5),
aquela em que o 0Oleo constitui a fase dispersa e a agua a fase continua, ou podem ser do
tipo 4gua em 6leo (A/O) onde a dgua passa a ser a fase dispersa e o Gleo a fase continua. A
técnica da emulsdo simples baseia-se na homogeneizacdo de duas fases liquidas do tipo
O/A, em que o 6leo constitui a fase dispersa e a agua a fase continua, ou podem ser do tipo
AJ/O onde a 4gua passa a ser a fase dispersa e 0 6leo a fase continua ambas recorrendo a

agitacdo vigorosa (elevada tensdo de corte) e a estabilizantes.

O passo de formacdo de goticulas na emulsdo é o método fundamental, porque
esta relacionado com o tamanho e distribuicdo das particulas resultantes, que por sua vez
afetam a taxa de libertacdo da droga e eficacia de encapsulacdo da droga determina. A
formulacédo de dispersdes de uma fase liquida dentro de outro liquido imiscivel permanece
uma importante area de pesquisa uma vez que estes sdo prontamente incorporados dentro
de muitos produtos alimenticios, farmacéutico, agroquimicos e cosméticos. Goticulas
menores sdo obtidas por forgas de cisalhamento mais fortes e aumento da turbuléncia
quando aumenta a velocidade de agitacdo. A extensdo da reducdo do tamanho depende da
viscosidade das fases dispersas e continuas, assim, em que o polimero e / ou concentragdes

de tensoativo, sobre a tensdo interfacial entre as duas fases e a sua relagdo de volume,
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sobre a miscibilidade da fase organica com a fase aquosa, sobre a taxa de difuséo do
solvente orgéanico. Emulsdes requerem o uso de um surfactante para estabilizar a interface
da gota, € uma consideracdo importante para a producdo de uma microestrutura com a
distribuicdo de tamanho de goticula desejado. Um aumento na concentragéo de surfactante
provoca uma diminuicdo de tamanho de particulas, de modo que a emulsificacdo de
ultrasson requer menos tensoativo do que a agitacdo mecénica obter o mesmo tamanho de
particulas (Barba et al., 2014). Polimeros e copolimeros acrilicos, combinados ou ndo com

tensoativos idnicos ou ndo idnicos, formam emulsdes estaveis do tipo O/A.

agitacao
Emulsao O/A

. ————— i ‘/-—‘\’

—» Oleo L+ 0lo

—

—» Agua —> Agua

e

Figura 5 — Esquema do processo de emulséo simples (Giufrida, 2013).

O método da emulsdo dupla (Figura 6) é um processo semelhante a emulsdo
simples, onde sdo utilizadas trés fases: duas aquosas e uma organica do tipo agua-6leo-
agua (A/O/A) ou duas fases organicas e uma aquosa do tipo éleo-agua-6leo (O/A/O) onde
as micelas resultantes da emulsdo simples sdo encapsuladas novamente em outra fase.
Estes sdo sistemas hetero dispersivos complexos que também podem ser usados em
processos de nanoencapsulacdo. Em duplas emulsdes a fase interna é em si uma emulsao
separada da fase de outro liquido pela propria camada que a forma, isso permite a
formacdo de um ndcleo no interior da particula. O processo de emulsdo de duas fases é
preparado com a presenga de dois surfactantes, um dominado hidrofobico usado para
estabilizar a interfase A/O interna da emuls&o e um dominante hidrofilico para estabilizar a
interfase externa de glébulos de 6leo se a emulsdo for do tipo A/O/A (Mora-Huertas et al.,
2010).
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Figura 6 — Esquema do processo de emulsdo dupla (Giufrida, 2013).

O método de microemulsdo é, em geral, utilizado para encapsular ativos
lipofilicos, mas ativos hidrofilicos também podem ser encapsulados utilizando emulséo
AJO/A (Marcato et al., 2009).

Para formar uma emuls&o tripla (A/O/A/O), ou Oleo-Agua-Oleo-Agua (O/A/O/A)
a gota mais interna € encapsulada numa gota maior formando uma emulsao dupla, a qual é
em seguida encapsulado numa gota ainda maior resultando em uma emulsdo tripla (Abate
etal., 2011).

Os principais exemplos de emulsificantes poliméricos sdo copolimeros de elevada
massa molar derivados do acido acrilico e do alquil metacrilato, contendo ligacdes
cruzadas por éteres alilicos do pentaeritritrol ou da alil sacarose (Villanovaet al., 2010). A
maioria dos processos de emulsificacdo foca na quebra das gotas em pequenas unidades
através de energia mecanica, homogeneizadores, misturadores de rotor-estator, moinhos
coloidais, etc. (Lloyd et al., 2015). Ja (Barba et al., 2014) relata a utilizacdo de ultrassons
no preparo das emulsdes pois a sua energia também assegura tamanhos das gotas cerca de

trés vezes menor do que obtidos pelo método de agitacdo mecanica.

2.3.4. A tecnologia de fluido supercritico.

Os fluidos supercriticos (FSC’s) sdo um atrativo nas aplicacbes de diversos
processos, incluindo separacOes, reacdes e processamento de materiais, por causa do seu
poder de solvente moderada e das suas propriedades de transporte nas taxas de

transferéncia de massa a favor do solvente. As caracteristicas dos fluidos supercriticos tém
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uma vasta gama de recursos no controle sobre a morfologia das particulas sélidas. (Uchita
etal., 2015)

Os fluidos supercriticos séo definidos como gases comprimidos ou liquidos acima
das suas pressdes e temperaturas criticas, nessas condi¢es os fluidos supercriticos
possuem vantagens centrais, devido as suas densidades estarem préximas do liquido o que
fortalece as suas propriedades de solvente, por outro lado, a viscosidades a difusividade e a
tensdo superficial apresentam valores proximos ao estado gasoso, 0 que torna as

propriedades de transporte bastante favoravel (Pimentel, 2010).

Entre os diversos fluidos supercriticos o dioxido de carbono se destaca devido a
sua baixa temperatura critica (31,1°C), pressdo moderada (73,8 bar) (Figura 7), natureza
inerte e ambientalmente amigéavel e ndo inflamavel e de baixo custo. Devido a essas
caracteristicas 0 mesmo possui uma ampla aplicabilidade na industria farmacéutica
principalmente nos processos de extracdo, separacdo e precipitacdo de compostos ativos,
resultando na obtencdo de substancias purificadas isentas de solventes residuais (Silva et
al., 2014).

A Tecnologia dos fluidos supercriticos encontrou o0 seu espago no processamento
de polimeros, especialmente usando dioxido de carbono supercritico (CO,SC) para o
processamento compostos ativos farmacéuticos. Este interesse € em grande parte devido as
condicdes de processamento leves, a alta difusividade e baixa viscosidade que permite
entregar compostos ativos em matrizes poliméricas. O uso de impregnacdo de fluido
supercritico em materiais poliméricos apresenta vantagens interessantes em relacdo aos
processos convencionais, tais como a oportunidade para tirar vantagem da alta
difusividade, baixa tensdo superficial do diéxido de carbono e a facilidade para separar e

recuperar o material polimérico (Barros et al., 2015).
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Figura 7 — Diagrama de safes do CO,.

2.3.5. Técnicas de Expansdo em FSC

Um interesse crescente em relacdo a esta area de investigacdo vem se
desencadeando pelas inUmeras vantagens que esta tecnologia oferece sobre os métodos
convencionais. Processos assistidos por FSC ultimamente tém emergido como alternativas
verdes e inovadores para uma ampla variedade de processos, tais como: aumento da
solubilidade de farmacos poucos sollveis, plastificacdo de polimeros, por modifica¢do da
superficie por nano-dimensionamento e ajuste dos nanocristais, extracdo e cromatografia
(Silvaetal., 2014).

Em decorréncia do papel que o FSC desempenha, existem trés grupos de
processos diferentes: solvente, antissolvente ou cossolvente. Muitos autores tém utilizado a
combinacdo de leitos fluidizados e fluidos supercriticos para o revestimento das
micro/nanoparticulas, especialmente o processo de Rapida Expansdo de Solucdes
Supercriticas (RESS — Rapid Expansion of Supercritical Solutions) (Figura 8), que consiste
na saturacdo de um fluido supercritico com um substrato e posterior despressurizacao desta
solucéo através de um bocal ou capilar aquecido numa camara de baixa pressao. Devido a
queda rapida de pressdo e de temperatura no sistema o soluto dissolvido no gas torna-se
insolivel em baixa pressdo e assim um elevado grau de sobressatura¢ao é criado no jacto

de pulverizacao, ocorrendo uma répida nucleagdo e o crescimento de particulas cristalinas.
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Consequentemente, as particulas micro ou nanométricas podem ser produzidas por causa
de um crescimento muito elevado de supersaturagéo e um tempo muito pequeno (Uchita et
al., 2015). O processo RESS tem uma gama limitada de agentes de revestimento que

podem ser utilizados, uma vez que esses agentes devem ser soltveis no FSC.

Bomba
Camara Camara
de de
extrac¢do expansao|

Figura 8 - Diagrama esquematico da técnica RESS (Giufrida, 2013).

Infelizmente, muitos compostos polares ou de alto peso molecular, como € o caso
dos polimeros, possuem solubilidade extremamente baixa em fluidos supercriticos
comumente empregados na literatura, especialmente em CO,. Isto faz com que a técnica
RESS possua algumas limitacGes, tais como, a alta faixa de pressdo necessaria para obter
solubilidades adequadas, o alto fluxo do fluido e 0 modo de operacdo do processo que é

feito de forma descontinua em muitos casos (Giufrida, 2013).

Uma opcao para melhorar esse processo de revestimento de particulas é a técnica
Anti-Solvente Supercritico (SAS — Supercritical Anti Solvent) (Figura 9), esta é
considerado uma tecnologia limpa adequada para a producéo de particulas. Geralmente, é
utilizado a fim de micronizar os compostos de interesse em suaves condi¢es operatérias
de temperatura e baixo vestigio de solvente residual no produto final. Ao variar 0s
parametros do processo, as caracteristicas finais dos produtos podem ser ajustadas em
termos de tamanho (particulas com tamanho de micro e nanométrico), morfologia e

distribuicdo granulométrica estreita. Atualmente, existe um interesse crescente para a
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elaboracdo de sistemas de entrega controlada. Para esse propdsito, o processo SAS também
pode ser aplicado a fim de coprecipitar moléculas biocompativeis ou polimeros

biodegradaveis de interesse (Djeraf et al., 2015).

Este processo tem a vantagem de controlar as formas fisicas através da variacao
das condicbes de trabalho como temperatura, presséo, taxa de fluxo ou solugdo. No
entanto, os solventes utilizados neste método devem ser completamente misciveis em
CO,SC (Silva et al., 2014). O SAS baseia-se relativamente no baixo poder do solvente de
CO, para solutos, tais como polimeros e produtos farmacéuticos e a sua boa miscibilidade
com diversos solventes organicos (YOSHIDA, 2014).

Na técnica SAS o soluto de interesse tem que ser dissolvido em um solvente
organico e os agentes devem ser insollveis ao FSC, pois 0 mesmo tem afinidade pelo meio
que esses agentes estdo dispersos, assim o FSC arrasta o fluido solubilizante e precipitam
0s agentes de interesse, essa técnica tem sido amplamente usada na formacao,
encapsulamento e revestimento de micro/nanoparticulas, devido a sua simplicidade de

operacdo e menor geracdo residual de solvente nos produtos (Martin et al., 2015).

Quando a solucdo entra na fase supercritica através de um bocal, o solvente é
dissolvido no FSC que atua como anti-solvente, atingindo a supersaturacdo e causando a
precipitacdo do soluto na forma de particulas finas (Martin et al., 2015). Na técnica Anti-
Solvente (SAS) o sistema binario (antissolvente + solucdo organica) deve estar no estado
supercritico, para que a solucdo dissolvida na fase organica possa ser precipitada. Neste
modo de processo, a solugdo e o antissolvente sdo adicionados simultaneamente em modo
cocorrente por orificios diferentes ou contracorrentes para dentro da camara de
precipitacdo, a qual ja contém o antissolvente. Quando a solucdo é aspergida no meio
contendo o antissolvente, ocorre a geracdo de micro gotas desta, gerando um rapido
contato entre os meios, levando a uma alta taxa de supersaturacdo da solucdo. Este
resultado gera uma rapida nucleacéo e crescimento, criando consequentemente, minusculas
particulas. Para que ocorra a formacéo de micro gotas, a solugdo normalmente é aspergida
a uma pressdo em torno de 20 bar (2,0 Mpa) superior a pressdo de operacdo da camara.
(Giufrida, 2013).

Esta técnica é utilizada para precipitar os solutos (geralmente compostos polares)
com baixa solubilidade no fluido supercritico, e que sdo dissolvidos em solventes

organicos que apresentam boa miscibilidade com CO,SC. Além disso, 0 processo SAS
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usando CO,SC, nos permite controlar e obter a distribuicdo e tamanho de particulas, as
quais ndo sdo realizaveis por métodos convencionais (Djeraf et al., 2015).

BPR

Bomba de CO,

Solugao Organica R
CO, CO, VASO
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Figura 9 - Esquema do aparato experimental de producdo de particulas por FSC
como antissolvente (SAS) (Giufrida, 2013).

O método SAS antissolvente, tornou-se cada vez mais utilizado na producdo de
particulas, com um excelente potencial no campo da industria farmacéutica e demais
segmento industrial. Particulas de PLA contendo teofilina, luteina e rifampicina, foram
produzidas com éxito pela metodologia SAS, bem como particulas de PCL contendo

extrato de Rosmarinusofficinalis (Sacchetin et al., 2015).

No decorrer dos ultimos anos diversos trabalhos foram desenvolvidos utilizando
as tecnologias descritas. Um modelo matematico detalhado para descrever a precipitacdo
das microparticulas com antissolvente supercritico PHBV em 313K e 80 bar foi
apresentado. O modelo foi capaz de reproduzir a distribuicdo experimental diametros de
particulas em diferentes concentraces de PHBV. A influéncia da razdo de massa do anti-
solvente alimentado para a solucdo de solvente organico em diametros de microparticulas

produzidas PHBYV foi corretamente descrita pelo modelo (Cardoso et al., 2015).

Nano particulas de Policaprolactona (PCL) carregadas com progesterona (P4)

foram obtidas pela emulsificacdo de uma mistura de acetato de etilo e &gua contendo P4 e
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poli (&lcool vinilico) (PVA) como o agente estabilizante sob a irradiagdo ultrassénica. Foi
empregada como estratégia de secagem a técnica antissolvente SAS atraves da expansdo de
emulsdo com o CO,SC. Obteve-se como resultado particulas com um tamanho médio de
82 nm, os resultados foram comparados com a secagem em condi¢des ambientes. As
nanoparticulas de PCL secas pela expansdo de CO,SC mostrou um didmetro médio menor
e a analise de dispersdo de luz dinamica (DLS) revelou uma distribuicdo de tamanho de
particula mais estreita, quando comparada com o diametro das nano particulas formadas
com o processo convencional as quais apresentaram um tamanho medio de 174 nm
(Guilherme et al., 2014).

Uso do processo SAS para a producdo de nanoparticulas de PHBV e PCL
carregadas com progesterona para ser empregadas na producdo de um sistema de liberacao
controlada, para o controle de ciclo estral em fémeas bovinas para inducdo da
superovulacdo e puberdade (Pimentel. 2010). Outros exemplos é o uso de hidrogeis
superabsorventes (SH) na agricultura, principalmente aquelas baseadas em polissacarideos,
como condicionadores de solo e como transportadores poliméricos para liberacdo de

nutrientes (Guilherme et al., 2015).

E importante citar também a técnica de dispersdo da solucdo aumentada por
fluidos supercriticos (SEDS — Solution Enhanced Dispersion by Supercritical fluids) que é
um processo semicontinuo semelhante ao SAS, que consiste na pulverizacdo de uma
solucdo em gas condensado num recipiente pressurizado. No entanto, o desenho do bico de
ambos o0s processos € diferente. No SEDS o bocal apresenta uma concepcdo coaxial com
um comprimento de mistura, a fim de melhorar a transferéncia de massa e obter uma

entrega simultanea da solucdo e anti-solvente (Tabernero et al., 2012).

2.4. Polimeros

A busca continua de novos materiais tem estimulado estudos com a mais variada
gama de produtos quimicos e compostos. Nas Ultimas décadas, o setor de biomateriais ndo
sO cresceu em numero de produtos disponiveis e em desenvolvimento, mas também
avangou economicamente de maneira significativa. Seu impacto na melhoria da qualidade
da vida humana é inegavel e sua contribuicdo futura deve ser numericamente mais elevada,

tendo em vista a tendéncia bem estabelecida de envelhecimento populacional. Apesar de
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atualmente os biomateriais metalicos dominarem o mercado mundial em cerca de 50%,
espera-se no futuro proximo o crescimento acentuado do mercado de biomateriais
poliméricos, em decorréncia de caracteristicas mais apropriadas quanto a flexibilidade,
elasticidade, inércia biologica, biocompatibilidade e longevidade (Pires, 2015). Neste
sentido, a tecnologia de polimeros tem proporcionado uma enorme contribuicdo para o
desenvolvimento e design dos materiais originais. Diferentes &reas tecnolégicas, como a
medicina, engenharia, e agricultura, por exemplo, empregaram materiais poliméricos. Esta
é estimulada por as vantagens em relacdo a matéria-prima de polimero convencional. Em
linhas gerais, facilmente polimeros sdo processados e quimicamente modificados. Eles
exibem propriedades fisicas e mecénicas desejaveis, e em alguns casos acessivel

economicamente (Guilherme et al., 2015).

Polimeros sdo macromoléculas de alta massa molar formada pela ligacdo de
unidades repetitivas menores (meros) ao longo da cadeia principal. As ligacOes entre os
meros sdo covalentes, no entanto, ligacdes de hidrogénio entre diferentes cadeias, assim
como interacdes de van der Waals e reticulacdo por meio de ligacdes covalentes podem
também ocorrer. Os polimeros do tipo termopléasticos, por exemplo, capazes de se fundir e
solidificar repetidas vezes, sdo caracterizados por apresentar ligacGes quimicas fracas de
van der Waals entre as cadeias. Desta forma, em agquecimento as cadeias sdo capazes de
deslizar entre si, podendo também ser observada a ruptura de interacdes intercadeias. Ja 0s
polimeros termorrigidos sdo caracterizados por uma estrutura tridimensional reticulada
estabilizada por ligacdes covalentes fortes. Assim, estes materiais sdo insollveis e as
ligacbes sdo rompidas somente por elevadas quantidades de energia, com consequente

degradacéo do polimero (Pires, 2015).

A producédo de polimeros esta baseada no uso de insumos quimicos oriundos do
petréleo desde o inicio do desenvolvimento dos polimeros sintéticos, e mais recentemente
a partir de fontes renovaveis, que resultou na proposicdo de biopolimeros. O termo
biopolimero ou bioplastico, tem sido empregado na literatura cientifica e relaciona os
polimeros naturais e sintéticos, sendo os primeiros os obtidos e utilizados “in-natura”, as
vezes, modificados por processos especiais ou biossintetizados, tais como as peles de
animais, fibras vegetais, resinas extraidas de plantas e o latex, borracha natural, muitas
vezes, designados por “biopolimeros”. Por outro lado, os polimeros sintéticos que tém

como fonte de materia prima os produtos naturais, durante o seu processamento, as sinteses
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qguimicas conferem-lhes propriedades fisico-quimicas caracteristicas dos polimeros
desejados (Pitt et al., 2011).

Vérios dos polimeros sintéticos utilizados na producdo de biomateriais
apresentam cinética de degradacdo conhecida e podem ser sintetizados de forma controlada
e reprodutivel. Estes materiais sdo facilmente adaptaveis para exercer uma grande
variedade de propriedades funcionais, sendo possivel manipular, por exemplo, a forma e o
tamanho dos dispositivos, assim como suas propriedades mecéanicas (como a
viscoelasticidade). Nesta categoria, os principais tipos de polimeros constituintes de
biomateriais sdo: poliamidas, polietileno, polipropileno, poliacrilatos, fluoro carbonos,

poliésteres, poliuretanos, entre outros (Pires, 2015).

Os polimeros de origem bioldgica sdo abundantes e seus produtos de degradagédo
sdo biocompativeis e ndo toxicos, 0 que 0s torna seguros para utilizacdo na constituicao de
biomateriais. Além disso, apresentam custo acessivel e sdo obtidos de fontes renovaveis.
No entanto, devido a complexidade dos meios dos quais estes sdo extraidos e a
variabilidade por vezes intrinseca da matéria-prima, sua purificacdo pode se mostrar
relativamente complexa. A variabilidade da matéria-prima, por exemplo, com relacdo as
espécies bioldgicas das quais se extrai 0 material de partida ou ao local e época de coleta,
pode afetar as propriedades do produto final. Notam-se, com frequéncia, diferencas nas
caracteristicas dos polimeros naturais de lote para lote, visto que 0s mesmos sao extraidos
de organismos vivos como algas, plantas, animais e microrganismos, ou sao por eles
expressos extracelularmente.  Ainda assim, varios sdo 0s biopolimeros utilizados na
producdo de materiais com aplicacdes biomédicas, tendo destaque as proteinas (como
colageno, elastina e fibroina da seda) e os polissacarideos (como quitosana, alginato, goma
xantana, acido hialurdnico e pectina) (Pires, 2015).

A auséncia de padronizacdo dos termos referenciados envolve pelo menos mais
trés classes de materiais designados como ‘“biopolimeros”, tais como polimeros
biocompativeis, polimeros biodegradaveis e polimeros de fontes renovaveis. Materiais
biocompativeis sdo aqueles capazes de substituir os 6rgdos de seres vivos ou, ao serem
implantados em organismos vivos, sdo facilmente adaptados e ndo liberam substancias
toxicas. Destacam-se 0s polimeros usados como substitutos da platina ou titdnio em
proteses. Materiais biodegradaveis sdo degradados pela acdo de fungos, bactérias ou algas

e produzem didxido de carbono, biomassa e agua. Por ultimo, polimeros oriundos de fontes
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renovaveis sdo aqueles fabricados a partir de insumos quimicos extraidos de fontes
renovaveis, tais como etanol e sdo classificados como polimeros naturais ou sintéticos,

biodegradaveis ou biocompativeis (Pitt et al., 2011).

2.4.1. Aspectos Gerais

Os polimeros estdo presentes em diversas aplica¢fes do nosso cotidiano, sendo
usados para a producdo de embalagens, recipientes e pecas plasticas, adesivos, tintas, fibras
e tecidos sintéticos e dispositivos eletronicos. Nos Ultimos tempos, os campos de aplicacdo
dos materiais poliméricos se expandiram consideravelmente, alcancando as areas de
biotecnologia, farmacéutica e médica, com o desenvolvimento de materiais para a
liberacdo controlada de medicamentos, agentes embolizantes para tratamento de tumores,
cimentos 6sseos e suportes para imobilizacdo de enzimas. Essas diversas aplicacdes sao
possiveis pelo fato dos materiais poliméricos serem de facil fabricacdo e processamento,
terem baixos custos e de muitas de suas caracteristicas poderem ser alteradas através da
modificacdo de apenas algumas variaveis durante o processo de producéo (Pinto, 2009).

Os polimeros podem ser de origem natural ou sintética, no entanto, as
propriedades dos polimeros naturais ndao sdo tdo facilmente manipulaveis como a dos
polimeros sintéticos (Leimann, 2011). Os polimeros representam uma das classes de
materiais mais versateis disponiveis para aplicacbes em diversas areas, inclusive a
farmacéutica. Os principais polimeros naturais utilizados em matrizes sdo os hidrogeis de
quitosana, alginato, sulfato de condroitina, gelatina, dextrina, hialuronana e poli(lisina).
Exemplos de polimeros sintéticos s&o: bisacrilamida, poli(acrilamida) (PAM),
polietilenoglicol (PEG), Poli(acetato de vinilo) (PVA), é&cido poli(acrilico) (PAA),
poli(acido metacrilico) (PMAA), poli(acrilato de butila) (PBA), poli(metacrilato de metila)
(PMMA), poli(N-isopropilacrilamida), polivinilpirrolidona (PVP), poli(fosfazona),
poliacido lactico (PLA), nome (PCL), poli(metacrilato de 2-hidroxietila) (PHEMA),
poli(oligo(6xido de etileno)monometilétermetacrilato) (POEOMA) contendo ligagoes

cruzadas por grupos tidis e copolimeros diversos(Villanova et al., 2010).
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2.4.2. Polimeros Biodegradaveis

Polimeros biodegradaveis podem ser definidos como aqueles que sofrem
degradacdo macromolecular in vivo, por acdo de enzimas, micro-organismos ou células. O
termo biodegradacdo descreve os processos envolvendo quebra de cadeia e modificagdes
da massa molar e da solubilidade do polimero. Processos biologicos, fisicos e quimicos,
podem atuar na biodegradacdo. A biodegradabilidade dos polimeros é um atributo
explorado na modulagdo da liberacdo de farmacos, uma vez que é altamente desejavel que
um material introduzido no organismo desapareca depois de cumprida sua fungdo, sem a
necessidade de intervencdes para sua retirada. Os produtos de degradacdo formados séo
metabolizados a dioxido de carbono e agua, via ciclo de Krebs, ou sdo excretados na urina
(Villanova et al., 2010).

Os polimeros biodegradaveis empregados na producdo de nanoparticulas
poliméricas por polimerizacdo de mondmeros sdo copolimeros do &cido metacrilico e de
éster acrilico ou metacrilico. A composicéo polimérica (hidrofobicidade, carga superficial,
perfil de degradacéo) e do principio ativo encapsulado (massa molar, carga, localiza¢do na
nanosfera, absorcdo ou incorporacdo) influenciam na biodisponibilidade, sendo a
degradacdo polimérica realizada por esterases e dependente do comprimento da cadeia
alquil do polimero. As vantagens deste veiculo € promover a liberacdo controlada do
componente incorporado (principio ativo), e devido seu tamanho, é capaz de penetrar em
pequenos capilares e alcancar as células, promovendo o direcionamento especifico do
componente por um periodo de dias ou semanas caso seja a forma farmacéutica

endovenosa (Souto et al., 2012).

2.4.3. Tipos de degradacéo de polimeros

Existem inGmeros mecanismos de degradacdo de polimeros, alguns deles sdo
destacados como - Degradacao térmica: é a ruptura das ligagdes quimicas devido a efeito
da temperatura em auséncia de oxigénio; Degradacdo termo-oxidativa: esta degradacao é

iniciada por processos térmicos e ocorre em presenca de oxigénio ou outros oxidantes.
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Ocorre durante o uso do polimero ou processamento do mesmo; Degradacdo por macro-
organismos: quando o polimero é ingerido por um ser vivo, as reagdes mecanicas
decorrentes da mastigacdo provocam a quebra de cadeias poliméricas, acelerando o
processo de degradacdo; Fotodegradacdo: quando as quebras de cadeias poliméricas e
degradacdo dos polimeros sdo decorrentes, principalmente da presenca de radiaces
ultravioletas; Degradacdo quimica: é a reagdo entre polimeros e um agente quimico,
implica na cisdo das cadeias poliméricas; Degradacéo abidtica: é a degradacdo na qual se
faz necessaria a presenca de seres vivos, ha 2 tipos -Degradacao por hidrolise: comuns em
polimeros com grupos -COO- e Degradacdo por oxidacdo: comum em polimeros com
ligagbes duplas. Ambas restritas as regides amorfas do polimero; Degradacdo por
hidrolise: muito comum para poliésteres, os produtos desta reacdo também podem acelerar
a hidrolise, agindo como catalisadores; Degradacdo por oxidacdo: comum em polimeros
com duplas ligagdes olefinicas e baixa cristalinidade. Este tipo de degradacdo envolve trés
estagios: iniciacdo, propagacdo e térmica; Degradacao Microbiolégica — Biodegradacao:
ocorre em polimeros, que em contato com 0 meio ambiente, sdo atacados por fungos e
bactérias degradando o material polimérico e formando materiais mais simples; Acdo de
fungos: agem sobre os materiais poliméricos, em condi¢Oes ideais de temperatura e
umidade, num processo aerdbico, liberando gas carbdnico e devolvendo compostos
nitrogenados ao solo, a radiacdo ultravioleta inibe a acdo de fungos; Acdo de bactérias:
agem sobre os materiais poliméricos, tanto em condi¢bes aerdbicas quanto anaerdbicas,
quebrando as cadeias poliméricas para a obtencdo de nutrientes; Degradacdo térmica:
poliésteres podem degradar-se termicamente através de reacdes de transesterificacdo, que é
a reacdo entre uma hidroxila terminal e um éster, levando a formacdo de uma nova ligacao
éster. O resultado é a formacdo de copolimeros em bloco que com o decorrer da reacao
transformam-se em copolimeros aleatorios; Degradacdo enzimética: ocorre tanto em
ambientes aerdbicos quanto anaerdbicos e depende da taxa de degradacdo enzimatica, de
fonte de alimento para micro-organismos, do pH e da temperatura. E provavel que fungos e
bactérias secretem enzimas capazes de degradar a superficie do polimero nas vizinhangas
das células. Estas células adsorvem e metabolizam os produtos soluveis da degradacgéo.
Deste modo, a atividade enzimatica resulta na erosao superficial e na gradual reacdo da
espessura do polimero com o passar do tempo; Degradacao hidrolitica: pode ocorrer em

condic@es acidas ou basicas (Pellicano, 2008).
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2.5. Polimetil-Metacrilato (PMMA)

O PMMA é uma resina acrilica resultante da polimerizacdo do metacrilato de
metila (MMA) (Pires, 2015). PMMA € um termoplastico transparente com um grande
ndmero de aplicagBes tecnologicas em diversas areas e sua estabilidade térmica e
degradacdo sob atmosferas inertes e oxidantes, tém recebido uma atengdo consideravel na
producdo de micro e nanoparticulas (Gaspar et al., 2015), possui peso molecular igual a )

Mw: 120.000 e estrutura molecular mostrada na Figura 10.
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Figura 10 — Estrutura molecular do PMMA.

O PMMA foi o primeiro acrilico empregado como biomaterial, inclusive em
processos de revestimento farmacéutico. (Villanova et al., 2010). Trata-se de um polimero
biocompativel com o organismo humano, utilizado em sistemas de liberacdo controlado
(Coimbra, 2010). H& um interesse crescente no uso do (PMMA) como dispositivo de
liberacdo controlada de drogas (Shaked et al., 2014). Este material polimérico transparente
possui varias caracteristicas desejaveis, tais como a resisténcia a hidrélise quimica, alta
permeabilidade para muitas drogas, ndo téxico, etc. Uma vez que as nanoparticulas de
PMMA ndo sdo biodegradaveis, eles tém utilidade em estudos de bioabsorcdo e
distribuicéo celular. Esta caracteristica permite o seu seguimento em longo prazo no meio
fisiologico, sem contaminacdo de qualquer produto de degradacdo. Os primeiros
experimentos de PMMA como um material de transporte estavam no campo de vacinas, e
em granulos para defeitos relativos a resseccao cirargica de osteomielite crénica. Outras
aplicagdes biomedicas de PMMA incluem a sua utilizagdo como um material de protese
dentaria e correcdes mandibulares e como um implante permanente de lente intraocular
apos cirurgia de catarata. Atualmente, é geralmente aceite que o PMMA é um polimero
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ndo toxico, uma vez que possui um bom histérico de seguranca toxicologica em aplicacbes
biomédicas (Ridhima et al., 2014).

Nanoparticulas poliméricas de PMMA impregnadas compraziquantel, sintetizadas
pelo processo de polimerizagdo em miniemulsdo, foram produzidas para compor uma
suspensdo farmacéutica pediatrica. As nanoparticulas foram caracterizadas em termos das
propriedades fisico-quimicas, toxicologicas e da atividade bioldgica em camundongos. Os
resultados encontrados foram satisfatérios, taxa de encapsulamento de 90%, auséncia de
interacdo quimica farmaco-polimero e presenca de atividade bioldgica (Fonseca et al.,
2013).

Nanoparticulas de PMMA foram preparados por polimerizagdo em miniemulsdo,
e testadas para a citotoxicidade em células de leucemia monocitica aguda (THP1) e em
células de adenocarcinoma do pulmdo humano. As nanoparticulas de PMMA néo
apresentam qualquer citotoxicidade observavel gquando testado contra uma linha de células
leucémicas humanas (THP 1) e para células adenocarcinoma do pulmdo humano. Estes
resultados séo relevantes para o desenvolvimento de agentes antitumorais encapsulada em
nanoparticulas de PMMA (Feuser et al., 2014).

Enejder, 2011 e colaboradores demonstram atraves da técnica de microscopia
Optica ndo linear, 0 mapeamento de distribuicdo espacial a eficiéncia de encapsulacdo e
taxas liberacdo do fungicida IPBC(3-iodo-2-propinil-butil carbamato) em matrizes de

PMMA, produzidas através de técnica de emulsdo simples.

2.6. Progesterona

A progesterona € a principal substancia progestacional produzida pelas células
ovarianas, do corpo l(teo ou sintetizado por extracdo quimica da diosgenina presente em
inhames e soja. A diosgenina é quimicamente modificada para produzir a precursora
progesterona, a qual € utilizada para sintetizar estrogenos e andrégenos bioidénticos
(Pereira., 2013)." Essa Ultima sintese envolve acetolise, oxidagcdo com acido crémico,
clivagem do diacetatocetoéster com acido acético cromico, clivagem do diacetatocetoéster
com acido acético em ebulicdo até acetato de 16-desidropregnenolona. A saponificacdo do

éster acetato ao 3B-alcool, seguida de oxidacdo de oppenauer, produz a progesterona. A
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progesterona em sua forma pura foi isolada pela primeira vez do corpo lateo por
Butenandt, em 1934. Trata-se de um po cristalino branco-cremoso, inodoro e estavel ao ar
sofre fusdo a cerca de 128°C; uma modificacdo polimorfica sofre a cerca de 121°C, é
denominada Pregna-4-ene-3,20-diona de férmula molecular C,1H300, e peso molecular de
314 g/mol, praticamente insoluvel em agua, solivel em &lcool, acetona ou dioxano,
escassamente solivel em OGleos vegetais (Remington.,2014). Sua estrutura molecular é

mostrada na Figura 11.
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Figura 11 — Estrutura molecular da progesterona.

Secretada pelo corpo lGteo ap6s a ovulacdo, tem diversas atividades bioldgicas.
Mantém a gestacdo por meio de seus efeitos antiestrogénicos: transforma o endométrio em
um tecido secretor, permitindo a implantacdo do blastocisto, e evita novo episédio de
ovulacdo por seu efeito antigonadotréfico. Apresenta também um efeito antiandrogénico,
por ser um substrato preferido pela enzima 5-alfa-redutase, acoplando-se ao receptor
androgénico e evitando a conversdo de testosterona em diidrotestosterona, seu metabdlito
ativo e androgeno potente (D). A progesterona cristalina é pobremente absorvida pela via
oral. Quando quebrada em particulas menores, chamada de micronizada, apresenta maior
absorcdo. Mesmo assim, tem baixa biodisponibilidade pelo intenso metabolismo de
primeira passagem (D). A progesterona natural vem ganhando atencdo no uso de terapia
hormonal (TH), pois, além de proteger o endométrio, causa menor sangramento vaginal e
menor impacto no perfil lipidico. Atualmente, sabe-se que a dose deve ficar entre 200 e

300 mg para garantir protecdo endometrial em pacientes em uso de TH combinada com
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estrogénio (D). E mais utilizada como suporte de fase litea durante tratamento de
fertilizacdo assistida (Vigo et al, 2011).

A progesterona esta ligada a classe dos hormdnios bioidénticos os quais sao
empregados na medicina do antienvelhecimento que preconiza a terapia de modulagéo
hormonal bioidéntica, recomendando o uso de hormonios em mulheres (a partir dos 30
anos) antes e ap0s a menopausa, por tanto tempo quanto se fizer necessario, desde que as
indicacdes e as necessidades clinicas justifiquem, e que nenhum evento adverso ocorra e
contraindique o seu uso. Os supostos beneficios dessa nova terapia incluem: manutencao
da densidade mineral &ssea; diminuicdo dos sintomas; prevencdo das doencas
cardiovasculares; diminuic¢6es do risco de cancer de mama; e tratamento de outras doencas
e condicdes como insdnia obesidade depressdo estresse diminuicdo de memdria e cognigédo
(Pereira, 2013).

A progesterona (P4) e seus analogos tém sido usados em protocolos de
sincronizacdo ha varios anos (Giufrida, 2013). Foi a uma das primeiras drogas a serem
utilizadas para o controle de ciclo estral de ruminantes, os tratamentos por meio de
administragdes diarias de P4 resultam em altas taxas de sincronizagdo do estro. Assim 0s
protocolos hormonais de inducédo e sincronizacdo do estro servem como ferramenta para
aumentar os indices reprodutivos em bovinos. Dentre as principais vantagens destacam-se
a possibilidade de viabilizar a inseminacéo artificial de vacas, reduzir os intervalos entre
parto/concepcao, concentrar 0s partos, antecipar a prenhes na estacdo de monta, padronizar
os lotes de bezerros e aumentar a eficiéncia no indice de desmame (peso ao desmame e
numeros de animais desmamados), refletindo diretamente na racionalidade da méo de obra

e no custo/beneficio da atividade (Miguez, 2011).

A progesterona possui acdo fisioldgica peculiar e distinta daquela do estrogénio.
As progestinas (progesterona e seus derivados) transformam o endométrio proliferativo em
endométrio secretor. Essa alteracdo faz parte da mudanca essencial para a implantacdo de
um ovo fertilizado e para o desenvolvimento continuo da placenta. Essa alteracdo
endometrial exige a cooperacdo de um estrogénio; na auséncia deste ultimo, a progestina,
que é desprovida de atividade estrogénica, exerce um efeito atrofio sobre o endométrio
(Remington, 2014).

Em geral, os compostos de 21 carbonos que sdo derivados da progesterona

reproduzem rigorosamente as ac¢6es farmacologicas do hormonio natural da progesterona.
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A progesterona possui alguns derivados de grande interesse para o controle hormonal tais
como a hidroxiprogesterona, acetato de megestrol e acetato de medroxiprogesterona.
(Remington, 2014).

As progestinas produzem aumento na viscosidade das secregdes cervicais
impedindo o movimento dos espermatozoides. As progestinas em altas doses suprimem a
liberacdo hipofisaria do hormonio luteinizante, bem como a liberacdo hipotalamica do
GnRH, impedindo assim a ovulagdo. As progestinas diminuem a mobilidade uterina, o que
pode contribuir para um efeito anticoncepcional. Também tem a capacidade de estimular o
desenvolvimento das porgdes glandulares da mama, capacidade de retengdo de agua pelos
tecidos nos espacos intercelulares e acdo termogénica. As progestinas podem ser utilizadas
ciclicamente no tratamento de infertilidades, quando o Utero ndo é receptivo a implantacéo;
a progestina mantém o endométrio secret6rio durante a terceira e quarta semanas do ciclo
menstrual. As progestinas sdo utilizadas de modo ciclico com estrogénios durante a
terceira e quarta semanas do ciclo menstrual. As progestinas sao utilizadas de modo ciclico
com estrogénio no tratamento das amenorreias secundarias e do sangramento uterino
disfuncional. Além disso, podem ser prescritas para reduzir a tensdo pré-menstrual, embora
causem retencdo de sal e de agua, o que constitui um fator nesse distarbio. No infantilismo
sexual em individuos do sexo feminino, as progestinas podem ser combinadas com

estrogénios para induzir o desenvolvimento e a maturacédo genital (Remington, 2014).

Micro e nanoparticulas poliméricas tém sido propostos como uma alternativa para
encapsular progesterona. Pois além da entrega controlada, encapsulamento também
fornece protecdo contra a degradacdo prematura durante 0 manuseio e armazenamento
antes do uso, 0 aumento da absorcédo e biodisponibilidade, melhora no tempo de retencao
no interior do organismo e melhoria da penetracédo intracelular (Leimann et al., 2015).

Sistemas de administracdo controlada de longa duracdo para a progesterona tém
sido utilizados na regulagdo do ciclo estral em mulheres, vacas e ovelhas através da
incorporagdo de progesterona em matrizes poliméricas biodegradaveis e néo
biodegradaveis. Pois a cinética de degradacdo e, consequentemente, a taxa e o0 tempo de
libertacdo do farmaco podem ser controlados a partir da matriz polimérica fazendo variar a
composicdo de copolimero, peso molecular, e grupo terminal das cadeias poliméricas
(Turino et al, 2014).
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3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

Este trabalho tem como objetivo:

e Produzir micro e nanoparticulas a base de poli(metil metacrilato)
(PMMA), utilizando duas técnicas distintas: técnica de emulsdo simples
com evaporacdo de solvente e a técnica utilizando fluido Supercritico
(FSC) via SAS (supercritico anti-solvente).

e Caracterizar as matrizes poliméricas obtidas em termos de tamanho e
morfologia utilizando técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) e
microscopia eletronica de varredura (MEV).

e Promover um sistema de liberacdo modificada por meio das micro e
nanoparticulas de PMMA carregadas de P4 como substancia modelo.

e Avaliar a eficiéncia de encapsulamento e capacidade de liberagdo
modificada das matrizes de PMMA carregadas de P4 por meio de um
sistema in vitro.

e Realizar estudos de caracterizagdo do material produzido utilizando
técnicas de  Varredura Diferencial de  Calorimetria (DSC),
Termogravimétrica (TGA), Espectroscopia em Infravermelho com

Transformada de Fourier (FT-IR) e potencial zeta.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo seré descrito 0os materiais e 0s métodos utilizados para a producéo e
caracterizagdo da micro e da nano particulas de PMMA impregnadas com P4,

4.1. Materiais.

Poli (metil metacrilato) (PMMA, Mw: 120.000 g.mol™, CAS 9011-14-7, Sigma-
Aldrich®) foi usado sem nenhum pré-tratamento de purificacdo, Acetona PA (99,5%, 58,08
g.mol™, 67-64-1, Nuclear), Poli Vinil Alcool (PVA, CAS9002-89-5, Mw: 30.000 a 70.000
g.mol™?, 87- 90%, Sigma-Aldrich®). Progesterona (P4, CAS57-83-0, 314,47 g.mol™) foi
doada Genix indUstria Farmacéutica LTDA — Brasil, Alcool Etilico (99,5%, CAS: 60-17-5,
Nuclear). Diclorometano (DCM) (99,5%, CAS75-09-2, 84.93 g.mol™, Nuclear),
Cloroférmio (CHCL3) (99,8%, CAS67-66-3, 119,38 g.mol™, Nuclear), CO, (99,9%,
CAS124-38-9, 44,01 g.mol™, White Martins S.A). Membrana de dialise obtido da Sigma
12400 MWCO, 99.99% retencdo, e Agua deionizada (NANO purell: Barnstead), com

revestimento de 18 MQ. cm™.

4.2. Métodos

Para a producdo da micro e da nano particulas de poli (metacrilato de metila)
(PMMA), foram utilizadas dois diferentes métodos de producdo de particulas: técnica
Emulsdo Simples com evaporacdo do solvente organico (TES) e o método Supercritico
Anti-Solvente (SAS). Apds o processo de producdo das particulas, as mesmas foram
caracterizadas em termos de tamanho e polidispersidade e posteriormente os melhores
resultados em funcdo de cada metodologia de producéo, foram selecionados e reproduzidos
com a incorporagdo do P4 em sua formulacdo (PMMA+P4), tendo como proposito
promover o carregamento do principio ativo entre a matriz polimérica. Para tanto foram
realizados também ensaios de eficiéncia de encapsulacdo (EE%) e cinética de liberagdo
para determinacao quantitativa de P4 incorporada em PMMA.
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4.2.1. Producdo das particulas pela TES

A técnica de TES abordada neste trabalho é constituida por uma emulsao do tipo
A/O em que agua constitui fase dispersa e o 6leo a fase continua. Em primeiro momento,
preparou duas solugdes de surfactante em base aquosa com concentracOes diferentes de
PVA, sendo uma solucdo para compor a fase interna e outra solucdo para compor a fase
externa. Em seguida dissolveu-se o polimero PMMA em solvente orgéanico selecionado em
condicBes pré-estabelecidas de concentracdo e volume e aguardou tempo suficiente para
completa dissolucdo/solubilizagdo do mesmo. Em segundo momento foram separadas
quantidades especificas de cada solucdo (solucdo organica + PMMA, agua + PVA fase
interna e externa). Para o componente de fase externa, a solu¢do de menor concentracdo de
agua + PVA foi acondicionada em um Becker de 100 mL sobre leve agitacdo com uso de
agitador elétrico e barra magnética. Em um terceiro momento adicionou-se a solucéo
organica de quantidade estimada junto a solucdo de agua+PVA de maior concentracdo e
em seguida submeteu a mistura obtida a ultrassom de alta frequéncia para promover a
homogeneizagdo e quebra da mistura obtendo emulsdes com micelas de tamanhos muito
pequenos. Para este processo utilizou um ultrasonicador de alta frequéncia (Ultronique,
modelo: Desruptor; Freq. US: 20 KHz; Potencia US: 500 W). Diversas condi¢des em
termos de concentracdo das solucdes (PMMA, PVA), tempo e poténcia aplicada no
ultrassom foram variados e séo apresentadas na Tabela 1. Um banho de gelo foi utilizado
sob o recipiente do sistema durante o processo de ultrassom como objetivo de impedir um

aumento indesejado da temperatura durante o processo.

agitagao

Ultra-som

Emulsao
Formacao dispersa
emulsao
(O/A) Fase
externa

Figura 12 - Esquema representativo da Emulsao simples/evaporacao.
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Posteriormente a emulséo obtida foi lentamente despejada na solugdo de
surfactante externa (4gua + PVA de menor concentracdo) que anteriormente foi
acondicionada no Becker de 100 mL. O sistema manteve-se sob leve agitacdo por tempo
de 24 horas para que se ocorre completa evaporacdo do solvente organico. As etapas da

TES estéo representadas no esquema da Figura 12.

Decorrido 0 tempo necessario para completa evaporacdo do solvente organico em
meio a solucdo aquosa contendo particulas dispersas, foi realizado processo de lavagem
para remocdo do surfactante (PVA) em meio a solugdo. A quantidade total de solucéo foi
divididas em frascos de 50 mL e submetida a centrifugacdo por um tempo de 30 min a
10.000 rpm e temperatura controlada de 5°C. Depois de decorrido tempo programado de
centrifugacdo, com o uso de uma pipeta de Pasteur, o sobrenadante foi removido
cuidadosamente de forma a restar somente sélidos no depositados no fundo dos tubos.
Nova quantidade de agua deionizada foi adicionada no tubo e o mesmo foi submetido
agitacdo em vortex para re-suspensao dos sélidos em meio aquoso, e novamente submetido
a centrifugacdo nas mesmas condicdes anteriores. Este processo foi realizado trés vezes

para completa remocéo do surfactante.

O processo de secagem foi realizado por meio de liofilizacdo. As amostras
suspensas em quantidade menor de agua foram congeladas a — 80 °C e posteriormente
acondicionadas no liofilizador onde permaneceu o0 tempo necessario para completa

remocdo da agua.

Tabela 1 - Condigdes experimentais utilizadas para o preparo das particulas via

TES.
PVA .
. Solvente Organico (Fase Potencia PVA (fase
Condigdes | PMMA Ultrasom externa)
Vol Interna) (Poténcia/Tempo) Vol./%
Vol./% '
1 10 mg DCM/5mI 8 ml/2,5% 200w/5mim 100ml/1%
2 20mg DCM/5ml 8 ml/2,5% 200w/5mim 100ml/1%
3 30mg DCM/5mI 8 ml/2,5% 200w/5mim 100ml/1%
4 10mg CHCLs/5ml 8 ml/2,5% 200w/5mim 100ml/1%
5 20mg CHCLa/5ml 8 ml/2,5% 200w/5mim 100ml/1%
6 30mg CHCLa/5ml 8 ml/2,5% 200w/5mim 100ml/1%
7* 20mg DCM/5mI 8 ml/2,5% 200w/5mim 100ml/1%

* para esta condicdo foi adicionado 10%

PMMA.
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A amostra N° 7 foi conduzida com as mesmas condi¢des da amostra N° 2 e
acrescentado 10% de P4 em funcdo da massa de PMMA. Esta escolha foi feita em
decorréncia dos melhores resultados obtidos em termo de tamanho entre as seis primeiras

condicdes descritas na tabela 1.

4.2.2. Método supercritico antissolvente (SAS)

Particulas de PMMA foram produzidas utilizando equipamento Super Particle
SAS Modelo 200 (THAR) (Figura 13).

Figura 13 - Imagem real do aparato experimental SAS — THAR.

O equipamento consiste em duas bombas de alta pressdo, uma para alimentacao
do antissolvente (CO,) e outra para a solugdo contendo o soluto e pressurizacdo do sistema.
Uma camara de expansdo com sistema de aquecimento interno e externo e duas valvulas
reguladoras de pressao do tipo BPR (Back Pressure Regulator), sendo uma (manual) para o
controle de pressédo de entrada da solucdo organica e outra (eletrdnica) para controle de
pressdo de saida do antissolvente apds passagem pelo sistema de expansdao. Um banho
termostatico localizado antes da bomba do antissolvente para liquefazer o gas e um
trocador de calor localizado ap6s a bomba de antissolvente para expansdo do gas e melhor
eficiéncia de pressdo. O sistema foi monitorado por um medidor de fluxo de massa, e um
computador com software disponibilizado pela THAR para monitoramento e controle de

pressurizagdo, aquecimento, alimentag&o e fluxo do sistema.
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O sistema de entrada e alimentacdo dos componentes no vaso de expansdo €
composto por um conjunto capilar/pick-tubo com didmetro interno reduzido de 150 pm, e
operado em modo continuo cocorrente com uma pequena mudanca no sistema de
alimentacdo do CO, com o proposito de aumentar a turbuléncia no interior da camara de
expansao como pode ser observado no esquema da Figura 9 (Capitulo I1). Este aparato
consiste de um sistema de precipitacdo no qual o antissolvente e a solugdo organica sdo
inseridos no topo da camara de expansdo em que o soluto formado é armazenado em um
copo coletor e os demais compostos sdo descarregados por uma saida localizada no fundo
do vaso. A expansdo ocorreu em uma camara de expansdo com volume interno de 2 L
composta por um sistema de aquecimento elétrico para manter a temperatura interna
controlada durante toda reacdo. O interior da cdmara de expansdo € composto por um vaso
coletor que possui no fundo um filtro de aco sinterizado com a fungdo de permitir apenas a
passagem do solvente e antissolvente e reter o soluto expandido. A mistura de compostos
que saem da cdmara de expanséo sao direcionados para um vaso coletor de volume interno
igual a 500 mL e mantidos a uma pressdo controlada de 10 bar (1,0 MPa) com o uso de
uma valvula manual reguladora de pressdo do tipo BPR. As condi¢cdes de operacdo

utilizadas no sistema de expansao sdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - CondicOes operacionais utilizadas no sistema SAS para produgéo de

nano particulas de PMMA.

Condicaes Pressao Solver!te Concentracéao de Zloulﬁgé%e Fluxo dg Temperatura
(MPa) | Organico | PMMA mg/mL . |CO2g/min K
mL/min

1 8,0 C3HsO 30 1 30 313
2 8,0 C3HgO 30 1 15 313
3 8,0 DCM 30 1 15 313
4 7,0 DCM 10 1 15 313
5 100 DCM 40 1 10 313
6 100 C3HsO 40 1 15 313
7 100 C3HgO 40 1 15 313
8 8,5 C3HsO 30 1 30 318
9 8,5 C3HgO 40 1 30 318
10 8,5 C3HsO 50 1 30 318
11 8,0 C3HgO 40 1 40 313
12 8,0 C3HsO 30 1 40 313
13 8,0 C3HsO 20 1 40 313
14 8,0 C3HgO 40 1 60 313
15 8,0 C3HsO 30 1 60 313
16 8,0 C3HsO 20 1 60 313
17* 8,0 C3HsO 30 1 15 313

* para esta condicdo foi adicionado 10% de P4 em relagcdo a massa total de

PMMA.

Assim como nos experimentos de TES para os resultados obtidos via SAS, a

amostra N° 17 foi conduzida com as mesmas condi¢des da amostra N° 2 e acrescentado

10% de P4 em funcdo da massa de PMMA. Esta escolha foi feita em decorréncia dos

melhores resultados obtidos em termo de tamanho entre as dezesseis primeiras condi¢fes

descritas na tabela 2.

4.3. Caracterizagdo das amostras

4.3.1. Analise de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

O tamanho médio das particulas, a distribuicdo de tamanho e o indice de

polidispersidades foram obtidos por meio de espalhamento de luz dindmico (DLS) em um
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equipamento Delsa Nano S — Beckman Couter. Para analise das amostras uma quantidade
significativa da mesma foi dispersa em &gua deionizada e posteriormente submetida a

analise com uso de uma cubeta de quartzo.

4.3.2. Analises das particulas por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV)

A morfologia das particulas de PMMA foi analisada por Microscopio Eletrdnico
de Varredura da marca Shimadzu (modelo SS-550). As particulas micro e nano foram
metalizadas com ouro em um metalizador (Bal-Tec- SCD050) por um tempo estimado de
60 segundos e uma corrente de 64 mA. O microscépio eletrdnico operou com uma tensédo
de 15.0 kV.

4.3.4. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A caracterizacdo morfoldgica da micro e da nano particulas de PMMA também
foram analisadas por Microscopia Eletronica de Transmissdo (modelo JEOL JEM- 1.400).
As amostras de micro e nano particulas foram diluidas em agua deionizada a 0,01 % (m/v)
de sélidos poliméricos e gotejados sobre grades de cobre de 300 mesh, ap6s a secagem das
amostras pingou-se uma pequena gota de acetato de uranila sobre cada amostra. As grades

foram secas em um desseca dor. O microscopio foi operado a 120 kV.

4.3.5. Andlises Térmicas das particulas (DSC e TGA)

As andlises das particulas por meio de Varredura Diferencial de Calorimetria
(DSC) foram realizadas em um equipamento da marca Shimadzu (modelo, DSC-60).
Pequenas quantidades de amostras foram acondicionadas separadamente em cadinhos de
aluminio e submetidas a uma rampa de aquecimento controlada. A faixa de temperatura
variou entre 0 a 500 °C, com uma taxa de aquecimento de 10° C.min™ e atmosfera com

fluxo 50 ml.min™ de Ny,
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As analises Termogravimétricas (TGA) foram realizadas em equipamento da
marca Perkin Elmer (modelo STA-6000). A massa das amostras analisadas foram de
aproximadamente de 8,500 mg. A faixa de temperatura avaliada variou entre 30 a 800 °C

com uma taxa de aquecimento de 10°C/min™* e fluxo 50 ml/min™ de Nyq).

4.3.6. Espectroscopia em Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-
IR)

Para as analises por espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho
utilizou-se um equipamento da marca Shimadzu (modelo IR AFFINITY-1). Quantidades
iguais a 20 mg de amostras foram misturadas com 180 mg de brometo de potassio (KBr).
Apos confeccionou-se as pastilhas, as quais foram secas em estufa a 80 °C e entdo
analisadas no espectrdmetro. Foram obtidos espectros na faixa de 4000 a 450 cm™ e

resolugdo de 4 cm™ com 32 varreduras.

4.3.7. Determinacéo da Eficiéncia do Encapsulamento (EE%)

A EE% foi realizada em um sistema de diluicdo no qual as particulas ficaram
isoladas em parte da solugdo por uma membrana de dialise (12400 MWCO, 99.99% de
retencdo). As membranas de didlises foram submetidas a hidratacdo em agua destilada por
um periodo de 24 h sob a refrigeracdo. No primeiro momento uma quantidade de 50 mg de
amostra foi acondicionada no interior da membrana de diélise hidratada com 30 mL de
etanol. No segundo momento a membrana, contendo as particulas e o etanol, foi lacrada e
acondicionada em um recipiente contendo 120 mL de etanol, somando assim um total de
150 mL de solugdo. O sistema permaneceu fechado sob a leve agitacdo durante 48 horas
(Figura 14). Apos o tempo de reacdo uma quantidade da solucdo externa a membrana de
dialise foi coletada e submetida a analise no espectro UV-vis marca Shimadzu (modelo
UV-2601) ajustado para leituras com comprimento de onda igual a 237 nm e posterior
quantificacdo de P4 extraidas das particulas de PMMA e agora contidas na solucdo de

etanol. As analises foram conduzidas em triplicatas.
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Sistema Fechado >

Solug¢ao: Etanol

Membrana PMMA+P4+Etanol

Barra magnética
(leve agitagao)

Figura 14 — Esquema do aparato utilizado para realizacao do estudo de EE%.

4.3.8. Determinacio da Curva de liberacio em meio “in vitro”

Os estudos de liberacdo “in vitro” das particulas foram realizados em um sistema
de dissolucdo contendo solucdo hidroalcodlica de acordo com Palmer et al., 2011.
Primeiramente, membranas de dialises foram submetidas a hidratacdo em processo
idéntico realizada na EE%. Foi preparada uma solucdo hidroalcodlica contendo 40 % de
agua. O sistema foi ajustado a uma temperatura de 37 °C com 0 uso do sistema de
aquecimento do agitador da marca lka (Modelo: Ret - B) e ap0s estabilizar a mesma, 100
mg de particulas foram acondicionadas no interior de uma membrana de dialise hidratada
juntamente com um volume de 30 mL de solucdo hidroalcodlica, e posteriormente a
membrana lacrada e acondicionada em no recipiente do sistema de aproximadamente 270
mL de volume contendo 220 mL de solucdo hidroalcodlica. O sistema permaneceu
conectado diretamente a uma bomba de HLPC em série com um espectro UV-vis da marca
Shimadzu (Modelo: SPD - 10 A) para leitura direta em termos de comprimento de onda e
em fluxo continuo da solucdo externa a membrana de didlise. O espectro manteve-se
ajustado ao comprimento de onda de 237 nm. O fluxo da bomba foi ajustado em 2 mL.min’
! mantendo uma circulacdo continua da solugdo entre o sistema e o espectro. Apds a
solugdo passar pelo espectro a mesma retornou para o sistema sem que ocorresse qualquer

perda de volume da solugédo conforte ilustra o esquema mostrado na Figura 15.
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Sistema Fechado

Solugdo: hidro-alcodlica

Membrana

Barra magnética
(leve agitagio)

Figura 15 — Esquema ilustrativo do aparato utilizado para realizacdo dos ensaios

de liberagdo em um sistema “in vitro”.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados os resultados e discussdes pertinentes a micro e
nanoparticulas produzidas com PMMA e carregadas com P4 com o objetivo de avaliar a
eficiéncia de encapsulamento e o comportamento do principio ativo diante de matrizes
poliméricas obtidas em duas diferentes técnicas de producdo. Conforme apresentado no
Capitulo IV neste contexto também abordaremos os resultados e discussdes dos dois

métodos experimentais utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

5.1. Anélise de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

5.1.1. Micro e Nanoparticulas de PMMA produzidas via técnicas de TES

Todas as amostras destacadas na Tabela 1 e Tabela 2 deste trabalho foram
caracterizadas primeiramente por analise de DLS, no entanto € possivel notar que algumas
amostras ndo obtiveram resultados analiticos, ou seja, o tamanho e dispersdo se mostraram

superiores ao limite que o equipamento pode determinar.

Tabela 3 — Resultados de tamanho das particulas de PMMA produzidas por
técnica de TES e caracterizadas por analise de DLS.

Condicgbes Tamanho + Disperséo (nm)

317,8 £0,290

276,0 £ 0,163

291,3 £ 0,059

304,2 + 0,130

268,7 £ 0,090

OB W N

279,6 + 0,129

7* 277,3 +0,089

* para esta condicdo foi adicionado 10% de P4 em relagdo a massa total de
PMMA.
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Figura 16 — Graficos de caracterizacdo de distribuicdo de tamanho médio obtidos

por DLS das amostras de particulas de PMMA produzidas via TES e descritos conforme a
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Tabela 3, sendo: a) Condigéo N° 1, b) Condigdo N° 2, c) Condig¢do N° 3, d) Condicdo N° 4,
e) Condicdo N° 5, f) Condigdo N° 6 e g) Condigdo N° 7.

Todas as amostras de micro e nanoparticulas de PMMA produzidas via técnica de
emulsdo simples obtiveram resultados pertinentes a analise de caracterizacdo de tamanho
por técnica de DLS conforme pode-se observar na Tabela 3 deste capitulo. Os resultados
que mais se destacaram foram das condicfes de N° 2 e N° 5, no qual obtiveram particulas
de PMMA de tamanhos médios de 276,0 = 0,163 e 268,7 £ 0,090 nm. Nota-se que a
condicdo N° 7 foi conduzida com as mesmas condicdes do experimento N° 2 e
acrescentado 10% de P4 em sua composicdo para avaliacdo da matriz em termos de
eficiéncia de encapsulamento (EE%) e cinética de liberacdo “in vitro”, detalhes que seréo
abordados na sequéncia do texto. Observa-se que apesar da condi¢do N° 2 ser escolhida
para uso como modelo a condi¢cdo de N° 5 apresentou particulas de tamanho médio menor.
Tal escolha justifica-se na escolha do solvente organico, considerando que o experimento
de condicdo N° 2 foi conduzido com uso de DCM e este, apresenta-se menos toxico e mais
volatil que o CHCI3, o que favorece no processo de separacao e remogao do mesmo.

5.1.2. Micro e Nanoparticulas de PMMA produzidas via técnicas SAS

O processo de producdo de particulas também foi conduzido utilizando a técnica
SAS em decorréncia de algumas vantagens que esta oferece sobre a técnica convencional
de TES. Como foi apresentada no Capitulo Il, a técnica SAS permite a producdo de
particulas de forma rapida, limpa e eficiente. Contudo, para se chegar a um resultado
préximo a TES é necessario o conhecimento, manipulacdo e interacdo entre o sistema que
se forma durante o processo de reacdo. Por se tratar de condi¢bes SC, as condicOes
experimentais devem ser acima das condi¢gfes SC do antissolvente, no caso CO,, e do
solvente organico que deve interagir diretamente formando o sistema binario CO, + DCM.
Diversas condicOes foram exploradas para este sistema (Tabela 2), e considerando que o
mesmo compde um sistema ternério formado por CO, + DCM + PMMA, tais condic¢des
devem estar acima de qualquer ponto de transicdo entre o solvente organico e antis-
solvente. Consideraram as condic¢des acima da transi¢éo liquido vapor entre CO, e DCM.

De acordo com Giufrida et al., 2014, as regibes em que ocorre somente uma fase para o
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sistema binario CO, + DCM com fragBes variadas entre 0os componentes, encontra-se as
temperaturas acima de 313 K e 8 MPa.

Tabela 4 - Resultados de tamanho das amostras de particulas de PMMA

produzidas por técnica de SAS e caracterizadas por anélise de DLS ou contagem manual

via Software.
Condicdes Tamanho + Disperséo (nm)

1 811+ 0,192
2 399,1 +£ 0,256
3 1.931 + 0,584
4 _

5 578,6 £ 0,339
6 43755 + 1,215
7 -

8 -

9 -

10 -

11 -

12 -

13 -

14 -

15 -

16 -

17* 503,8 + 0,362

* para esta condigdo foi adicionado 10% de P4 em relagdo a massa total de
PMMA.

Dente as condigdes experimentais exploradas para a produgcdo micro e
nanoparticulas de PMMA via técnica de SAS, somente algumas obtiveram resultados
consideraveis. E possivel observar na Tabela 4 que somente as condigdes experimentais N°

1,N°2, N°3, N°5, N°6 e N° 17 mostram resultados em termos de tamanho.

O tamanho médio das amostras de particulas de PMMA produzidas nesta etapa foi
caracterizado por técnica eletronica de DLS e técnica de contagem manual com uso de
software (ImageJ — 1.44p, Wayne Rasband National Institutes of Health, USA). As
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contagens realizadas por software decorreu ap6s o ndo sucesso de caracterizagdo de

algumas amostras em DLS. Todos os resultados em termos de tamanho médio de particulas

caracterizadas nas técnicas abordadas acima sdo ilustrados na Figura 17.
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Figura 17 — Graéficos de caracterizacao de distribuicdo de tamanho médio obtidos

por contagem manual para amostras de particulas de PMMA: a) Condicdo N° 1 e ¢)

Condicdo N° 3, e via DLS para as amostras: b) Condi¢do N° 2, d) Condicdo N° 5, e)

Condicdo N° 6 e f) Condicdo N° 17, todas produzidas via SAS e descritos conforme a

Tabela 3.
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5.2. Andlises das particulas por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) e por Microscopia Eletrénica de Transmisséao (MET).

5.2.1. Micro e Nanoparticulas de PMMA produzidas via técnicas de TES

Keev, Piobe  Mag WD Det No ™ 10 AceV | Piobe  Mag WD Det

15.0kve 4.0 « 12000 4 18 SE 1 f 150KV 40 x12000 172 SE 1

Figura 18 — Imagens obtidas via MEV com mag. x12000 das particulas de

PMMA produzidas por TES da amostra de condigdo N° 2.

A caracterizagdo via MEV das particulas de PMMA produzidas por TES foram
realizadas somente para as condi¢Ges de N° 2 e N° 7 o qual se diferem somente na presenca

ou auséncia de P4 e foram selecionadas conforme discutido no paragrafo anterior.

A Figura 17 mostra as caracteristicas morfolégicas das particulas de PMMA
isentas de P4 com. O tamanho médio de 276,0 £ 0,163 e a distribuicdo de tamanho obtido
para a mesma amostra por DLS pode ser justificado diante das imagens de MEV

considerando a homogeneidade das particulas em termos de morfologia e tamanho.

O processo de producdo das matrizes polimeéricas de PMMA carregadas de P4,
condicdo N° 7, por apresentar condi¢des experimentais idénticas a N° 2 conforme Tabela 3,
mostrou-se bastante reprodutivo e valores muito aproximados em termos de tamanho
médio. Nota-se na Figura 18 que as matrizes de PMMA + P4 apresentam uma melhor
distribuicdo de tamanho entre as particulas. Para melhor visualizacdo das caracteristicas
morfoldgicas das particulas, foram realizadas algumas analises de MET e particulas de

PMMA + P4 conduzidas por TES visualizas na Figura 19. Apesar de ndo ocorrido
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caracterizagdo detalhada de tamanho das particulas por MET, a disposi¢do morfoldgica das
mesmas apresentam boa relevancia quando comparadas com a Figura 18 que equivale ao
mesmo material. Poucas diferencas em termos de dispersédo, tamanho e proximidade entre
as particulas podem ser notadas, no entanto é preciso considerar que Sd0 processos de
andlises diferentes que utilizam métodos distintos de preparacdo da amostra, e que tais

fatores também podem influenciar no resultado final.

Figura 19 — Imagens obtidas via MEV com mag. x12000 e x27000 das particulas
de PMMA produzidas por TES da amostra de condicdo N° 7.
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‘ED‘U N’

Figura 20 — Imagens obtidas via MET das particulas de PMMA produzidas por

TES da amostra de condigdo N° 7.

5.2.2. Micro e Nanoparticulas de PMMA produzidas via técnicas SAS

Diante das imagens obtidas por MEV e MET para esta etapa é possivel observar a
presenca de tracos de aglomeracdo em grande parte das imagens. A caracterizacdo via
microscopia foi realizada para as condi¢des experimentais o qual apresentam resultados de
tamanho de particula por DLS ou contagem manual. Os tamanhos médios de todas as
amostras descritos na Tabela 4 mostram-se superiores aos valores de tamanhos médios

apresentados na Tabela 3 providos do processo de producéo via TES.
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Figura 21 - Imagens obtidas via MEV com mag. x5000 das particulas de PMMA
produzidas por SAS da amostra de Condigdo N° 1

A Figura 21 destaca a morfologia das particulas de PMMA obtidas na condi¢do
N° 1 da Tabela 4 de condicBes experimentais e correlaciona com a Figura 17 (a) que
mostra um tamanho médio para estas particulas de 811 + 0,192 nm. Observando a Figura
21 é possivel notar claramente que as particulas encontram-se aglomeradas entre si de

modo a comprometer o aspecto morfolégico das mesmas.

Figura 22 - Imagens obtidas via MEV com mag. x5000, x2500 e x1000 das
particulas de PMMA produzidas por SAS da amostra de Condicdo N° 2 Imagens MEV
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Em termos de tamanho médio, a condigdo N° 2 apresenta certa melhoria e
tamanho médio das particulas de 399,1 £ 0,256 nm, tamanho este que se aproxima mais
dos resultados obtidos para TES, no entanto, as particulas também apresentam alto indice

de aglomeracéo.

Figura 23 - Imagens obtidas via MEV com mag. x2500 e x5000 das particulas de
PMMA produzidas por SAS da amostra de Condigdo N° 3

Para a condicdo experimental de N° 3, os resultados em termos de tamanho médio
ndo foram muito bons conforme é mostrado na Figura 17(c) em que o tamanho médio das
particulas é 1,931 + 0,584 nm. Houve uma melhoria no aspecto morfolégico das particulas
que nas imagens da Figura 23 apresentam-se com menores tracos de aglomeragdo e é
possivel notar a presenca de particulas de caracteristica esférica. Esta melhoria em termos
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morfolégicos pode estar relacionada a mudanga de solvente organico, que para esta

condig&o foi usado DCM.

10 ym
CETEM

Figura 24 - Imagens obtidas via MEV com mag. x5000 das particulas de PMMA
produzidas por SAS da amostra de Condi¢do N° 5

Figura 25 - Imagens obtidas via MEV com mag. x10000 e x5000 das particulas
de PMMA produzidas por SAS da amostra de Condicdo N° 6.

Nas condi¢des experimentais de N° 5 e N° 6, também apresentam tracos de
aglomeracdo e uma diferenca muito grande entre estas condi¢des em termos de tamanho
médio das particulas. Nas duas condi¢Bes ocorreu um aumento da pressdo, 10,0 MPa,

variou-se o solvente organico, para condicdo experimental de N° 5 utilizou-se DCM, e para
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condigé@o N° 6 utilizou-se Acetona (C3HgO). Os tamanhos obtidos foram 578,6 + 0,339 nm
para condicdo N° 5 e 4375.5 + 1.215 para condicdo N° 6. Em comparacdo com 0s
resultados das primeiras condicdes e o tipo de solvente organico, a condi¢do N° 6 deveria

ter apresentado um tamanho médio menor para as particulas de PMMA.

ok .
» G
i o
200 nm ' 200 nm
-
=
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Figura 26 - Imagens obtidas via MET das particulas de PMMA produzidas por
SAS da amostra de Condigdo N° 17.

Para produzir particulas carregadas com P4 utilizando a técnica SAS optou-se por
escolher a condigdo experimental N° 6 considerando que esta obteve menor tamanho
médio das particulas. Contudo, o experimento de N° 17 que replica a condic¢do escolhida

para inclusdo de P4 resultou em um tamanho médio das particulas PMMA+P4 de 503,8 +
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0,362, ou seja, maior que o tamanho médio das particulas obtidas em condi¢cdo semelhante
somente com PMMA. Este fato pode estar direcionado com o comportamento da droga
durante a expansao em condicOes supercriticas ou outros aspectos que ndo foi identificado.
A caracterizacdo morfoldgica para a condicdo experimental N° 17 foi realizada via MET e
pode ser visualizada na Figura 26, e sua respectiva curva de distribuigdo de tamanho na
Figura 17 (f).

Conforme discutido neste topico, foi possivel notar que diferente das particulas de
PMMA obtidas via TES, as particulas obtidas via SAS apresentaram tracos de
aglomeragéo e unido/fusdo entre as mesmas. Este problema vem sendo abordado em outros
trabalhos do grupo, como Franceschi 2009, Pimentel 2010, e Giufrida 2013, tal processo
pode estar ligado diferentes aspectos como, tipo de solvente organico, a alteracdo nas
propriedades térmicas do polimero ou no rapido processo de extracdo do solvente organico
seguido de secagem das particulas em condi¢des SC, etc. Com o objetivo de esclarecer
parte deste problema, analises térmicas e de potencial zeta sdo apresentadas nos topicos

posteriores.

5.3. Andlises térmicas das particulas (DSC e TGA)

Anélises de DSC foram realizadas com objetivo de avaliar se as propriedades
térmicas do PMMA foram alteradas nos processos de producdo das particulas. Na Figura
27 tém-se as analises de DSC do PMMA e das particulas produzidas via SAS e TES.
Verificou-se mudanca na temperatura de transicdo vitrea (Tg) do PMMA, indicando que o
método de producdo das particulas alterou 0 comportamento térmico do polimero. Fatores
como, peso molecular, grau de cristalinidade, grau de reticulacdo quimica do polimero,
presenca de plastificantes, velocidade de secagem das particulas alteram a Tg de
polimeros. O PMMA utilizado ao processo via SAS teve um tipo “secagem” diferente dos
PMMA utilizado no processo via TES. Além disso, a utilizacdo do PVA no processo TES
pode ter favorecido a formacdo de particulas de PMMA com regifes cristalinas menos
resistentes termicamente. Acredita-se que o PVA possa estar atuando como um

plastificante e reduzindo a Tg das particulas de PMMA.
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Figura 27 — Curvas de DSC obtidas a partir do PMMA, PMMA-SAS e PMMA-
TES.

Com a finalidade de complementar as analises por DSC, foram realizadas TGA do
PMMA e das particulas de PMMA-SAS e PMMA-TES (Figura 28). Pelos termogramas
evidenciamos que as particulas PMMA-TES possuem maior resisténcia térmica que as
particulas PMMA-SAS.

100 |
- PMMA-TES
90 F
. 80F
g : PMMA-SAS
o OF
@ C
@ 60
E I
3 50
o C
‘840_—
© C
@ 30F
>
20 F
10 F
0k
RTINS BPETErE AEPEE AT EVETErE SrEArSl SETEr EVErETS SrArErSl AErErS ENRrare A

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Temperatura (°C)

Figura 28 — Dados das analises termogravimétricas do PMMA e das particulas de
PMMA-SAS e PMMA-TES.

Na Figura 29, o0 PMMA e as particulas de PMMA-SAS possuem as maiores
velocidades de perda de massa em 296 °C e 397 °C. Também foi possivel verificar pelas

curvas de dTG que as particulas obtidas via TES foram mais resistente a degradagédo uma
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vez que a taxa mais elevada de degradacio ocorreu em 419 °C. E interessante enfatizar
ainda que, embora as particulas obtidas via TES apresente uma Tg de 108,42 °C, inferior

as particulas obtidas via SAS, sua resisténcia a degradacao térmica foi superior.
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Figura 29 - Curvas de dTG para amostras de PMMA, particulas de PMMA-SAS
e PMMA-TES

5.4. Andlises das particulas por espectroscopia no infravermelho (FT-IR)

Anélises por FT-IR, foram realizadas com intuito de avaliar se a integridade
quimica do PMMA foi preservada quando submetido aos processos de producdo (SAS e
TES) das particulas. Além da avaliacdo do PMMA nas particulas, as analises por FT-IR
possibilitou investigar se as moléculas de P4 foram incorporadas (escapulas e/ou

impregnadas) as particulas produzidas por SAS e TES.

Na Figura 30 tém-se os espectros de FT-IR da P4, PMMA e das particulas de
PMMA-SAS e PMMA-SAS-P4. Pela semelhanca dos espectros do PMMA e PMMA-SAS
(sem P4), pode-se deduzir que o processo de producdo das particulas via SAS ndo
provocou alteracBes na constituicdo quimicas do PMMA. Além disso, verificou-se no
espectro da PMMA-SAS-P4 discretos sinais em 1674, 1619, 686, 595 cm™ que foram
atribuidos a molécula de P4. Estes sinais caracterizam a presenca da P4 nas particulas e
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confirma o carregamento ou encapsulamento da “molécula modelo” pelo polimero PMMA

pelo SAS.

PMMA

PMMA-SAS
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PMMA-SAS-P4

1619

1674

T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 30 — Espectros de FT-IR da P4, do PMMA e das particulas de PMMA-
SAS e PMMA-SAS-P4.
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Figura 31- Espectros de FT-IR da P4, do PMMA e das particulas de PMMA-TES
e PMMA-TES-P4.
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Analises equivalentes também foram realizadas para as particulas produzidas via
TES (Figura 31). Os resultados encontrados foram semelhantes tanto no que diz respeito a
alteracdo quimica do PMMA como o critério de encapsulamento da P4 pelo polimero. No
entanto, uma banda alargada foi observada no espectro de PMMA-TES-P4 na regido de
3500 a 3200 cm™ (Figura 32).

Banda alargada nesta regido do espectro geralmente esta relacionada as
frequéncias vibracionais de ligacdes O-H de alcoois. Como as estruturas quimicas do
PMMA e da P4 ndo possuem grupos O-H (Figura 33) infere-se que o sinal seja proveniente
do PVA utilizando como emulsificante no processo TES. A presengca do PVA nas

particulas de PMMA-TES-P4 também foram evidenciadas nas analises de DSC.
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Figura 32 - Espectros de FT-IR do PVA, PMMA e das particulas de PMMA.-

TES. Banda alargada na regido de 3500 a 3200 cm™ foram atribuida s vibracées de grupo

O-H de élcoois.

HO |
PMMA PVA

Figura 33 - Esquemas das estruturas quimicas do P4, PMMA e PVA.
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5.5. Andlise de Potencial Zeta

Quase todos os materiais macroscopicos ou particulados em contato com um
liquido adquirem uma carga elétrica em sua superficie. Essa carga pode aparecer de vérias
maneiras - a dissociagdo de grupos ionogénicos na superficie da particula e a adsorcéao
diferencial de ions da solucdo na superficie da particula. A carga liquida na superficie da
particula afeta a distribuicdo de ions na sua vizinhanca, aumentando a concentracao de
contraions junto a superficie. Assim, forma-se uma dupla camada elétrica na interface da
particula com o liquido (MARTINS et al., 2007).

O PMMA e a maioria dos polimeros normalmente sdo neutros, no entanto em
algum estagio do processo de expansdo e secagem via SAS as particulas poliméricas de
PMMA estdo adquirindo cargas elétricas que dificultam o processo de dispersdo das
mesmas de modo a impossibilitar a realizacdo de analise de DLS. Para tanto, foi realizada
uma andlise de potencial zeta que identifica um indice de cargas elétricas igual a — 40 mV
nas particulas de PMMA (Figura 34).
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Figura 34 — Determinacdo do potencial zeta de particulas de PMMA produzidas
via SAS.
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5.6. Avaliacdo da Eficiéncia do Encapsulamento (EE%0)

As medidas de EE% para as micro e nanoparticulas e PMMA+P4 obtidas no
método SAS (PMMA-SAS-P4) e TES (PMMA-TES-P4) foram calculadas e quantificadas
com base nos valores de comprimento de onda obtidos em espectro UV-vis e
sequencialmente convertidos em concentracdo de mg/mL utilizando a equacdo da reta

originaria da curva de calibracdo do P4 em de etanol (Figura 35).

® Concentragdes
Ajuste linear

Abs (237 nm)

Equation y=a+b*
Adj. R-Squar  0.98469
Value Standard Erro
Abs Intercept  0.04716 0.07038
Abs Slope 49.2435 2.50384

T T T T '
0.00 0.02 0.04 0.06

Concentragao (mg/mL)

Figura 35 - Curva de calibracdo de P4 em solugéo Etanol.

Os valores trés valores da triplicata foram calculados pela equacdo (1) onde C. é
a concentracdo experimental obtida apds extracdo da massa de P4 carregada nas
nanoparticulas de PMMA e C; é a concentragdo teorica estabelecida durante a preparacao
do sistema matricial carregado de farmaco. Posteriormente foi feito o célculo simples da

média dos respectivos valores de EE% que s&o descritos na Tabela 5.

C,
EE% = ? X 100%
‘ @)
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Tabela 5 — Resultados obtidos nos ensaios de EE%...

Amostras Massa EE%
PMMA-TES-P4 85,01 %
PMMA-SAS-P4 30,26 %

O baixo rendimento caracterizado no ensaio de EE% decorre da moderada
solubilidade do P4 e de seus derivados em CO,SC como pode ser observado no trabalho de
Asghari-Khiavi et al., 2013. Durante o processo de precipitacio do PMMA+P4 em
condicdes supercriticas em funcdo do carregamento do solvente organico, no caso acetona,
ocorre também uma leve solubilizacdo do P4 que é carregado juntamente com a mistura
CO,SC+Acetona.

5.7. Estudos “in vitro” da libera¢do da P4 a partir das particulas de PMMA

A determinacdo da curva de liberagdo do P4 contido nas matrizes de PMMA para
as amostras PMMA-TES-P4 e PMMA-SAS-P4 foram conduzidas em meio hidroalcodlico.
Os valores estdo em funcdo da absorbancia para o comprimento de onda igual a 237 nm.
Para determinacgédo da quantidade de P4 liberada em funcdo do tempo durante os ensaios de
liberacdo, foi construida uma curva de calibracdo de P4 em solucéo hidroalcoodlica (Figura
36).
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Figura 36 - Curva de calibracdo de P4 em solugédo Etanol.

Os resultados pertencentes ao ensaio de liberagdo “in vitro” para as
nanoparticulas de PMMA-TES-P4 e PMMA-SAS-P4 foram analisados em termos de
acumulo de concentracdo de P4 em mg/mL de solucgdo. Foi possivel observar que ocorre
processo de difusdo em funcdo da ndo solubilidade do PMMA em solucdo hidroalcodlica.

O perfil de liberacdo para as duas amostras produzidas em diferentes técnicas
(TES e SAS) apresentaram uma tendéncia de cinética de liberacdo parecida, porém, taxas
de liberacdo de P4 um pouco diferenciadas em termos de concentracdo/tempo.
Interpretando a Figura 37 que corresponde a cinética de liberacdo da amostra PMMA-TES-
P4 nota-se que o tempo de meia vida para a liberacdo do ativo ocorreu em
aproximadamente 200 min (03h e 20min), ou seja, neste tempo aproximadamente 0,019
mg/mL de P4 foi transferido da matriz para o meio externo hidroalcoodlico, e que no tempo
de 2760 min (46 horas), 0,035 mg/mL do ativo foi liberado. Considerando que nos ensaios
de EE% das particulas PMMA-TES-P4 foram extraidos em torno de 0,030 mg/mL de P4
das matrizes, entende-se que 100% de P4 foi liberado ao final da cinética de liberagéo.
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Figura 37 — Cinética de liberacdo in vitro das particulas PMMA-TES-P4 e meio

hidroalcoolico

O perfil de liberacdo de P4 carregado em particulas PMMA-SAS-P4, conforme
descrito anteriormente, apresenta um comportamento um pouco diferente em relacdo a
concentracdo de P4 acumulada (mg/mL) durante o tempo decorrido de ensaio. A
quantidade de droga acumulada para neste caso foi menor o que condiz com os valores de
EE% aqui mostrados. Nesta cinética (Figura 38) o tempo de meia vida para a liberacédo da
droga ocorreu em 540 min (9 horas), ou seja, neste tempo aproximadamente 0,005 mg/mL
de P4 havia sido transferido da matriz para 0 meio externo hidroalcoolico, e que no tempo
de 4200 min (70 horas), 0,01 mg/mL de ativo ja havia sido liberado. De acordo com a
quantificacdo obtida no ensaio de EE%, 0,01 mg/mL corresponde aproximadamente aos
30,26% de EE%, ou seja, 100% da droga contida nas matrizes de PMMA-SAS foram
liberadas durante o teste de liberacéo.
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Figura 38 — Cinética de liberacdo in vitro das particulas PMMA-SAS-P4 e meio
hidro-alcodlico.

69



Capitulo VI

6. CONCLUSOES

A nanotecnologia vem contribuindo de forma significativa na producdo de
sistemas de liberagdo modificada de diversas substancias ativas. Sistemas poliméricos em
escalas de micro e nanométricas desempenham papeis fundamentais no direcionamento de
melhores respostas na liberacdo de substancias ativas. O objetivo deste trabalho foi
produzir micro e nanoparticulas de PMMA com intuito de se produzir um sistema de

liberagdo modificado de moléculas lipofilicas.

Ambas as técnicas de producdo de particulas (SAS e TES) proporcionaram a
obtencdo de matrizes poliméricas em escalas micro e nanométricas. Contudo a técnica de
TES mostrou-se mais adequada a obtencdo de particulas de tamanhos médios menores,
sendo estas na ordem de 268,7 £ 0.090 nm, enquanto no método SAS o menor tamanho
médio de particulas obtido foi de 399,1 + 0,256 nm. No entanto 0 método SAS oferece
diversas qualidades promissoras a um sistema eficiente de producgdo de particulas, como
rapido processo de expansdo e secagem em Unica etapa.

O polimero PMMA apresenta excelentes propriedades quimicas e térmicas que
diante das analises termogravimétrica (DSC e TGA), foi possivel comprovar que 0 mesmo
nédo sofreu nenhuma alteragdo perante as condigdes experimentais determinadas durante o

processo de producao.

Para os estudos de avaliacdo das micro e nanoparticulas de PMMA carregadas de
P4 e que foram conduzidas em funcdo das condi¢Oes experimentais selecionadas nos
métodos TES e SAS, os ensaios de EE% mostraram uma grande diferenca de eficiéncia
entre os dois métodos, pois 0 método TES resultou em uma EE% de 85,01 % enquanto no
método SAS obteve-se 30,26 % de EE%. Isso pode ser justificado pela baixa solubilidade
do P4 em CO,SC. Mesmo o processo de precipitacdo do polimero ocorrendo em uma
regido de transicdo de fases abaixo da regido de solubilidade do P4 em CO,SC, certa

guantidade da droga é transferida para a mistura residual CO,SC+solvente.

No entanto os estudos de cinética de liberacdo “in vitro” mostraram que a micro e
as nanoparticulas de PMMA+P4 produzidas pelas duas técnicas distintas proporcionaram
um sistema de liberacdo modificada com uma cinética de liberacdo favoravel aplicacdo em

moléculas de caracteristica lipofilicas. Apesar das particulas carregadas com P4 via SAS
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Capitulo VI

terem apresentado menor potencial de EE%, a cinética de liberacdo das mesmas mostrou
um perfil de sustentacdo mais equilibrada perante o acimulo percentual de P4 em funcgdo
do tempo. Em ambas as curvas de cinética de liberacdo o término da taxa de acumulo de
P4 iniciou a partir de 3000 min (50 h.).

Pode-se considerar também que o processo de liberacdo do P4 a partir da matriz
polimérica de PMMA ocorreu em fungdo do processo de difusdo, considerando que néo
houve solubilizacdo das mesmas, e que a concentracdo do ativo na solucdo aumentou

gradativamente em func&o do tempo.

Conforme os resultados obtidos nesse estudo as matrizes poliméricas de PMMA
produzidas demonstram um excelente potencial de liberagdo modificada, o qual pode ter

aplicabilidade em diversos setores como agricola, alimenticio e farmacéutico.
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Capitulo VII

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados obtidos na realizacdo deste trabalho, assim como o
conhecimento adquirido no desenvolvimento do estudo, podem-se sugerir oS seguintes

trabalhos a serem desenvolvidos:

e Conduzir novos experimentos com método SAS com diferentes condicbes
ndo exploradas neste trabalho para a obtencdo de micro e nanoparticulas
de PMMA de modo que estas apresentem melhores resultados de tamanho
médio, distribuicdo de tamanho e morfologia.

e Buscar novos métodos para dispersao das particulas de PMMA produzidas
via SAS em solucdo aquosa para que estas sejam facilmente analisas em
técnica de DLS para determinagdo de tamanho e distribuicdo de tamanho,
considerando que este foi dos obstaculos deste trabalho.

e Aplicar modelo matematico ajustavel a cinética de liberacdo in vitro para
as micro e nanoparticulas de PMMA carregadas de P4.

e Realizar estudos de avaliacdo in vitro da biocompatibilidade dos materiais
PMMA e P4 via teste de citotoxicidade.

e Testar a matriz de PMMA com ativos utilizados na area agricola com

carateristicas lipofilicas idénticas a molécula da progesterona.
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