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MICROCAPSULAS DE ALGINATO-QUITOSANA CONTENDO
NANOPARTICULAS MAGNETICAS PARA LIBERACAO CONTROLADA DE
PROGESTERONA.

Melina Vasconcelos Leite
03 de Setembro de 2014.

Orientador: Rubén J. Sanchez Rodriguez
Palavras chave: Liberacdo controlada de progesterona, quitosana, alginato,
magnetita

A utilizacdo de polimeros biodegradaveis, tais como a quitosana e o alginato
de sédio para a liberacdo controlada de farmacos esta sendo bastante investigada.
Uma das maneiras de se controlar a liberagdo de um farmaco é através de um
campo magnético externo e a inser¢cao de nanoparticulas magnéticas formadas por
oxidos de ferro € uma opcéo bastante promissora. No campo da veterinaria, estes
sistemas possuem uma grande aplicabilidade na hormonioterapia. A progesterona é
um farmaco que tem ampla aplicabilidade na sincronizacdo do estro de equinos e
ainda sao necessarios estudos no intuito de melhorar os sistemas ja existentes para
sua liberacéo in vivo. Assim, este trabalho tem como objetivo produzir e caracterizar
microcapsulas de alginato-quitosana contendo nanoparticulas magnéticas para uso
como um sistema de liberagdo controlada de progesterona. A magnetita (FesOa4) foi
sintetizada pelo método hidrotérmico. A andlise de DRX revelou os picos
caracteristicos da magnetita, cuja presenca foi confirmada pela Espectroscopia de
Mossbauer. A analise de VSM mostrou um comportamento reversivel, sem
histerese, o que ¢é caracteristico de um material superparamagnético. As
microcapsulas alginato-quitosana/magnetita-progesterona foram produzidas pelo
método emulsificagcdo/ gelificagdo interna. As imagens de MEV mostraram que as
particulas adquiridas apresentaram forma esférica regular e com estrutura compacta.
As imagens de MET demonstraram uma organizagao interna bastante complexa. Foi
realizado também um estudo referente a Carga Efetiva (%) de progesterona e
avaliou-se o perfil de liberacdo da progesterona mediante a presenca e auséncia do
campo magnético pulsante. Percebeu-se que primeiramente houve um “burst” em
ambos 0s casos, porém ap0s 6h de experimento liberou-se mais progesterona na

presenca do campo magnético externo.
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MICROCAPSULES OF ALGINATE-CHITOSAN CONTAINING MAGNETIC
NANOPARTICLES FOR CONTROLLED RELEASE OF PROGESTERONE.

Melina Vasconcelos Leite
September 034, 2014

Advisor: Rubén J. Sanchez Rodriguez
Keywords: Controlled release of progesterone, chitosan, alginate, magnetite

The use of biodegradable polymers such as chitosan and sodium alginate for the
controlled release of drugs has been well investigated. One way of controlling the
release of a drug is by an external magnetic field and the insert of magnetic
nanoparticles of iron oxides is a very promising option. In the veterinary field, these
systems have a wide applicability in hormonotherapy. Progesterone is a drug that
has broad applicability for estrus synchronization of equine and studies are still
needed in order to improve the systems that already exist. This work aims to produce
and characterize alginate-chitosan microcapsules containing magnetic nanoparticles
for use as controlled release system of progesterone. Was synthesized magnetite
(FesOs4) by hydrothermal method and alginate-chitosan/magnetite-progesterone
microcapsules were produced by emulsification/internal gelation method. The
magnetite was characterized by XRD, Méssabuer Spectroscopy, VSM and SEM
methods. The microcapsules were characterized by FTIR, DSC, TGA, EPR, size
distribution and SEM. A study on the Effective Charge (%) was done and was
evaluated the interference exerted by the magnetic field on the release of
progesterone by comparing the curves of release in the presence and absence of a
pulsating magnetic field. The results were satisfactory and make it clear that the

microcapsules studied shows great potential as delivery system for progesterone
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

Em decorréncia da possibilidade de incrementar as formas farmacéuticas ja
existentes, muitos estudos estdo sendo realizados no campo da vetorizagcdo e
liberacdo controlada de farmacos. Neste contexto, a nanotecnologia € uma ciéncia
gue esta sendo intensamente investigada para uso no tratamento e diagndstico de
uma grande variedade de doengas.

A utilizacdo de biopolimeros para uso biomédico, sobretudo no controle da
liberacdo de farmacos € uma alternativa bastante promissora. A quitosana é um
copolimero linear catidnico, obtida a partir da quitina,0 qual possui alta
biocompatibilidade (Agnihotri et al., 2004). O alginato de sodio é um polissacarideo
extraido de algas marinhas pardas e algumas bactérias, sendo um polimero anidénico
solivel em agua. Ele vem sendo utilizado a muitos anos na industria alimenticia,
mas apresenta também caracteristicas que possibilitam a sua utilizagdo como matriz
para a liberacdo de farmacos (Reis, et al., 2006).0 complexo alginato-quitosana €&
formado através da interacéo eletrostatica entre os grupos amino da quitosana e os
grupos carboxilicos do alginato de sodio (Li, S. et al., 2002).

Para aprimorar os sistemas que utilizam os biopolimeros, a insercdo de
nanoparticulas magnéticas em sistemas de liberacédo controlada ocupa uma posi¢ao
de destaque, pois possibilita o controle da liberacdo do farmaco bem como este
pode ser direciona a um o6rgdo alvo (Phillipova et al., 2011). Quando se insere
nanoparticulas magnéticas ao complexo alginato-quitosana/agente ativo, o sistema
adquire caracteristicas inovadoras e aumentam as chances de um controle efetivo
do sistema de liberacdo controlada.

Um dos grandes desafios no campo da veterinaria € desenvolver formas de
administracdo de farmacos sem causar estresse ao animal e garantir a eficacia do
procedimento. No caso de éguas, procuram-se solu¢cdes mais adequadas para a
administracdo de farmacos relacionados ao controle da reproducéo (Faria e Gradela,
2010). A progesterona é um horménio esterdide que dentre outras funcdes é
responsavel por regular o ciclo estral das éguas e viabilizar um controle maior sobre
a sua reproducao (Jameela et al.,1998).

A grande dificuldade, no entanto, € o desenvolvimento de metodologias

viaveis financeiramente e de facil reprodutibilidade. Assim, julgam-se extremamente
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necessarios os esforcos para o incremento das técnicas ja existentes e descoberta
de novas metodologias mais eficazes para promover a liberacdo de progesterona

em equinos.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo produzir e caracterizar microcdpsulas de
alginato-quitosana com um nucleo magnético (FesOa4) para a liberagédo controlada e
vetorizada de progesterona. A intencdo € produzir um sistema para a liberacdo de

progesterona para Seu uso na sincronizacao do estro em equinos.

1.1.2 Objetivos especificos

Este trabalho possui como objetivos especificos:

e Desenvolver uma metodologia para a producdo de nanoparticulas magnéticas a
base de oxido de ferro (FesOa);

e Caracterizar morfologicamente as nanoparticulas magnéticas principalmente
quanto ao tamanho e propriedades magnéticas;

e Desenvolver uma metodologia para formulacdo de microcapsulas de alginato-
quitosana e insercao as nanoparticulas magnéticas;

e Caracterizar as microcapsulas com nucleo magnético, especialmente quanto ao
tamanho, forma e interacdo entre seus componentes;

e Fazer um estudo preliminar da liberacdo da progesterona na presenca e na
auséncia de um campo magnético pulsante a fim de se avaliar a sua influéncia

na taxa de liberagéo.
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1.2 Justificativa

O uso das nanoparticulas magnéticas vem se destacando nas areas da
biomedicina, biotecnologia, engenharia e meio ambiente. Ao se avaliar a evolugao
das novas técnicas de liberacdo controlada e vetorizada de farmacos, observa-se o
advento da nanotecnologia. Neste contexto, a utilizacdo de nanoparticulas
magneéticas inseridas em complexos poliméricos pode ser uma chance de
revolucionar o tratamento de inUmeras patologias.

A linha de pesquisa do nosso grupo de trabalho, direcionada ao
desenvolvimento de matrizes contendo cargas magnéticas, visa contribuir para o
desenvolvimento de novas metodologias para a formulacdo de microparticulas
poliméricas com nucleo magnético e aperfeicoar os procedimentos ja existentes.

Estudos recentes demonstram a eficiéncia do controle da liberagdo de
farmacos utilizando microparticulas poliméricas com ndcleo magnético. Sao diversas
as classes de agentes ativos que podem ser inseridas nas microparticulas
poliméricas e devido a possibilidade de controlar seu tamanho, € possivel realizar
sua administracéo por diversas vias (Silva, C. et al., 2003).Assim, o desenvolvimento
de metodologias mais eficientes e apuradas para a sua formulacdo sé&o
extremamente necessarias (Faraji, M. et al., 2010).

O controle da liberacdo de farmacos com o auxilio de nanoparticulas
magnéticas com revestimento polimérico também é visada no campo da medicina
veterinaria. E extremamente necessario o desenvolvimento de um sistema de
liberacdo controlada de farmacos eficaz a fim de se reduzir a repeticdo da
administracdo do medicamento e garantir uma concentracdo adequada e conhecida
na corrente sanguinea do animal. Além disso, um sistema ideal de liberacdo
controlada ird contribuir para tratamentos mais viaveis financeiramente, além de
garantir um tempo menor despendido para o tratamento e reduzir a exposicéo
humana a certos compostos veterinarios que ndo sao seguros de se lidar (Rothen-
Weinhold et al., 2000). Sdo diversos os produtos veterinarios capazes de serem
vinculados as microparticulas, porém destacam-se aqui aqueles que sao utilizados
no controle da fertilidade em equinos, como por exemplo, 0 hormonio progesterona
(Faria e Gradela, 2010).

O desafio nesta area é produzir um dispositivo que transporte de forma
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direcionada o hormdnio e controle a sua liberacdo para manter os niveis desejados
na corrente sanguinea. Neste ambito, nossos esfor¢cos serdo concentrados em
desenvolver uma formulag&o utilizando como veiculo transportador microparticulas
alginato-quitosana com um nucleo magnético que nos permita direcionar e controlar
a liberacdo da progesterona por efeito de um campo magnético externo em equinos
como parte da estratégia de controle do ciclo reprodutivo em éguas para estudos de
melhoramento genético, realizados no Centro de Ciéncias e tecnologias
Agropecuarias da UENF.
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Liberacao de farmacos

2.1.1 Liberacdo controlada de farmacos

A maneira como um farmaco € liberado organismo pode ter um grande efeito
na sua eficacia terapéutica. Nos sistemas convencionais de liberacdo (Figura 1B), ha
uma mudanca ciclica na concentracdo do farmaco, sendo que os seus niveis sofrem
variagOes discrepantes, oscilando os niveis acima da qual é toxica e abaixo da qual
é eficaz. Assim, a concentracdo do farmaco no plasma pode sofrer com momentos
de ineficiéncia e toxicidade, o que pode requerer a administracdo de varias doses ao
dia.

J& a liberacao controlada (Figura 1A) se refere as formas farmacéuticas que
liberam o farmaco em uma velocidade constante, seja ela de forma lenta ou rapida,
e as concentracdes plasmaticas permanecem invaridveis com o tempo. Pode-se
perceber que no sistema de liberacdo controlada, a concentracdo do agente ativo
permanece constante no plasma por um longo periodo sem atingir o nivel téxico ou
ficar abaixo do nivel efetivo minimo. Neste caso, a frequéncia de administracéo é
diminuida e a adesdo do paciente a terapia pode aumentar. Além disso, a
quantidade do farmaco a ser administrada pode ser menor; hd um controle maior da
sua absorcédo; a margem de seguranca pode ser aumentada e a incidéncia de
efeitos adversos locais e sistémicos pode ser diminuida (Dash, A. e Cudworth II,
1998; Timko et al., 2010).
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Figura 1: Perfil do nivel plasmatico de um farmaco versus tempo, administrado
da forma (A) controlada; e (B) convencional (Dash, A. e Cudworth II, 1998 -

adaptado).

A maioria dos farmacos apresenta diversas limitacdes, dentre elas pode-se
citar baixa solubilidade, a qual facilita sua agregacao; alta toxicidade; alta dosagem
para produzir a resposta desejada; liberacdo inespecifica; sofre degradacdo em
meios fisioldgicos e possui uma meia-vida curta. Esses fatores contribuem para a
necessidade de desenvolvimento de formas estratégicas de tecnologias de
liberacdo. Novos sistemas estdo sendo almejados a fim de se melhorar a eficacia e
a farmacocinética do agente ativo e protegé-lo contra degradacao in vivo.

Uma dessas opc¢des é o desenvolvimento de microparticulas poliméricas. Elas
apresentam uma grande potencialidade na liberacdo de farmacos, pois possui uma
estrutura capaz de ser modificada e funcionalizada com ligantes; promove um
controle sobre a cinética de liberagdo e € capaz de encapsular uma grande
variedade de substancias e com grande eficacia (Parveen et al., 2012).

As microparticulas poliméricas podem ser divididas em microcapsulas e
microesferas (Figura 2). As microcapsulas sdo sistemas reservatorios em que 0
farmaco fica retido em um ndcleo, podendo a microcapsula ser mononuclear ou

polinuclear. As microesferas sao sistemas matriciais (sistema monolitico) e podem
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ser divididas em solu¢gées monoliticas (sistema homogéneo), em que o farmaco é
solavel na matriz, e em dispers6es monoliticas (sistema heterogéneo), em que parte
do farmaco é soluvel e a outra parte € dispersa na matriz (Siepmann e Siepmann,
2012; Silva, C. et al., 2003).

microcapsulas microesferas

mononuclear  polinuclear  heterogénea homogénea

® @ &) O

i Principio ativo
Polimero

Figura 2: Diferenca estrutural entre microcdpsulas e microparticulas (Silva, C.
et al., 2003).

7

A liberacdo controlada de farmacos muitas vezes é estudada através de
modelos matematicos que descrevem as caracteristicas da liberacdo. Por muitas
vezes, 0 objetivo do sistema é promover uma liberacdo de ordem zero, no entanto,
algumas doencas ou desequilibrios fisiol6gicos necessitam de uma administracéo
intermitente da droga a fim de manter uma variacao dos niveis plasmaticos ou entéao
uma administracdo periddica para mimetizar a variagdes fisiolégicas normais
(Edelman e Langer, 1993; Satarkar e Hilt, 2008).

Os principais modelos matematicos utilizados séo (Costa, P.J.C., 2002; Costa
e Lobo, 2001):

e Cinética de Ordem Zero, em que a taxa de liberacdo € constante até que todo

o farmaco seja liberado;

e Cinética de Higuchi (t¥?), em que a taxa de liberacdo diminui
proporcionalmente em relacdo a raiz quadrada do tempo;
e Cinético de primeira ordem, em que a taxa de liberagdo diminui

exponencialmente em relacédo ao tempo.
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2.2.2 Liberacao Vetorizada de farmacos

A ideia de um sistema vetorizado que pudesse entregar uma droga em um
local determinado do corpo é datada do inicio do século XX, mais precisamente
del1906, quando o bacteriologista Paul Ehrlich propds a idéia do “Zauberkungel”,
termo que foi traduzido para o inglés como “Magic Bullet”, ou bala magica. No
modelo proposto por Paul Ehrlich, o farmaco € ligado a um agente transportador e
sua acgdao terapéutica acontece apenas no orgao alvo (Santos e Castanho, 2002).

A grande importancia de um sistema de liberacédo controlado e vetorizado &
transportar o farmaco até o local desejado e tratar a doenca sem provocar efeitos
indesejaveis no restante do organismo (Chomoucka et al., 2010). E neste contexto,
0s sistemas com tamanhos na ordem de nanOmetros e micrometros possuem
justamente a vantagem de conseguir chegar a um 6rgéo alvo com maior facilidade e
poder levar pequenas doses do agente ativo. Assim, os efeitos adversos sao
minimizados e a tolerancia sistémica e local do farmaco pode ser evitada (Parveen
et al., 2012; Yigit et al., 2012).

Existem diversas formas de modular e direcionar a liberacdo de um farmaco,
como por exemplo, a temperatura e o pH, que sado estimulos biolégicos, e o
ultrassom e o0 campo magnético, que sao estimulos externos.No caso da
temperatura, podem ser desenvolvidas nanoparticulas que liberem o farmaco
apenas em temperaturas pré-determinadas. A droga encapsulada ira circular na
corrente sanguinea, no entanto, a aplicacdo do estimulo hipertérmico ira ocorrer
apenas no local onde se deseja a acao, causando a liberacdo apenas nesta regido.
Os valores de pH extracelular e intracelular em sistemas bioldgicos séo
extremamente influenciados pelas patologias. Devido a isso, sistemas carreadores
de farmacos que sejam sensiveis as variacfes de pH podem ser utilizados para
transportar e liberar substancias em um local especifico. O ultrassom é mais
utilizado em micelas encapsuladoras de farmacos que, ao serem injetadas em um
tumor, por exemplo, podem ser submetidas a sonicacgéao, resultando na liberacdo do
agente terapéutico. O campo magnético aplicado em microcapsulas contendo
nanoparticulas magnéticas pode direcionar farmacos para alvos especificos e
controlar a sua liberagdo de acordo com a necessidade, com o auxilio de um campo

magnético externo (Ganta et al., 2008).
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2.2 Biopolimeros

Os biopolimeros apresentam um grande potencial como agente de liberacao
de medicamentos. Os principais polimeros utilizados na preparacdo de carreadores
sdo os naturais modificados, derivados da albumina, coldgeno, acido hialurénico,
gelatina, celulose, quitosana e alginato de sdédio, além dos polimeros sintéticos
PHEMA (poli-(2-hidroxietil metacrilato), PVA (acetato de polivinila), PEG
(polietilenoglicol) e a poli(acrilamida) (Villanova et al., 2010).

Os polimeros que sdo adquiridos de fontes naturais de recursos renovaveis
sdo ainda mais interessantes, pois apresentam um baixo custo, solubilidade em
agua, biocompatibilidade, biodegradabilidade, habilidade de formar gel e boa
disponibilidade (Reis et al., 2006).

Algumas caracteristicas intrinsecas dos polimeros sdo exploradas para 0 uso
como sistemas de liberacdo de farmacos, tais como biodegradabilidade, bioadeséo,
capacidade de formar hidrogéis (estrutura tridimensionais com elevado teor de
agua), além de poderem ser biomiméticos e bioativos. Nos sistemas a base de
polimeros, os mecanismos de liberacdo mais conhecidos sdo difusdo, dissolucéo,
intumescimento, precipitacdo, erosdo e/ou degradacdo. Os principais polimeros
naturais utilizados como carreadores de farmacos sdo os hidrogéis quitosana,
alginato, sulfato de condroitina, gelatina, dextrina, hialuronana e poli(lisina)
(Villanova et al., 2010).

2.2.1 Quitosana

A quitosana (Figura 3) € um copolimero formado por unidades de 2-desoxi-N-
acetil-D-glucosamina e 2-desoxi-D-glucosamina unidas por ligacdes glicosidicas
(1-4), obtida a partir da desacetilagdo da quitina em meio alcalino. A quitina (nome
gue vem do grego chiton, o qual significa cobertura ou envoltura) é um polimero
linear natural branco, duro, inelastico, obtido a partir do exoesqueleto de crustaceos,
insetos, e alguns fungos, sendo insolivel em meio aquoso e nha maioria dos
solventes organicos, o que explica sua baixa reatividade quimica (Agnihotri et al.,
2004).

A quitosana € uma base fraca insolivel em agua e em solventes organicos.

Os grupos amina presentes em toda a extensdo da cadeia polimérica atuam como
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polieletrdlitos catibnicos em pH < 6,5, ou seja, possuem grupos catidnicos ionizaveis
ao longo da cadeia. Assim, este biopolimero pode se dissolver facilmente em
solucbes de acidos fracos diluidos, sendo o &cido acético o solvente mais
empregado, formando uma solugcdo viscosa. Por outro lado, conforme o pH é
ajustado para valores acima de 6,5, 0s grupamentos amina se tornam
desprotonados e o polimero perde suas cargas, tornando-se insolUvel em agua e em

solventes organicos (Dash, M. et al., 2011; Sinha et al., 2004).

CH,OH

CH,0H
0O

OH

NH,
Figura 3: Estrutura da Quitosana (Aghinitori et al., 2004).

O grau de desacetilacdo da quitosana é uma caracteristica muito importante.
Ele determina o nimero de ligacdes de hidrogénio intermoleculares, as quais sao
responsaveis pela propriedade de filme e formacdo de fibra pela quitosana. A
extensdo da dissociacao das ligacdes de hidrogénio pode influenciar na cinética de
formacdo do hidrogel de quitosana. Em pH baixo, a dissociacdo das ligacGes de
hidrogénio devido a protonacdo dos grupos amina leva a uma expansao ainda mais
rapida do gel formado (Hejazi e Amiji, 2003).

Nos ultimos 25 anos, a quitosana vem sendo intensamente pesquisada
devido as suas caracteristicas intrinsecas. Dentre elas destacam-se a atoxicidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade (zZhang, L. et al, 2010), baixa
imunogenicidade, policatibnica (Chen, J. et al., 2011), capacidade de formar
hidrogel, bioadesédo, contem grupos reativos -OH e -NH2, € um 6timo carreador para
substancias hidrofilicas (Sinha et al., 2004) e possui elevada resisténcia mecanica
(Bhatt et al., 2010).
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Ela pode ser degradada por diversas enzimas, dentre as quais muitas se
encontram nas mucosas e outros fluidos fisioldgicos, como por exemplo, lisozima, di-
N-acetilquitobiase, N-acetil-p-D-glucosaminidase e quitotriosidade. Estudos
demonstram que a quitosana possui uma boa retencdo na corrente sanguinea e se
acumula lentamente nos tecidos, caracteristica importante no que diz respeito ao
transporte de farmacos que sédo excretados rapidamente (Dash, M. et al., 2011). A
sua citotoxicidade € dependente da concentragdo. Testes clinicos conduzidos com
biomateriais compostos por quitosana nao relataram reacdes inflamatérias ou
alérgicas apos implantacdo, injecdo, aplicacdo topica ou ingestdo (Sinha et al.,
2004).

Existem duas formas principais de produzir nanoparticulas contendo
quitosana, que sao reticulacdo covalente e interacdo fisica. A reticulacdo necessita
de um agente, como o glutaraldeido, epicloridrina e genipina, por exemplo. Ja a
interacdo fisica envolve diversos métodos como secagem por aspersao (“spray-
drying”), gelificagcdo ionica, microemulséo reversa, evaporagao/difusdo de solvente,
complexacdo de polieletrélitos e coacervagao/precipitacdo. A complexacao de
quitosana com polianions como pectina, colageno, copolimero de acido maléico-
polialquilenedxido e alginato de s6dio mostra-se eficiente para o desenvolvimento de
sistemas de liberacéo de farmacos (Sinha et al., 2004; Agnihotri et al., 2004).

Atualmente, a quitosana ja vem sendo utilizada para encapsular diversos
farmacos, como por exemplo, calcitonina, citostaticos, albumina bovina,
hemoglobina, insulina, ciclosporina, antibiéticos, ovoalbumina, mitoxantrona,

antiinflamatdrios e acidos nucléicos (Bhattarai et al., 2011).

2.2.2 Alginato de sodio

As industrias farmacéuticas e biomédicas apresentam grande interesse no
uso do alginato de sodio, principalmente, por ser biocompativel, hidrofilico,
biodegradavel em condicdes fisioldgicas normais e ter um custo relativamente baixo,
além de possuir propriedades de bioadeséao e baixa toxicidade (Lee, K. Y. e Mooney,
2012).

O alginato de sodio (Figura 4) é um polissacarideo ndao ramificado natural
(extraido de algas marinhas pardas e algumas bactérias) formado por dois tipos de

acido poliurénico, o acido B-D-manurdnico (M) e &cido a-L-gulurénico (G) unidos por
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ligacbes (1—4)-glicosidicas, de composicdo e sequéncia variada (Martins et al.,
2007). Estes mondmeros sao epimeros com orientacdes diferentes na cadeia
polimérica e a unidade G é a responsavel por permitir a ligacdo ibnica cruzada
(Lawrie et al., 2007).

Figura 4: Estrutura quimica do alginato de sédio (Yang et al., 2011).

O alginato € um polimero hidrofilico, insolivel em etanol, em solugbes
hidroalcodlicas contendo mais de 30% (v/v) de etanol e em solventes organicos.
Sabe-se que a solubilidade do alginato é decisivamente influenciada pelo pH do
meio. Os valores de pKa (constante de dissociacdo do acido) das unidades &cido
manurdnico e acido gulurénico do alginato € de 3,38 e 3,65, respectivamente.
Quando o pH é inferior ao pKa do alginato, este sofre precipitacdo levando a
formacdo do &cido alginico, o qual € insolivel em agua. Quando o valor do pH se
encontra acima desse valor, 0 alginato torna-se carregado negativamente. Ele é
quimicamente estavel em valores de pH entre 5,0 e 10,0, sendo que valores muito
acidos causam sua descarboxilacdo. A viscosidade do polimero varia de acordo com
os valores de pH, sendo que, a viscosidade aumenta a medida que o pH diminui. A
massa molar do alginato comercial gira em torno de 32.000 e 400.000 g/mol (Lee,
K.Y. e Mooney, 2012).

Os monémeros G e M sao arranjados em estrutura de blocos, sendo que sua
composicdo e distribuicdo variam com a fonte do alginato, isto é, das espécies de
algas e bactérias, estacbes do ano, momento da colheita, parte da alga em que foi
retirado e condi¢cdes de crescimento (Vos et al., 2006). A composi¢cao dos residuos
das unidades M e G e a extensdo da sua sequéncia e o peso molecular determinam
as caracteristicas fisico-quimicas do alginato. A viscosidade varia proporcionalmente

de acordo com o teor de residuos G e principalmente, com o peso molecular do
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polimero. Alguns estudos demonstram que quanto maior o teor de residuos G, maior
sera a rigidez do gel formado (Lee, K.Y. e Mooney, 2012). Contudo, sabe-se que
teores altos de residuos G resultam em particulas com grande granulometria e
elevada polidispersividade e em geéis com alta porosidade. J4 nos sistemas com
elevado teor de M, nota-se a producéo de géis mais fracos, elasticos e mais estaveis
ao congelamento/descongelamento (Yang et al., 2011).

A gelificacdo do alginato € convencionalmente descrita em termos do modelo
de “egg box” (“caixa de ovo”) (Figura 5). Esta € uma estrutura tridimensional formada
a partir da substituicdo dos ions de sodio pelos ions de calcio dentro da
macromolécula de alginato. Isso ocorre quando ions de calcio sdo adicionados a
uma dispersao contendo alginato, culminando na formacdo de uma membrana entre
a estrutura do alginato e a solucdo de eletrdlitos. Os ions de sodio produzidos na
dissociacao do sistema migram através da membrana para a solucéo de eletrdlitos e
os ions de célcio ocupam seus espacos favorecendo a formacao do gel. Deve-se
ressaltar que as condi¢cdes de formacédo do gel ndo sdo agressivas para o agente a

ser encapsulado (Reis et al., 2006).

OH

Figura 5: Esquema representativo do modelo “egg box”. Os pontos negros
representam os atomos de oxigénio envolvidos na coordenagcdo com 0s ions

calcio (Braccini e Pérez, 2001).
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A guantidade de calcio no sistema determina se a associacdo entre as
cadeias sera temporaria ou permanente. Quando os niveis de calcio sdo reduzidos,
ha uma inducdo de um aumento da viscosidade, resultando em uma associacao
temporaria. Em contrapartida, se ha uma alta concentracdo de calcio, a precipitacéo
do sistema é favorecida, resultando em uma associacdo permanente (George e
Abraham, 2006). A interagdo com o calcio é estabelecida pelas unidades gulurbnicas
através de uma interacdo ibnica, levando a formacdo de um forte gel termoestavel
(Reis et al., 2006).

Existem diversas fontes de calcio para estabelecer a interacdo com o alginato,
dentre elas os sais de oxalato, tartarato, fosfato, citrato, cloreto e carbonato. Estudos
anteriores demonstraram que 0s sais de oxalato, tartarato e fosfato apresentaram
problemas que inviabilizaram o seu uso. O citrato de célcio possibilitou a formacéo
de particulas com alta polidispersividade e com instabilidade em determinados
valores de pH. O cloreto de célcio é a fonte de calcio mais utilizada, porém possui a
caracteristica de ser extremamente sollvel em solu¢des aquosas, 0 que pode em
alguns casos, ser um fator limitante. Isso por que promove uma gelificacdo imediata
do alginato, contribuindo para a formacédo de particulas cujo tamanho ndo é possivel
controlar, bem como pode formar grandes aglomerados de massa de alginato. Ja a
suspensao de carbonato de célcio-alginato, demonstrou estabilidade em uma grande
guantidade de valores de pH e as nanoparticulas produzidas se apresentaram mais
esféricas e estaveis e com uma granulometria unimodal.

Outro fator importante € o tamanho do gréo do sal de calcio. Sabe-se que
qguanto menor for grdo, mais quantidade de calcio conseguira difundir entre as
cadeias do alginato. Assim, a rede polimérica formada serd mais estavel e as
particulas resultantes serdo mais esféricas e com menor tendéncia a se
aglomerarem. Por isso, algumas vezes recorre-se a sonica¢do do sal de calcio por
um determinado periodo de tempo. Para que ocorra a solubilizacdo dos sais de
calcio é necessaria a adicdo de acido, no caso, o mais utilizado é o acido acético
(Reis et al., 2006; Lee K.Y. e Mooney, 2012; Poncelet et al., 1995).

Inicialmente as particulas de alginato eram preparadas utilizando-se somente
a metodologia da gelificacdo ionotropica, porém diversas técnicas surgiram com o0
passar dos anos, como reticulacao ibnica, reticulacdo covalente e gelificagdo térmica
(Lee, K.Y. e Mooney, 2012). Atualmente diversos farmacos convencionais sao

encapsulados utilizando o alginato, como por exemplo, a rifampicina, a isoniazida, a
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pirazinamida, o etambutol e a doxorrubicina (Reis et al., 2006).
Frequentemente, o alginato é utilizado juntamente com outro polimero a fim
de se melhorar as suas propriedades. No caso do presente trabalho, utilizou-se a

associacao entre o alginato e a quitosana.

2.2.3 Complexo polimérico alginato-quitosana

O complexo alginato-quitosana € formado a partir da forte interacdo
eletrostatica dos grupos amino da quitosana com os grupos carboxilicos do alginato
(Figura 6). A estabilidade do complexo alginato-quitosana pode ser influenciada por
parametros como o pH e forca ibnica, devido a protonacdo do grupo amino da

quitosana e a ionizacdo do grupo acido carboxilico do alginato (Li, S. et al., 2002).
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Figura 6: Representacdo esquemaética da interacdo entre o alginato com (a)

ions calcio e (b) quitosana (Lawrie et al., 2007 — adaptado).

Neste complexo, o alginato de sodio geralmente é o componente utilizado
como matriz. Isso porque ele sofre uma gelificacdo rapida na presenca de ions
calcio (Li, S. et al., 2002). A quitosana € utilizada para reforgar a microcapsula de

alginato, inibir a presenca de cargas superficiais, aumentar a sua estabilidade,
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favorecer a encapsulacdo do agente ativo (Ribeiro et al., 2005) e impedir a eroséo
rapida do gel de alginato (Tgnnesen e Karlsen, 2002). Outro fator importante, € que
o alginato tem uma tendéncia a adquirir poros em sua estrutura, assim, a formacéo
de uma membrana de quitosana na superficie da microcapsula tende a diminuir a
taxa de liberacdo da substancia presente em seu interior (Bhattarai et al., 2011).

Além de ser biodegradavel e biocompativel, o complexo polimérico é
mecanicamente forte em baixos valores de pH em que a quitosana € solavel, assim,
a facil dispersibilidade da quitosana em meio acido € prevenida pela presenca do
alginato que é insoluvel em condi¢des acidas (Lucinda-Silva et al., 2010).

O mecanismo de liberagcdo do complexo alginato-quitosana depende do pH do
meio. Em pH baixo, a taxa de liberacdo € aumentada devido & maior solubilidade do
complexo. Quando ele se encontra em meio neutro, o0 complexo viscoso intumesce e
o gel formado se desintegra liberando o farmaco lentamente. O grau de liberacao é
influenciado pelo nivel de reticulacdo entre os dois polimeros, fator dependente do
mecanismo usado para a produgdo do complexo (Tgnnesen e Karlsen, 2002).

Os produtos de degradacdo do complexo alginato-quitosana sao
metabolizados a dioxido de carbono e agua, via ciclo de Krebs, ou excretados na
urina (Villanova et al., 2010).

Wittaya-Areekul e colaboradores (2006) enfatizaram em seu trabalho outra
propriedade importante do complexo alginato-quitosana que é a mucoadesividade.
Eles compararam dois métodos diferentes de producdo de microparticulas de
quitosana e alginato contendo prednisolona e ressaltaram a grande importancia da
escolha da metodologia usada para a formacdo da particula e a sua influéncia nas
propriedades da superficie da mesma.

Gasergd e colaboradores (1998) desenvolveram um trabalho referente a
interacdo existente entre a quitosana e o alginato. Foram avaliadas diversas
metodologias sendo as amostram submetidas a diversas condigbes fisicas
diferentes. Segundo os autores, conhecendo profundamente os procedimentos a
serem utilizados, facilita-se o controle das propriedades funcionais do complexo.
Eles verificaram que € de suma importancia alguns fatores, como: (1) conhecer a
composicao dos polimeros utilizados (como por exemplo, o grau de desacetilacdo e
a massa molecular da quitosana e a quantidade de mondémeros G e M presentes no
alginato); (2) conhecer as propriedades da fonte dos ions de calcio necessarios na

reacdo de gelificacdo do alginato; (3) o pH do sistema deve ser rigorosamente
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controlado; (4) a etapa de lavagem das esferas deve ser cuidadosa; e (5) deve-se
fazer um estudo minucioso a respeito das concentracdes dos reagentes a serem
utilizados.

Existem diversos procedimentos para a formulacdo de microcapsulas de
alginato-quitosana, mas os principais métodos sdo a secagem por aspersao (“spray-
drying”), gelificacdo externa e emulsificagéo/gelificagéo interna.

Mladenovska et al. (2007) utilizaram o método secagem por aspersao (“spray-
drying”) para produzirem particulas de alginato-quitosana, porém apesar de terem
adquirido particulas com o tamanho entre 3-6 um, elas apresentaram-se achatadas,
em formato de disco e com certa porosidade. Crcarevska et al. (2008), também
utilizaram o secagem por aspersao (“spray-drying”) e obtiveram particulas sem uma
esfericidade ideal, apresentando um colapso no seu centro. Rohani et al. (2014)
obtiveram particulas com larga distribuicdo de tamanhos e formas, sendo que, uma
parcela adquiriu forma achatada e a outra uma forma esférica, porém com “buracos”
em sua superficie.

Honary e coloboradores (2009) descreveram duas formas de realizar o
método de gelificacdo externa. Em uma delas, essencialmente, uma solucdo de
alginato de sodio € gotejada diretamente sobre uma solug¢édo de quitosana contendo
cloreto de calcio (CaClz), formando uma membrana de um complexo coacervado na
interface entre o alginato e a solugdo de quitosana. Um complexo alginato-quitosana
é formado em volta de um nucleo liquido de alginato. Poderia também ser feito um
tratamento do nucleo liquido com a adicdo de uma solucéo de cloreto de calcio apos
a formacdo da membrana. Outra metodologia para a formagdo do complexo
alginato-quitosana ocorre basicamente através de duas etapas. Primeiramente, sdo
produzidas microparticulas de alginato de calcio, as quais sdo lavadas em uma
solucéo livre de ions célcio e posteriormente sdo suspensas em uma solucdo de
quitosana para a formacédo da membrana.

Lee, M. e colaboradores (2009) utilizaram o método de gelificacdo externa, no
qual uma solucdo de alginato foi gotejada em uma solucdo de CaClz contendo
quitosana. Eles adquiriram microparticulas com distribuicdo de tamanho em torno de
10-60 pm e com o diametro médio de 27um.

Lim e colaboradores (2013) realizaram o procedimento de gelificacdo externa
de maneira inversa. Eles gotejaram uma solugcéo de quitosana com CaClz em uma

solucdo de alginato de sodio. Eles verificaram que o tamanho da particula era
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influenciado pela velocidade de agitagéo do sistema e do tipo de alginato presente.
No entanto, em todos os casos eles obtiveram particulas deformadas e com
didmetro acima de 1 mm.

O método de emulsificacdo/gelificacdo interna se baseia, fundamentalmente,
na adicdo (gotejamento) de uma fase aquosa contendo alginato de sodio e um sal
de célcio insolivel (CaCOs, por exemplo) em uma fase oleosa formando uma
emulsdo agua em oOleo (A/O). O pH é ajustado para acido para que ocorra a
liberacdo de ions Ca?*. Apds a separacdo da suspensdo aquosa, esta é adicionada
a uma solugédo de quitosana onde permanece durante um tempo para a finalizagéo
da reacdo. ApOs esta etapa as microcapsulas sdo separas, lavadas e secas (Li, C. et
al., 2002).

Poncelet et al. (1995) utilizaram o método emulsificacao/gelificacéo interna e
testou inUmeras variaveis. Eles obtiveram particulas esféricas e com diametros
inferiores a 150um. Ribeiro, A.J. e colaboradores (1999) usaram a mesma técnica e
obtiveram microesferas de alginato-quitosana com diametro variando entre 120 e
1600um, dependendo da concentracdo dos polimeros e das rotacBes utilizadas
durante o processo.

Li, C. e colaboradores (2002) também utilizaram o procedimento
emulsificacao/gelificacdo interna e foram obtidas microparticulas de alginato-
quitosana com forma esférica,boa dispersdao e diametro médio de 77,28um. Outra
caracteristica importante observada foi que ndo se detectou a destruicdo da
substancia encapsulada durante o processo de sintese das microparticulas.

Song et al. (2013) compararam o método de gelificagcdo externa, no qual
utilizou CaClz, com o método de emulsificacdo/ gelificacdo interna, no qual utilizou
CaCOs. No primeiro caso eles obtiveram particulas com menor esfericidade e sem
uniformidade no tamanho. Eles alegaram que isso ocorreu devido a forma irregular
de distribuicdo e difusdo de Ca?* adicionado, promovendo uma gelificacédo
desuniforme antes do endurecimento da microcapsula. Em contrapartida, utilizando
o método de emulsificagdo/gelificacdo interna eles conseguiram uma morfologia
esférica muito melhor, uma superficie mais lisa e uma maior homogeneidade no
tamanho.

Martin-Villena et al. (2013) utilizaram o método emulsificacao/gelificacao
interna e adquiriram microparticulas com diametro em torno de 56 um, com o

aspecto homogéneo, relativamente esféricas e com uma superficie levemente
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rugosa. Eles puderam perceber que a insercdo do encapsulante n&o danificou a

forma esférica da microcépsula.

2.3 Nanoparticulas Magnéticas

As nanoparticulas magnéticas (NPM) podem ser definidas como solidos com
propriedades magnéticas com tamanho abaixo de 100nm que podem ser
manipuladas através da influencia de um campo magnético externo (Willard et al.,
2004).No campo da biotecnologia, a utilizacdo de NPM esta sendo estudada para
muitas aplicacdes como: (1) imobilizacdo de proteinas, peptideos e enzimas; (2)
bioseparacdo, imunoensaios, transporte e liberacdo controlada de farmacos ou
genes (pois interage com o0s genes impedindo a degradacdo por nucleases); (2)
biosensores, imagem de ressonancia magnética (MRI) (Patel et al., 2009; Mornet et
al., 2004); (3) hipertermia terapéutica (Bafiobre-Lopez et al., 2013); e (4) diagndstico
in vivo e in vitro (Herea et al., 2011).

Os parametros que definem o comportamento das NPM s&o principalmente
superficie e o seu tamanho. A superficie € importante para se impedir a acdo do
sistema imunolégico e aumentar o tempo de circulacdo na corrente sanguinea.
Quando se liga a nanoparticula a uma molécula neutra ou hidrofilica, a meia vida do
material pode aumentar de minutos para horas ou dias (Arruebo et al., 2007).

O diametro médio das nanoparticulas influencia, ndo s6 as propriedades
magnéticas, como também o tempo de permanéncia no organismo, a velocidade
gue atravessam a barreira endotelial e o seu reconhecimento pelo sistema imuno
fagocitario. Para aplicac6es biomédicas, o tamanho ideal para as NPM € em torno
de 5 a 20nm podendo chegar até a 100nm dependendo do objetivo ao qual ela se
propde (Patel et al., 2009), isso porque neste tamanho elas conseguem escapar do
rapido clearance renal e da eliminacdo pelo sistema reticuloendotelial (SER), além
de ser possivel atravessar as barreiras biologicas (Shubayev et al., 2009).Sabe-se
gue quanto mais proxima de um formato esférico e maior for a uniformidade de
tamanho, melhor serad a eficiéncia e aplicabilidade da nanoparticula (Jain et al.,
2007).

As NPM podem ser manejadas de duas formas principais: um nucleo
magnético envolto por um polimero biocompativel ou um polimero biocompativel

poroso no qual as nanoparticulas se precipitam nos poros. Muitas substancias
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bioativas como as enzimas, proteinas, antibiéticos e agentes anticancer tém sido
usadas ligadas a estas estruturas magnéticas (Mahmoudi et al., 2011). E importante
salientar que para ocorrer essa interacdo de forma eficiente e promissora €
necessario que as particulas possuam como caracteristicas um tamanho adequado,
forma esférica, boa dispersdo em meio liquido, devem ter um alto momento
magneético e mudar sua magnetizacao rapidamente (Willard et al., 2010).

Um dos problemas enfrentados na sintese das NPM é sua intrinseca
instabilidade durante longos periodos de tempo, assim elas tendem a se agregarem
(Lu et al., 2007). Essa aglomeracéo ocorre devido as forcas de atracdo de Van der
Walls combinada com a forte atracdo magnética dipolo-dipolo e a atracéo
eletrostatica existente (Ma et al., 2007), além da necessidade de reducdo da energia
associada a grande area de superficie. O problema mais sério € o perigo de
acontecerem essas aglomeragbes no tratamento in vivo na corrente sanguinea
(Willard et al., 2010), apesar do risco de formacdo de aglomerados em temperatura
ambiente serem menores (Lu et al., 2007).

A aglomeracdo pode ocorrer em qualquer estagio do processo, tanto na
sintese, secagem, manipulacdo e/ou pds-processamento. Existem diversas formas
de se evitar este evento, mas as principais é a utilizacdo de surfactantes durante a
sintese, pois ele diminui a interacdo entre particulas através do aumento das forcas
de repulsdo (Willard et al., 2010) e o revestimento da estrutura magnética com
tensoativos (Zhang et al., 2010) e polimeros (Chen J. et al., 2011, Li G. et al., 2008;
Finotelli et al., 2010; Martins et al., 2007).

As NPM séo fisiologicamente inertes, mas quando na corrente sanguinea elas
podem sofrer adsorcdo pelas proteinas do plasma, ou opsoniza¢cdo, como 0 primeiro
passo na eliminacdo pelo sistema reticuloendotelial (SER). Assim, o0 revestimento
das nanoparticulas com uma camada hidrofilica de polissacarideos diminui o
recobrimento por componentes do plasma e assim permite manter-se no local onde
foi inserida por um periodo mais longo de tempo (Chen, J. et al.,2011).

A insercdo das nanoparticulas magnéticas em sistemas poliméricos € uma

alternativa para a vetorizacao e o controle da liberacdo de medicamentos.
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2.3.1 Nanoparticulas magnéticas na Liberacdo Vetorizada e Controlada

de Farmacos

O superparamagnetismo (Figura 7) € um comportamento observado em
nanoparticulas magnéticas e implica que a magnetizacdo do material desaparece
guando o campo magnético externo € removido, ou seja, quando o estimulo externo
é retirado, ndo ha magnetizacdo remanescente (Gupta, A. K. e Gupta, M., 2005).
Nos materiais superparamagnéticos, as caracteristicas sado parecidas com as dos
materiais paramagnéticos, porém a magnetizacdo possui uma intensidade muito
maior. Isso porque as nanoparticulas possuem um Unico dominio magnético e a sua
magnetizacdo € considerada como um Unico e enorme momento magnético, soma
de todos os momentos magnéticos individuais carregados pelos atomos (Mornet et
al., 2004). As nanoparticulas possuem um diametro critico (Dc), caracteristico de
cada material, em que abaixo dessas dimensdes elas ndo possuem multidominios,
mas sim um monodominio (Sun, C. et al., 2008). Os materiais superparamagnéticos
séo caracterizados pela auséncia de histerese magnética na curva de magnetizacao,
coercividade nula e susceptibilidade magnética elevada (Chomoucka et al., 2010).
Geralmente as particulas com tamanhos abaixo de 25nm apresentam um

comportamento superparamagnético (Arruebo et al., 2007).
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Figura 7: Configuragdo do dipolo atébmico para um material
superparamagnético livre de um campo magnético externo e sob a aplicacao

de um campo magnético externo (Yigit et al., 2012 — adaptado).
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Baseada nas caracteristicas que as nanoparticulas superparamagnéticas
apresentam, é possivel utiliza-las nos sistemas de liberagcdo controlada e vetorizada
de substancias no organismo. Isso porque ela consegue ser transportada através do
sistema vascular e se concentrar em um local especifico do corpo através do auxilio
de um campo magnético externo (Yigit et al., 2012).

As nanoparticulas magnéticas estdo sendo investigadas, principalmente para
uso no tratamento do cancer. Os quimioterapicos sdo farmacos nao especificos e
podem causar inumeros efeitos adversos e agredir os tecidos sadios. Assim, com 0
auxilio das nanoparticulas magnéticas, os quimioterdpicos podem ser direcionados
para 0os 0rgdos em que observa células cancerigenas evitando os seus efeitos
sistémicos (Sun C. et al., 2008; Willard et al., 2010; Zapata et al., 2012).

As nanoparticulas magnéticas também vém sendo pesquisadas para
utilizacdo na terapia génica. O RNA de interferéncia (RNAIi), por exemplo, pode
suprimir a expressdo de alguns genes causadores de varias patologias, como
tumores e doencas infecciosas. Assim, a associacdo do RNAi com nanoparticulas
magnéticas pode facilitar o tratamento, ja que ele pode ser encaminhado
diretamente ao local de acdo (Sun C. et al., 2008; Menck, 2010).

Finotelli et al. (2010) estudaram a liberacdo de insulina a partir de
microcapsulas de alginato-quitosana contendo nanoparticulas magnéticas. Eles
objetivaram controlar a liberacdo do hormonio insulina através da aplicacdo de

campo magnético externo.

2.3.2 Magnetita(FesOa)

Dentre as NPM, aquelas formadas por 6xido de ferro vém se destacando na
area biomédica. O 6xido de ferro (FesOas), também conhecido como magnetita € um
minério de ferro de coloracdo preto metalica com brilho lustroso responsavel pelas
propriedades magnéticas das rochas. A magnetita possui uma estrutura cristalina do
tipo espinélio invertido, com rede de Bravais cubica de faces centradas. Ela
apresenta o ferro em seus 2 estados de oxidacdo, Fe?* e Fe®*, sendo que ambos
interagem com os ions O%. Os ions Fe3" se encontram nos sitios octaédricos e
tetraédricos, ja os ions Fe?* se encontram nos intersticios tetraédricos, sendo estes
0S responsaveis pelas caracteristicas magnéticas do material (Oliveira, L. et al.,

2012). A composicao da magnetita exibe propriedades elétricas e magnéticas Unicas
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devido a transferéncia de elétrons entre o Fe?* e Fe®" nos sitios octaédricos da
estrutura (Chen, J. et al., 2009).

A magnetita se torna superparamagnética a temperatura ambiente se o
tamanho critico for em torno de 20nm (Rosen et al.,2011). Recentemente, a
magnetita (FesOs) tem sido intensivamente investigada devido a sua baixa
citotoxicidade, maior estabilidade em condi¢Bes fisiologicas, biocompatibilidade e
baixo custo, caracteristicas estas que sao imprescindiveis para aplicacbes
biomédicas (Shen et al., 2014; Wei et al., 2012; Wu et al., 2008).

2.3.3 Metodologia de producédo de nanoparticulas de FesOa4

Sabe-se que as propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas
dependem fortemente do método de sintese e da sua estrutura quimica. Assim,
devido ao aumento do uso de NPM na éarea da biomedicina, diversos métodos
estdo sendo estudados a fim de se adquirir estruturas com propriedades
compativeis com os meios fisiolégicos (Petcharoen e Sirivat, 2012).

A sintese de NPM tem como objetivo a producdo de um material uniforme
(com dominio da morfologia, do tamanho e da distribuicdo do tamanho de
particula), reprodutivel e cujas propriedades fisicas e quimicas sejam controladas,
boa dispersdao sobre substratos e solucdes e alta cristalinidade (Lu et al., 2007).
Sao inumeros os métodos utilizados cada qual com sua peculiaridade, dentre eles
destacam-se a decomposicao térmica, co-precipitacdoe hidrotérmico.

O método de decomposicdo térmica ocorre em altas temperaturas e
geralmente obtém particulas monodispersas (Lin e Samia, 2006). Este método é
baseado na decomposicdo térmica de um composto metalorganico contendo o
metal em um solvente organico com alto ponto de ebulicdo na presenca de
surfactantes (Lu et al., 2007).

Sun, S. e colaboradores (2004) sintetizaram nanoparticulas utilizando-se o
método de decomposi¢éo térmica. O tamanho variou em torno de 20nm, sendo que
eles fizeram diversos testes modificando algumas varidveis no método obtendo
nanoparticulas menores. Contudo o procedimento necessita de equipamentos mais
sofisticados, uma vez que trabalha com altas temperaturas, além da formacéao das
nanoparticulas ocorrer de forma mais lenta que nos outros métodos.

Pinna e colaboradores (2005) também utilizaram o método de decomposi¢céo
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térmica para a producdo de nanomagnetita e obtiveram tamanhos de 8nm a
25nm,utilizando temperaturas entre 175°C e 200°C. Contudo, as nanoparticulas
apresentaram polidispersédo e a necessidade de modificacdo da superficie apos o
procedimento.

O método da co-precipitacdo é processo baseado naco-precipitacéo do Fe?* e
Fe3* em solucdo de sal aquosa pela adicdo de uma base. O tipo de sal utilizado
(cloreto, sulfato, nitrato, etc.) e a taxa de Fe?* e Fe®" sdo os determinantes do
tamanho, forma e composicdo da nanoparticula. Este método possui a limitagdo de
ndo conseguir controlar o tamanho da nanoparticula e nem obter uma estreita
distribuicdo de tamanho (Lu et al., 2007).

Hong e seus colaboradores (2007) produziram nanoparticulas de
FesOasatravés do método de co-precipitacdo e obtiveram particulas com tamanhos
entre 50nm e 100nm, porém o grande problema foi a forte tendéncia em se

aglomerarem, como pode ser avaliado através da Figura 8.
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Figura 8: MEV de nanoparticulas de Fe3O4 (Hong et al., 2007).

Wei e colaboradores (2012) também sintetizaram nanoparticulas de FesOas
pelo método de co-precipitacdo. Eles obtiveram particulas uniformes e com o
didametro em torno de 12-15nm. O grande problema foi que as nanoparticulas se
agregaram em agua deionizada, sendo necesséaria a adicdo de modificadores da
superficie (acido oleico e citrato de sodio) para controlar o processo de agregacao.
Qu e colaboradores (2010) também tiveram problemas ao utilizar o método de co-
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precipitacdo. Eles adquiriram nanoparticulas polidispersas e seriamente agregadas,
sendo necessaria a insercdo de &cido oléico no sistema para diminuir esta
tendéncia.

Como se pode notar, na grande maioria dos trabalhos realizados pelos
métodos anteriores, adquiriram-se particulas de FesOs4 na escala nanométrica,
porém com algumas limitacdes como forte tendéncia a se agregarem, ampla
distribuicdo de tamanho e baixa cristalinidade, o que limita o seu uso nos campos da
biotecnologia e biomedicina.

Recentemente, o método hidrotérmico vem sendo adotado devido ao fato de
produzirem nanoparticulas com boa cristalizacdo e boa dispersdo (Chen, J. et al.,
2009). A técnica € baseada em reacdes em meio aquoso realizadas em autoclaves
ou reatores em que a pressao pode chegar a 135atm e a temperatura até a 200°C.
Através deste método € possivel controlar a morfologia e o tamanho das particulas
por meio do controle da temperatura e do tempo da reacdo. Devido ao sistema
apresentar condi¢cfes supercriticas de pressdo e temperatura, a agua presente atua
acelerando o processo da cinética das reacdes de hidrolise (Wu et al., 2008).

Li G. et al. (2008) utilizaram o método hidrotérmico e adquiriram particulas de
FesOs esféricas monodispersas com um didmetro médio de 23nm como pode ser
visto pela imagens fornecidos pela Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

presente na Figura9.

Figura 9: Imagens de MET de particulas de FesOs preparadas pelo método
hidrotérmico (Li, G. et al., 2008).
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Chen, J. et al. (2009) utilizaram também o método hidrotérmico. Eles
verificaram através da analise de DRX (Figura 10) que o material formado né&o
apresentou impurezas e a presenca dos picos agudos indicou uma boa cristalizacao
do produto. Além disso, eles adquiriram nanoparticulas esféricas e com boa

dispersédo e com didmetros uniformes em torno de 25nm (Figura 11).
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Figura 10: DRX de nanoparticulas de FesOs sintetizadas pelo método

hidrotérmico (Chen J. et al., 2009).

100nm

Figura 11: Imagens de MEV de particulas de Fe3O4 preparadas pelo método
hidrotérmico (Chen J. et al., 2009).
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Os trabalhos realizados por Sun, S. et al. (2004), Pinna et al. (2005), Hong et
al. (2007), Wei et al. (2012), Qu et al. (2010) e Fernandes e Kawachi (2006)
obtiveram sucesso no que se diz respeito as dimensdes das particulas, porém todos
eles se depararam com problemas de séria agregacdo das particulas, baixa
cristalizagdo e/ou polidispersdo. Assim, com o intuito de resolver esses problemas,
Li, G. et al. (2009) e Chen et al. (2009) propuseram a utilizacdo do método
hidrotérmico, o qual adquiriu nanoparticulas com tamanho adequado e com
melhores resultados no que se diz respeito a menor agregacdo e a boa dispersao

das particulas.

2.4 Liberacdo controlada e vetorizada de farmacos atraves de

microcapsulas de alginato-quitosana contendo magnetita (Fe304)

Hoje em dia, as técnicas de microencapsulamento sao as melhores formas de
controlar a liberacdo de uma droga e permitir o uso daquelas cujas caracteristicas
inviabilizam a sua administracdo das formas convencionais (Estevinho et al., 2013).
O uso de microcpsulas de alginato-quitosana com um nudcleo magnético para
liberacdo controlada de farmacos vem sendo intensamente estudado. A
incorporacdo das NPM a microcapsula polimérica é desejavel em diversas
aplicacbes biomédicas e veterinarias em que a precisdo € imprescindivel para
controlar a taxa de liberacao do farmaco e para o direcionamento rapido e facil para
areas especificas (Zapata et al., 2012). Edelman e Langer (1993) defendiam que a
liberacdo de biomoléculas de uma matriz polimérica poderia ser regulada pela
movimentacdo de particulas magnéticas presentes dentro da matriz, seja de forma
pulsatil, continua ou em determinadas fases do dia.

As nanoparticulas magnéticas podem estar disposta de trés formas diferentes
na microparticula, sendo na superficie (Figura 12a), no nucleo (Figura 12b) ou
dispersa em toda matriz polimérica (Figura 12c), o que depende do método de

formulacéo do sistema.
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(a) (b) (c)

Figura 12: Representacdo esquematica das possiveis disposi¢cdes das NPM na

microparticula (Philippova et al., 2011).

Os principais mecanismos como 0 campo magnético atua estdo associados a
vibracdo das nanoparticulas magnéticas (Figura 13) e a resposta térmica que ela
promove de acordo com a intensidade do campo aplicado (Figura 14). O simples
efeito vibratério que ocorre com as NPM quando sob influéncia de um campo
magneético externo, promove a difusdo da droga para o0 meio ao qual se encontra,
podendo ser de forma mais lenta ou rdpida (Dash, A.K.; Cudworth 1, 1998).
Dependendo da intensidade deste campo, pode haver um aquecimento da
microcapsula fazendo com que o polimero reaja de forma diferente ao liberar a
droga. Em se tratando de um polimero hidrofilico, a microparticula geralmente
possui mais de 90% de agua em sua estrutura. Assim quando had uma agitacdo
magnética suave, a agua € liberada juntamente com o farmaco, causando uma
retracdo do polimero. Em contrapartida, se houver uma agitacdo magnética intensa,
a vibracdo promovera um aquecimento local alterando a estrutura conformacional do

polimérico podendo chegar ao seu rompimento (Liu et al., 2009).
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Oscilagéo do campo magnético

Matriz polimérica } 11 1l

Droga ‘ﬁ o
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“ Liberacéo da
droga
Manoparticulas magnéeticas :
Vibrag&o das nanoparticulas
magnéticas

Figura 13:Esquema representativo de uma matriz polimérica de liberacdo de
farmaco com NPM dispersas (Dash, A.K.; Cudworth Il, 1998 - adaptado).
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Figura 14: Mecanismo de liberacdo da droga por meio da resposta térmica
mediante a atuacdo de um campo magnético aplicado (Liu et al., 2009 -

adaptado).

A incorporacdo do farmaco as microcapsulas pode ocorrer por diversos
meétodos, 0 agente ativo pode, por exemplo, ser disperso em uma matriz polimérica,
podendo ficar retido no nucleo ou adsorvido na superficie. A distribuicdo do agente

ativo depende fortemente do tamanho da particula e tem uma forte influencia no
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perfil de liberagdo da droga. Quando o diametro for de 10-20um, a droga tende a
ficar distribuida homogeneamente na estrutura. Caso o didmetro esteja acima de
40um, substancias hidrofilicas tendem a ficar concentradas proximas a superficie e
substancias hidrofobicas tendem a ficar no interior. Em relacédo a taxa de liberacao,
sabe-se que ela costuma ser mais rdpida em particulas menores, uma vez que o
agente ativo se encontra mais proximo da superficie. Enquanto que particulas
maiores, com nucleos maiores, aumentam o comprimento de difusdo e diminui o
gradiente de concentracao do farmaco, fazendo com que demore mais para que ela
seja liberada (Tran et al., 2011).

Cada via de administragcdo do corpo humano necessita de um tamanho
adequado de particula. Para administracdo intravenosa, o tamanho ideal € em torno
de 200nm de diametro. Sabe-se que tamanhos acima de 200nm podem ativar o
sistema complemento no sangue e eliminar a particula de forma mais acelerada. Ja
tamanhos menores do que 100nm sofrem uma rapida acdo do sistema reticulo
endotelial (Kulkarni e Fend, 2013).Para administracéo oral, sdo preferiveis tamanhos
entre 7,2 e 2,2um. Para administracdo via pulmonar, os tamanhos devem ser em
torno de 3um para se alcangar bons resultado. Para a via subcutanea e
intramuscular, o tamanho das particulas pode variar entre 10 e 250um, a fim de se
evitar a incidéncia de fagocitose por macréfagos e minimizar possiveis reacdes
inflamatdrias (Tran et al., 2011). No caso de animais, pode haver variagfes desses
valores. Em equinos ndo foram encontradas nas literaturas pesquisadas referencias
aos tamanhos de particulas preconizados para cada via de administracao.

Finotelli e colaboradores (2010) desenvolveram uma metodologia para a
producdo dessas particulas. Primeiramente eles prepararam particulas de alginato
de sédio contendo insulina. Posteriormente, as nanoparticulas foram inseridas em
uma solucdo de quitosana onde ficou durante um tempo sob uma condicdo
controlada. Entdo as particulas de alginato-quitosana/insulina foram misturadas a
uma solucéo de ferro (contendo Fe3* e Fe?*) e depois se adicionou uma solucéo de
hidroxido de aménio para manter o pH basico. Elas foram entdo lavadas e secas.
Obteve-se nanoparticulas esféricas e uma estrutura compacta. A superficie
apresentou porosidade com poros medindo alguns micrébmeros. As NPM
apresentaram uma estreita distribuicAo de tamanho e ficaram distribuidas
homogeneamente em toda area da microparticula. Eles investigaram o potencial das

particulas de alginato-quitosana contendo NPM como sistema de liberacdo
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controlada de insulina. Segundo seus estudos, eles concluiram que a associagédo
polimérica entre quitosana e alginato de sodio reforcou a estrutura das esferas
aumentando sua impermeabilidade e diminuiu a liberacdo do agente ativo
pesquisado. Em relacdo a adicdo das NPM, esta promoveu uma liberacdo mais
intensa e controlada do farmaco quando o campo magnético externo foi aplicado.

Xiao e Sun (2013) desenvolveram microesferas de quitosana e alginato
contendo Fe3Os. O Oxido de ferro foi produzido através do método de co-
precipitacdo e foi inserido na microesfera a qual foi produzida pela técnica de
emulsificagao/gelificagéo interna. As esferas adquiridas foram regulares com
tamanho em torno de 150pm e elas ndo se deformaram com a insercdo das

particulas de 6xido de ferro mantendo a forma esférica.

2.5 Progesterona

A progesterona (Figura 15) € um hormoénio esteréide secretado pelas células
do corpo luteo presente na placenta e nas glandulas adrenais. A progesterona, cuja
férmula molecular é C21H3002, possui peso molecular de 314,46 g/mol. Ela € uma
droga lipossoluvel, altamente solivel em solventes organicos, etanol e acetona e
praticamente insolivel em agua (8,8 mg/L a 20°C) (Brasil, 2010). Ela é estavel em
temperaturas mais altas e ao ar (Rathbone et al., 2002). A sua temperatura de fuséo
€ 127-137°C para forma ae 121°C para a forma g.

No campo da veterinaria este horménio apresenta ampla atuagéo, sobretudo
em equinos. Suas fung¢des primordiais sdo (1) encerrar com 0s sinais comuns ao
estro; (2) regular o ciclo estral, através da inibicdo da liberacdo esporadica de LH
(horménio luteinizante) quando em niveis elevados; (3) tornar a fémea irreceptiva ao
macho; (4) preparar o Utero para receber o embrido; (5) manter a gestacao inicial; e
(6) sincronizar o estro e controlar a ovulacdo em éguas ciclicas (Faria e Gradela,
2010).
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Figura 15: Estrutura quimica da progesterona (Brasil, 2010).

A acao terapéutica da progesterona pode ser observada na concentracédo de
2-5ng de progesterona por mL de plasma (2-5 ng/mL). Doses acima de 6 ng/mL nao
mostram acao e podem ser até toxicas (Jameela et al., 1998). A sua ingestéao oral
exige doses diarias e esta sujeita a variacbes na concentracdo sanguinea, pois
possui meia-vida curta (intenso metabolismo hepéatico). Além disso, ela ndo é
tolerada em altas dosagens (Cerchiara et al.,, 2003). J4 existem sistemas para a
liberacdo de progesterona, como injecbes oleosas, o0 Altrenogest (progesterona
sintética oral), o P4sLA® 150 (progesterona de longa acdo) e progesterona em
matrizes de PHB (poli-hidroxibutirato) (Faria e Gradela, 2010). No entanto, é
necessario o estudo de sistemas mais eficazes que controlem a liberacdo da
progesterona sem perda de sua acdo e com mais facilidade de administracdo ao
animal. Dessa forma, matrizespoliméricas associadas a vias de administracao
alternativas vém sendo pesquisadas a fim de se resolver estes problemas inerentes
a estrutura da progesterona.

Jameela et al. (1998) estudaram a liberacdo de progesterona utilizando
microesferas de quitosana e o glutaraldeido como reticulante.Eles realizaram
ensaios in vitro e in vivo. Nos ensaios em ratos, eles perceberam que nos animais
que receberam a progesterona nas microesferas a concentracdo no sangue
permaneceu por 5 meses, enquanto que nos ratos que receberam progesterona
livre, esta permaneceu na corrente sanguinea por apenas por 4 dias, sendo assim,
uma opgao promissora.

Latha et al. (2000) estudaram a liberagdo da progesterona em matriz de

caseina bovina utilizando o glutaraldeido como reticulante. Eles fizeram o teste in
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vivo em ratos e detectaram que a liberacdo da progesterona permaneceu por um
periodo prolongado. Assim, este sistema torna-se adequado para o controle da
fertilidade com a probabilidade de que 2 aplicacbes ao ano seriam suficientes para
manter o nivel plasmatico adequado.

Silva J. et al. (2006) produziram microcapsulas de polihidroxibutirato
contendo progesterona para uso subcutdneo em éguas para avaliagcdo da dinamica
Utero-ovarica. Eles executaram testes in vivo em 8 éguas, sendo 4 tratadas (injetou-
se as microcapsula com progesterona) e 4 controle (injetou-se apenas solucéo
fisiologica). Foi verificado que os niveis de hormdnio nas éguas tratadas foram
significativos em relagdo as éguas controle. No entanto, eles perceberam que a via
de administracdo interferiu nos niveis de progesterona na égua, pois houve uma
reacao inflamatoria no local onde se implantou as microcapsulas interferindo na
liberacdo da droga.

Oliveira J. et al. (2013) desenvolveram fibras de poli-(acido latico) (PLA) para
a liberacdo de progesterona e estudaram a sua interacdo com o polimero. Eles
conseguiram comprovar uma miscibilidade entre a progesterona e o polimero. Além
disso, através das andlises eles perceberam que a progesterona agiu como um
plastificante quando adicionado na fibra de PLA e através do estudo de liberacdo
concluiram que ela seguia um modelo de cinética de primeira ordem.

Como se pode perceber, ja existe inUmeros trabalhos referentes a matrizes
poliméricas para liberacdo controlada de progesterona. No entanto, ainda faltam
estudos em relagdo a outras matrizes e a via de administracdo deve ser
cuidadosamente escolhida a fim de ndo se interferir na liberacdo da droga. Na
literatura pesquisada ndo foram encontrados estudos referentes a utilizacdo do
sistema alginato-quitosana/magnetita em associacdo com a progesterona. Assim,
ele serd nosso foco a fim de se aprimorar a sua utilizagdo no controle do ciclo

reprodutivo em éguas.
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

e Sulfato de ferroso heptahidratado P.A. fornecido pela Vetec Quimica Fina
Ltda. Teor: Min. 99%.

e H202 (Perdxido de hidrogénio) fornecido pela Synth; Teor: Min. 29%

e PEG (Polietilenoglicol) 20.000 fornecido pela Merck Schuchardt OHG

e NH4OH P.A. fornecido pela Synth; Teor: Min. 27% de NHs.

¢ Quitosana de médio peso molecular fornecida pela Sigma-Aldrich, Brasil, com
grau de desacetilacdo em torno de 80% e massa molar média igual a 161
g/mol.

e Alginato de sodio fornecido pela Dindmica Quimica Contemporanea Ltda.;
Teor: Min. 90%

e Acido acético fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda; Grau de Pureza: P.A.;

e Carbonato de calcio P.A. fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda. Teor 99%.

e Cloreto de Calcio P.A. Dihidratado fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda.

e Hidroxido de sddio Lentilhas P.A. fornecido pela fornecido pela Vetec Quimica
Fina Ltda. Teor: Min. 97%.

e Oleo Mineral fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda, cod. 018.

¢ N-hexano P.A. 99% ACS fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda.

e Alcool Etilico fornecido pela Cromoline Quimica Fina Ltda; Grau de Pureza:
P.A.

e Alcool Etilico P.A. 95% fornecido pela Proquimios

e Oleato de Sorbitano (Span) 80 fornecido pela Polytechno

e Progesterona (Preg-4-eno-3,20-diona) fornecido pela Sigma-Aldrich; Grau de
Pureza: 99%.

Os produtos Quitosana (médio peso molecular), alginato de sédio e
Progesterona foram caracterizados através da Espectrofotometria de Infravermelho.
Cada amostra foi misturada ao KBr e depois compressa em um “comprimido”

utilizando-se uma prensa manual a 80 toneladas. As medidas foram feitas através
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de um Espectrofotdmetro de Infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF)
Shimadzu, Modelo IRPrestige-21.

3.2 Especificacao dos Equipamentos

e Chapa aquecedora Ceramag Midi IKA, modelo Q-261-Al.

e Centrifuga Macro Evlab EV025-M.

e Balanca de precisdo Sartorius, modelo TE 214S.

e Ultrasom Thornton, modelo T4.

e Ultrasom Ney 19H.

e Ultraturrax Janke & Kunkel IKA-Labortechnik, modelo T25.

e Estufa Nova Etica, modelo 404-3D.

e Camara Incubadora Refrigerada com Agitacdo Orbital (Shaker) Markoni,
modelo MA832.

e Espectrofotbmetro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
Shimadzu, Modelo IRPrestige-21.

e Difratdmetro Shimadzu, modelo XRD 7000.

¢ Gaussimetro GM08 da Hirst-Magnétic Instrument Ltda.

e Microscopio Confocal Olympus, Lext 3D a laser, Modelo OLS4000.

e Microscopio Eletrénico ZEISS, modelo EVO 40 XVP.

e Espectrofotbmetro de RPE Brunker Elexys Modelo E500.

e Magnetdometro de Amostra Vibrante da marca Quantum Design, Modelo
Dynacool.

e Espectrofotometro de UV Shimadzu, Modelo UV-1800, Feixe duplo.

3.3 Fluxograma do processo de preparo e caracterizacdo das
particulas

Foi elaborado um fluxograma (Figura 16) para facilitar a descrigéo das etapas
do processo de sintese das NPM, das microcapsulas poliméricas e as suas devidas

caracterizagoes.
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Figura 16: Fluxograma referente as etapas do procedimento.

3.4 Sintese das nanoparticulas magnéticas de Fez0s (magnetita)

A magnetita foi preparada através do método hidrotérmico, utilizando-se H20:2

como oxidante, baseado na metodologia utilizada por Li, G. et al. (2008) e Chen J. et

al. (2009). Primeiramente, foi dissolvido 2,502g de sulfato de ferro heptahidratado

em 30ml de agua deionizada, previamente desgaseificada. O procedimento foi
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realizado com atmosfera de nitrogénio. Nesta solucdo foi adicionado 10ml de PEG
20000 50g/I e apoés agitacao por 10 min. adicionou-se 30 ml de NH4OH mantendo
agitacao vigorosa. Durante o processo, o pH foi mantido em 10. Apds 5 min., 0,27ml
de H20229% foram adicionados vagarosamente e 0 sistema continuou com agitacéo
vigorosa por 20 min. para se obter uma mistura homogénea. Decorrido este tempo,
a mistura foi transferida para um reator hermeticamente fechado (autoclave) com
parede interna revestida com teflon (Figura 17) e colocado em um forno no qual
permaneceu a 160°C por 5h. Decorrido este tempo, o reator foi arrefecido
naturalmente a temperatura ambiente. Posteriormente, o conteudo foi lavado varias
vezes com etanol onde ficou armazenado sob temperatura aproximada de 4°C para
insercdo nas microcapsulas, sendo referida como magnetita “molhada”. Para

analise, secou-se a magnetita a vacuo a temperatura ambiente.

Figura 17: Foto ilustrativa do reator utilizado para a sintese de magnetita.

3.5 Caracterizagcdo das nanoparticulas magnéticas

3.5.1 Difracéo de Raios-X (DRX)

Esta andlise foi realizada com as NPM com o intuito de identificar a estrutura
cristalina e determinar a composi¢cédo das fases, assim como determinar o tamanho
médio do cristalito formado.
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As andlises foram realizadas em um Difratdbmetro Shimadzu, modelo XRD
7000, presente no Setor de analise de DRX do Laboratério de Materiais Avancados
da UENF (LAMAV/UENF), sob radiacdo CuKa (A=1,54178A). A voltagem e a
corrente de operacdo foram mantidas em 40Kv e 30 mA, respectivamente. As
varreduras foram feitas na faixa do angulo de difracdo 26 = 10-90°, com velocidade
de 2°/min..

O tamanho médio do cristalito foi calculado através da Equacdo de Scherrer
(Equacédo 1), utilizando-se a largura a meia altura do pico de difracdo de maior
intensidade (Li, G. et al., 2008).

D=KA/BcosB Equacao 1
Sendo:
D = tamanho médio do cristalito;
K = constante referente a forma das particulas (esfera=0,94);
A = comprimento de onda da radiag&o eletromagnética (1,54A);
8 = angulo de difragao;

B = largura a meia altura do pico de difragao.

3.5.2 Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET)

O procedimento foi realizado em um Microscopio Eletrénico de transmissao
ZEISS, Modelo EM 900, presente na Unidade de Microscopia do Centro de
Biociéncia e Biotecnologia Universidade Estadual do Norte-Fluminense Darcy
Ribeiro (CBB/UENF), com o intuito de determinar o tamanho e morfologia interna
das nanoparticulas de magnetita. Estas foram incorporadas em uma resina EPON e
deixou-se secar por 72 horas. Decorridos este tempo, foi realizado um corte ultrafino
usando um ultramicrotomo e levada para analise através do MET, em uma voltagem

de aceleracéo de 50 kV.

3.5.3 Espectroscopia Mossbauer

As nanoparticulas magnéticas foram avaliadas com o intuito de identificar e
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guantificar os tipos de éxidos de ferro presentes na amostra, complementando as
informacdes obtidas pelo DRX, e observar o comportamento magnético da particula.

A analise de Mossbauer foi realizada no laboratério de Espectroscopia
Mossbauer do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) (RJ). Os espectros
foram obtidos em temperatura ambiente, por meio de um espectrofotdmetro
convencional de transmissdo, com aceleracédo constante, usando como fonte 5'Co

dispersa em matriz de Rh.

3.5.4 Magnetometria de Amostra Vibrante (MAV)

A magnetometria de amostra vibrante foi executada com o objetivo de
caracterizar as propriedades magnéticas das nanoparticulas. As curvas possibilitam
informacBes a respeito do campo coercivo, a magnetizacdo de saturacdo e a
magnetizagdo remanescente das amostras.

As medidas magnéticas foram feitas no Centro Brasileiro de Pesquisa Fisica
(CBPF) (RJ). A caracterizagdo magnética foi realizada através de um Magnetémetro
de Amostra Vibrante (MAV), mais comumente conhecido como VSM (Vibrating
Sample Magnetometer), da marca Quantum Design, Modelo Dynacool, a
temperatura de 300K. A histerese da magnetizacéo foi obtida mudando H entre -
40kOe e 40kOe. Utilizou-se 10,77mg de amostra.

3.6 Metodologia de formulacdo das microcapsulas

Para a formulacdo das microcapsula utilizou-se o método emulsificacao/
gelificacéo interna baseado na metodologia de Silva, C.M. et al., 2006 e Xiao e Fei,
2013.

Os procedimentos foram realizados com o auxilio de um agitador mecanico
Fisatom Modelo 723, com um misturador mecanico e agitacdo de 400 rpm e a 0°C
(Figura 18).
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Figura 18: Foto ilustrativa do equipamento utilizado para a formulacdo de
microcapsulas.

Para a preparacdo das microcapsulas alginato-quitosana (Figura 19a), uma
solucdo de 15 mL de alginato de sédio 3% contendo 2 mL de CaCOs 5% (fase
aquosa) foi gotejada em uma emulsdo contendo 40 mL de 6leo mineral e 1% de
Span 80 (fase oleosa). Este gotejamento foi realizado de forma manual, porém da
forma mais constante possivel. Uma solu¢do contendo 10 mL de 6leo mineral e
aproximadamente 0,17 mL de acido acético foi gotejada simultaneamente. Testou-se
também o procedimento sem a presenca do surfactante Span 80. Ap6s o
gotejamento o sistema ficou em agitacdo por 40 min.. Adicionou-se a emulsédo 50 mL
de uma solugéo de CaClz 0,05M contendo 1% de Tween 80, para separagdo das
fases, e permaneceu a agitagdo por mais 10 min.. Posteriormente retirou-se a fase
oleosa e lavou-se o conteddo com a solucdo de CaClz 0,05M contendo 1% de
Tween 80 e adicionou-se 10 mL de N-hexano para retirar todo o 6leo residual. A
retirada de todo Oleo é extremamente necessaria, pois poderia prejudicar a interagéo
entre o alginato e quitosana. Apos a retirada de todo o 6leo, adicionou-se 50 mL de
solucdo de quitosana 1%. Apds 30 min. de agitacdo suave, as microcapsulas foram
lavadas e armazenadas em tampao acetato pH 4,5 para analises.
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Figura 19: Esquema ilustrativo do procedimento para preparacdo das (a)
microcapsulas alginato-quitosana,; (b) microcapsulas alginato-
guitosana/magnetita; (c) microcapsulas alginato-quitosana/magnetita-
progesterona (Adaptado de Silva C.M. et al., 2006 e Xiao e Fei, 2013).

Para a formulacdo da microcapsula alginato-quitosana/magnetita (Figura
19b), seqguiu-se o procedimento anterior, sendo que 0,28g de magnetita “molhada”
foi inserida na solucdo de alginato de sédio 3% e dispersada com a ajuda do
ultrasom, de forma a se promover a total desagregacdo das nanoparticulas de
magnetita. Antes de a magnetita ter sido adicionada, ela estava armazenada em
alcool, entdo se retirou o maximo do alcool previamente. Apés a adicdo da
magnetita, prosseguiu-se com a adicdo da solugcdo CaCOs 5% como exposto
anteriormente.

Para a formulacdo da microcapsula alginato-quitosana/magnetita-
progesterona (Figura 19c), seguiu-se o procedimento anterior. Porém 0,45g de
progesterona foi previamente diluida em uma pequena quantidade de alcool etilico,
pois sua solubilidade em agua é baixa, e adicionada na solucéo de alginato de sodio
3% (proporcao Alg/Prog 1/1, m/m). A progesterona foi dispersa com a ajuda do
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ultrassom até apresentar um aspecto homogéneo e apds esta etapa, deu-se

continuidade com a inser¢ao da magnetita e da solugéo de CaCO35%.

3.7 Caracterizacdo das microcapsulas

3.7.1 Espectroscopia na regidao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho foi realizada com as microcapsulas
alginato-quitosana/magnetita e alginato-quitosana/magnetita-progesterona com o0
intuito a interacdo entre os componentes do sistema.

A amostra, previamente seca, foi misturada ao KBr e depois compressa em
um “comprimido” utilizando-se uma prensa manual. As medidas foram feitas através
de um Espectofotometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
Shimadzu, Modelo IRPrestige-2, na Unidade de Caracterizacdo Térmica do
SEPOL/LAMAV. Os dados obtidos foram compilados através do programa OriginPro
8.

3.7.2 Analise de termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi realizada com o intuito de complementar a
analise de possiveis interacdes nos componentes da microcipsula e delimitar a
composicdo da microcapsula. Foram feitos os termogramas do alginato, quitosana e
microcapsula alginato-quitosana/magnetita-progesterona.

As andlises foram realizadas em um equipamento TGA Q-500 — TA
Instruments, existente na Unidade de Caracterizacdo Térmica e Superficial
(UCTS/SEPOL). A faixa de temperatura utilizada no ensaio foi de 20 a 850°C, com
uma taxa de aquecimento de 10°C/min e um fluxo de ar sem nitrogénio de 25

mL/min.Para a determinacdo da composi¢cao da microcapsula utilizou-se nitrogénio.

3.7.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
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Esta andlise foi realizada com as microcapsulas de alginato-
quitosana/magnetita-progesterona, alginato, quitosana e progesterona com o intuito
de confirmar as interacdes entre o alginato, quitosana e progesterona.

Além disso, utilizou-se o método para calcular a Carga de progesterona
encapsulada na microcapsula a partir de uma curva de calibracido Area x Carga de
progesterona (%). Para isso, realizou-se o DSC de 5 misturas fisicas
progesterona/alginato, sendo conhecidas as porcentagens de progesterona (Tabela
1). A area do pico referente a fusdo da progesterona foi adquirida através do
termograma de DSC e a curva de calibragdo foi elaborada em funcdo das
porcentagens de progesterona (%) presente em cada mistura.

Tabela 1: Valores percentuais (%) de progesterona nas misturas fisicas.

Mistura fisica Progesterona/alginato

% de progesterona
(9/9)

0,026/0,1 20,63
0,055/0,1 35,4
0,101/0,1 50,24
0,16/0,1 61,53
0,102/0,05 67

O procedimento foi realizado no Laboratério de Materiais Avancados no Setor
de Polimeros na Unidade de Caracterizacdo Térmica e Superficial, da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy- Ribeiro (LAMAV/SEPOL/UCTS/UENF).
Utilizou-se um equipamento de DSC-QDSC2000 da TA Instruments, com
resfriamento controlado (LNCS).

As analises de DSC foram executadas em panelas de aluminio
hermeticamente fechadas com aproximadamente 14mg de amostra. A faixa de
temperatura utilizada foi de -105 a 200°C, com taxa de aquecimento de 10°C/min e

atmosfera de nitrogénio dindmica de 20mL/min.
3.7.4 Determinagcdo da Carga Efetiva (%) de progesterona na
microcapsula alginato-quitosana

Para a determinacdo da Carga Efetiva (%) da progesterona da microcapsula

utilizou-se a técnica de Espectroscopia no Ultravioleta. O procedimento foi realizado
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em triplicata (C1, C2 e C3). Primeiramente, 40mg de microcapsula foi inserida em 7
mL de solucado &lcool/dgua 60% e 2 mL de solucdo de EDTA 5 mM e proporcionou
um ambiente basico (pH=10) com a adicdo de NaOH (Karewicz et al., 2010). Deixou-
se a solucdo em agitacdo por 24h, a temperatura ambiente, e posteriormente
centrifugou-se o conteddo por 5 min. a 3600rpm. O sobrenadante foi retirado, sendo
anotado este volume para calculos posteriores, e a quantidade de progesterona foi
determinada por espectofotometria de UV com um Espectrofotdmetro Shimadzu de
feixe duplo, Modelo UV-1800, no comprimento de onda de 247nm. Foi utilizada a
curva de calibracdo (ver a frente Figura 22) para o célculo da quantidade de
progesterona presente na microcapsula. O branco utilizado foi a solugdo obtida a
partir do mesmo procedimento acima, porém com microcapsulas que ndo possuiam
progesterona.

A Carga Percentual foi determinada pela Equacdo 2 (Ribeiro et al., 2005-

adaptada),

Carga %=Mqrr/Mqmx100 Equacao 2

sendo Mgqrp a quantidade real de progesterona na microcapsula e Mom a quantidade

de microcapsula utilizada para o teste.

3.7.4.1 Determinacéo do indice de Umidade (%)

O Indice de Umidade da microcapsula alginato-quitosana/magnetita-
progesterona foi determinado com o intuito de auxiliar no calculo da Carga Efetiva
Percentual (%). Para isso pesou-se 3 quantidades de microcapsulas Umidas. Entédo
elas foram secas e pesou-se novamente. Os valores das massas foram anotados e

calculou-se a porcentagem correspondente a agua e a microcapsula seca.

3.7.5 Distribui¢cao de tamanho

A distribuicdo de tamanho e dimensofes foi realizada com as microcapsulas
alginato-quitosana, com as microcapsulas alginato-quitosana/magnetita e com a
microcapsulas alginato-quitosana/magnetitapor meio de micrografias confocal

obtidas em umMicroscopio Confocal, Lext 3D a laser OLS4000 da marca Olympus.
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As microcapsulas alginato-quitosana foram secas em um dessecador a
temperatura ambiente e posteriormente, foram dispostas em uma lamina de vidro
para observacdo. Foram utilizadas 3 micrografias, cada uma contendo
aproximadamente 25-50 microcapsulas.

As microcépsulas alginato-quitosana/magnetita foram suspensas em 10 mL
de alcool etilico e 1 gota de Tween 80. Posteriormente, elas foram aderidas em uma
lamina de vidro e deixou-se secar no dessecador por 24h. Foram utilizadas 5
micrografias, cada uma contendo aproximadamente 25-50 microcapsulas.

As microcapsulas alginato-quitosana/magnetita-progesterona  foram
suspensas em 10 mL do préprio meio de armazenamento (tampdo acetato pH
4,51)e adicionou 1 gota de acido oléico. Posteriormente, elas foram aderidas em
uma lamina de vidro e deixou-se secar no dessecador por 24h. Foram utilizadas 6

micrografias, cada uma contendo aproximadamente 15-30 microcapsulas.

3.7.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Esta analise foi realizada com a microcdpsula de alginato-quitosana/magnetita
com o intuito de verificar a morfologia externa das particulas, sobretudo verificar a
agregacao das mesmas.

O procedimento foi realizado no Centro de Biociéncia e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Norte-Fluminense Darcy Ribeiro (CBB/UENF). As analises
foram feitas em um Microscépio Eletrénico de Varredura ZEISS, modelo EVO 40
XVP, operando em uma voltagem de 30kV.

Para se executar as analises, as amostras foram depositadas em um porta-
amostra com fita adesiva dupla-face e recobertas com ouro formando um filme de

20nm para que as amostras ndo sofressem descargas durantes as analises.

3.7.7 Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

As microcapsulas alginato-quitosana/magnetita-progesterona foram
observadas pela Microscopia de Transmissdo com o intuito de verificar a sua
morfologia interna e verificar o seu tamanho.

O procedimento foi realizado em um Microscopio Eletronico de transmissao
ZEISS, Modelo EM 900, presente na Unidade de Microscopia do Centro de
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Biociéncia e Biotecnologia Universidade Estadual do Norte-Fluminense Darcy
Ribeiro(CBB/UENF).

As microcapsulas foram incorporadas em uma resina EPON e deixou-se
secar por 72 horas. Decorridos este tempo,foi realizado um corte ultrafino usando
um ultramicrétomo e levada para analise através do MET, em uma voltagem de

aceleracdo de 50 kV.

3.8 Estudo de Liberacao da progesterona

3.8.1 Elaboracédo da curva de calibracdo da progesterona em alcool/
agua 60% (v/v)

Para que pudesse quantificar a concentracdo da progesterona liberada da
microcapsula, primeiramente elaborou-se uma curva de calibracdo da progesterona
em alcool/agua 60% (v/v). Para isso, preparou-se 5 diluicdes volumétricas diferentes
a partir de uma solugdo estoque com concentracédo conhecida, obtida levando-se em
consideracdo a quantidade inicial de progesterona utilizada para a producdo das
microparticulas. As solu¢des foram medidas por espectofotometria de UV com um
Espectrofotdbmetro Shimadzu de feixe duplo, Modelo UV-1800, e os dados foram
compilados através do programa OriginPro 8. A absorbancia foi medida no
comprimento de onda de 247nm. O branco utilizado foi a solucdo de alcool/agua
60%.

A curva de calibracdo da progesterona em alcool/agua 60% (Figura 20)
obteve a equacéao a partir da reta y=0,0717 + 0,01597x e o coeficiente de correlacéo
(R?) foi igual a 0,99845, indicando a linearidade da curva de calibragéo.
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Figura 20: Curva de calibracédo da progesterona em alcool/agua 60%.

3.8.2 Estudo da influéncia do campo magnético na liberacdo da

progesterona a partir de microcapsulas de alginato-quitosana/magnetita

Para o estudo de liberacdo da progesterona utilizou-se uma solucao
alcool/agua 60% (v/v) (Taghizadeh et al., 2004 e Mashak e Taghizadeh, 2006).
Foram separados 12 tubos de ensaio contendo cada um 40 mg de microcapsulas e
5 mL de solucgéo alcool/agua 60%. Os tubos de ensaio foram mantidos em repouso e
a temperatura ambiente. Em intervalos previamente estipulados (Tabela 2) o
sobrenadante foi retirado e a quantidade de progesterona nestas aliquotas foi
determinada por espectofotometria de UV com um Espectrofotbmetro Shimadzu de
feixe duplo, Modelo UV-1800, no comprimento de onda de 247nm e os dados foram
compilados através do programa OriginPro 8. O branco utilizado foi a solucéo de

alcool/agua 60%.
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Tabela 2: Tempos estipulados para retirada das aliguotas da amostra para

analise por espectroscopia no ultravioleta.

Tubos de Ensaio Tempo Decorrido
1 15 min.
2 30 min.
3 1h
4 2h
5 4h
6 6h
7 8h
8 10h
9 12h
10 24h
11 48h
12 72h

Para o estudo da liberacdo controlada da progesterona mediante a presenca
de um campo magnético, foi desenvolvido um protétipo especialmente para gerar
um campo magnético pulsante (Figura 21). O dispositivo consiste de 2 imas
permanentes cilindricos de Neodimio-Ferro-Boro (NdFeB, 0,3T- Dados do
fabricante) fixados radialmente em uma polia, a qual foi conectada em um motor.

Este gira a uma frequéncia de 35 Hz, promovendo um campo magnético pulsante.
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Ima NdFeB

Figura 21: Imagem do equipamento utilizado para aplicar o campo magnético
pulsante nas amostras. (a) Visao de cima; (b) Visdo de frente.

As amostras foram colocadas em tubos de ensaio e estes ficaram a uma
distancia de 0,5 cm dos imas onde o campo magnético medido foi de
aproximadamente 0,2 T. Para esta medicdo utilizou-se um Gaussimetro GM08 da
Hirst-Magnétic Instrument Ltda, presente no Laboratério de Tecnologia de Alimentos
da Universidade do Norte Fluminense (LTA/UENF). O teste de liberacéo foi feito
utilizando-se 7 tubos. Pesou-se 40 mg de microcdpsula e imergiu-as em 5 mL de
solucdo alcool/agua 60%. Apos intervalos previamente estipulados (Tabela 3) o
sobrenadante foi retirado e a quantidade de progesterona nestas aliquotas foi
determinada por espectofotometria de UV com um Espectrofotdmetro Shimadzu de
feixe duplo, Modelo UV-1800, no comprimento de onda de 247nm. Os dados foram
compilados através do programa OriginPro 8. O branco utilizado foi a solu¢cdo de
alcool/agua 60%.

Para a comparacdo da liberacdo na auséncia e presenca do campo
magnético, foram consideradas as 7 amostras sem 0 campo cujos tempos
correspondiam aos tempos estipulados para o teste na presenca do campo

magnético.
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Tabela 3: Tempos estipulados para retirada das aliquotas do teste com o
campo magnético para analise por espectroscopia no ultravioleta.

Tubos de Ensaio Tempo Decorrido

1 30 min.

1h
2h

6h
8h

2
3
4 4h
5
6
7

12h

A determinacéo da concentracdo da progesterona foi feita através da curva de
calibracdo (Figura 20) com o auxilio da equacéo y= 0,0717 + 0,01597x, R?= 0,99845.
O percentual do contetdo de progesterona liberado foi calculado em relacéo a carga
total de progesterona que havia na microcapsula, medido previamente no

procedimento para determinagéo da carga percentual.
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CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1 Sintese da magnetita

Ao longo do procedimento experimental houve a mudanca da coloragéo da
solugdo. Ao se adicionar o NH4OH, percebeu-se a mudanca de tonalidade de
amarelo claro para negro, isso ocorreu devido a formacgado do oxido de ferro. Ao se
adicionar o agente oxidante H202, a coloragdo mais escura se intensificou e é a
etapa em que ocorre a formacdo da magnetita. A reacdo que ocorreu durante a
sintese encontra-se na Figura 22.

Fe** +20H—> Fe(OH),
3Fe(OH), + H,0, — Fe;0, T 4H,0

Figura 22: Esquema representativo da reacdo de sintese da magnetita através
do método hidrotérmico (Li, G. et al., 2008).

Para se evitar a oxidacdo indesejada da magnetita, a agua deionizada
utilizada no procedimento hidrotérmico foi levada a ebulicdo para retirada do
oxigénio dissolvido. Além disso, borbulhou-se também nitrogénio a fim de se
proporcionar um ambiente totalmente livre de oxigénio. Durante todo o procedimento
manteve-se a atmosfera inerte. Ap0s a sintese, constatou-se um comportamento

magnético ao aproximar um ima ao precipitado (Figura 23).
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a) b)

w :

Figura 23: Efeito do campo magnético na magnetita: a) auséncia do campo

magnético; b) presenca do campo magnético.

O método hidrotérmico se baseia em uma reacdo a alta temperatura e
pressdo. A temperatura utilizada de 160°C durante 5h foi extremamente importante
para garantir o tamanho na escala nanométrica, boa dispersdo e cristalinidade.
Reportes anteriores (Chen, J. et al., 2009) indicaram o tempo de reacdo de 5 horas
como apropriado para a formacdo de nano particulas menores e com maior
esfericidade assim como a temperatura de 160°C (Li, G. et al., 2008) considerando
gue acima da temperatura de 160°C a supersaturacao do fluido diminui e o tamanho

da particula aumenta.

4.2 Caracterizacao da magnetita (FezOa)

4.2.1 Difragcéo de Raios-X (DRX)

Os picos identificados no difratograma (Figura 24) foram os referentes aos
indices (111), (220), (311), (400), (422), (511), (440) e (533). Eles sdo compativeis
com a ficha JCPDF (Powder Diffraction File) 19-0629, referente a magnetita e
revelam uma estrutura cristalina do tipo espinélio invertido, com rede de Bravais
clbica de face centrada e parametro celular a=8,396A. Pode-se perceber que os
picos sao intensos e estreitos, 0 que indica que a magnetita apresenta alta

cristalinidade.
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Figura 24: Espectro de DRX da magnetita (Fes0a).

Os resultados DRX (Figura 24) para o o6xido de ferro (magnetita) sintetizado
pelo método hidrotérmico estdo em correspondéncia com os resultados de Chen, J.
et al. (2009), em que nao houve a presenca de picos de impurezas. Li, G. et al.
(2008), que utilizaram o mesmo método, também obtiveram amostras de magnetita
sem a presenca de impurezas.

Através da Equacdo de Scherrer (D=KA/BcosB), utilizando o pico mas intenso
(Figura 24) calculou-se o tamanho médio do cristal da magnetita, sendo ele
19nm.Este tamanho se encontra na faixa de 5 a 20nm caracteristico de
monodominios que apresentam um comportamento superparamagnético.

Apesar do célculo do tamanho médio do cristal através da Equacdo de
Scherrer ndo ser suficiente para determinar o tamanho da particula, € uma evidencia
importante na caracterizacdo da magnetita sintetizada e estd de acordo com 0s
reportes de Goya et al. (2003), Li, G. et al. (2008) e Silva, V.A.J. et al. (2013).
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4.2.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Com o auxilio da MET foi determinado o tamanho médio das particulas de
magnetita (Figura 25) de 10nm. Media ligeiramente inferior a dos cristais
determinado com auxilio do DRX. As nanoparticulas apresentaram um formato

regular compacto. Se observa na imagem certa tendéncia a agregacao.

Figura 25: Imagem de TEM da magnetita.

4.2.3 Espectroscopia Mossbauer

O espectro de Mdssbhauer (Figura 26, Tabela 4), realizado a temperatura
ambiente, apresenta basicamente 2 sextetos caracteristicos da magnetita. Um deles
mais amplo (Sitio A — traco rosa), correspondente ao sitio tetraédrico, apresentou
campo magnético hiperfino (Bnr) de 48,9T, deslocamento isomérico (8) de 0,30
mm/s? e deslocamento quadrupolar (2¢) de -0,002 mm/s?. O outro sexteto bem
definido (Sitio B — azul), referente ao Fe octaédrico, apresentou campo magnético
hiperfino (Bnr) de 45,9T, deslocamento isomérico (5) de 0,45 mm/s? e deslocamento

quadrupolar (2¢) de 0,001 mm/s?. Além disso, observou-se também a presenca de
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um parametro hiperfino referente a goethita, com um campo magnético hiperfino
(Br) de 37,7 T, deslocamento isomérico (5) de 0,36 mm/s? e deslocamento
quadrupolar (2¢) de -0,286 mm/s?, a qual representou 19% do espectro.

A componente de distribuicdo do campo magnético hiperfino apresentou um
baixo campo magnético de 34,2T, o que pode ser interpretado como uma
contribuicdo do efeito de superficie devido ao tamanho nanométrico da particula o
qual representou 60% do espectro.

Como nao houve a formacdo de dubletos, ndo se pode afirmar as
caracteristicas superparamagnéticas da magnetita por esta andlise. Pode-se inferir
gue ainda estavam presentes multidominios na amostra. No entanto, a formacéo dos
sextetos indica a presenca de monodominios, porém sem uma reducdo total do
tamanho capaz de ocasionar uma transicdo de fase magnética (Moreto et al., 2008;
Goya et al., 2003).

As porcentagens das fases explicitas na Tabela 5, representam uma
proporcao das areas relativas do espectro, ndo sendo possivel dizer exatamente o

quanto de cada fase do Fe est& presente.
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Figura 26: Medida de Espectroscopia de Mdssbauer da amostra de magnetita

realizada a temperatura ambiente.
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Tabela 4. Parametros hiperfinos obtidos no Espectro Méssbauer.

Espectro Parametro Hiperfinos
<&> (mm/s) 0,44(23)
Nano <Bn> (T) 34,2(3)
Area (%) 60(2)
<&> (mm/s) 0,30(2)
Magnetita <Bn> (T) 48,9(2)
(Sitio A) 2¢ (mm/s) -0,002(1)
Area (%) 26(2)
<&> (mm/s) 0,45(3)
Magnetita <Bn> (T) 45,9(2)
(Sitio B) 2¢ (mm/s) 0,001(1)
Area (%) 15(2)
<6> (mm/s) 0,36(3)
: <Bw> (T) -0,286(3)
Goethita 2¢ (mm/s) 37,72)
Area (%) 19(2)

A analise de Méssbauer detectou a fase goethita ndo identificada pela anélise
de DRX. Isso provavelmente aconteceu pelo fato da maioria das particulas serem da
ordem de nanémetros. Provavelmente a técnica de DRX ndo conseguiu detectar as
particulas de goethita e elas poderiam nédo estar bem cristalizadas dificultando a sua
deteccdo e diferenciacdo dos seus picos em relacdo a magnetita. Finotelli et al.
(2004) também detectaram a fase goethita na analise de Mdssbauer, porém esta
nao foi identificada no espectro de DRX do referido autor. A técnica de Mdssbauer
consegue identificar espécies mal cristalizadas e particulas muito pequenas

tornando-se imprescindivel para a identificagcdo destas fases (Guskos et al., 2002).

4.2.4 Magnetometria de Amostra Vibrante (MAV)

A curva de magnetizacdo (Figura 27) da amostra de FeszOs4 mostra um
comportamento reversivel, sem histerese, com uma coercividade nula, assim como a
auséncia de um campo magnético residual. Esse comportamento € caracteristico, na

maioria das vezes, de um material superparamagnético.



Capitulo 4: Resultados 72

50

40 4

30 4

20 4

10+

-10 4

-20 4

Magnetizagao (emu/g)

.30 -

40

_SU | T | T T | T |
-40000 -20000 0 20000 40000

Campo Magnético (Oe)

Figura 27: Curva de magnetizacdo das nanoparticulas de magnetita (FesOa4) a

temperatura ambiente.

O superparamagnetismo € uma propriedade fundamental para aplicacdes
biomédicas, ja que as particulas sédo facilmente magnetizaveis e retidas em um local
guando na presenca de um campo magnético e facilmente redispersas quando
retirado o campo magnético externo (Pankhurst et al., 2003).

A temperatura ambiente, o valor da magnetizacdo de saturacdo encontrado
para a amostra foi de 43 emu/g. Cheng e colaboradores (2005) produziram
nanoparticulas de 9 nm, em média, e encontraram um valor de saturacdo proximo,
sendo de 40 emu/g. Li, Y. e colaboradores (2014) obtiveram um valor de 69,1 emu/g
para nanoparticulas de 10nm. Estes Ultimos inseriram as nanoparticulas em micro-
flores para tratamento de agua residual e justificaram esse valor maior como sendo

uma influéncia da estrutura na qual as nanoparticulas estavam dispersas.

4.3 Sintese das microcapsulas alginato/quitosana contendo a carga
magnética

No caso das microcapsulas alginato-quitosana, previamente foi testada a

producdo das microcapsulas sem o uso do surfactante (Span 80), porém nao se
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obteve particulas com tamanho e forma desejaveis, além de que elas se
aglomeravam muito. Assim, julgou-se necessario o uso do surfactante em todas as
microcapsulas. Ele foi utilizado com o intuito de diminuir a tensdo da interface entre
a fase aquosa e oleosa, facilitar a dispersdo do alginato de sédio (solu¢do viscosa)
no 6leo e para estabilizar a microcdpsula evitando a agregacdo. Além disso, 0
surfactante ajuda na passagem das microcapsulas da fase oleosa para a fase
aguosa (Poncelet et al., 1992).

A concentracdo do alginato de sodio de 3% foi escolhida levando-se em
consideragdo que em contragbes abaixo de 1% nota-se uma baixa formacao de
particulas esféricas. Isso ocorre devido a falta de grupos carboxilicos necessarios
para a gelificacdo, sendo que durante o processo de secagem isso fica ainda mais
evidente. JA em contracbes acima de 3%, nota-se a formacdo de um gel
extremamente viscoso, influenciando de forma prejudicial na granulometria,
polidispersividade e forma da particula (Reis et al., 2006).

A agitacdo constante de 400 rpm é a responsavel por garantir o tamanho da
microcapsula. Ao entrar em contato com o ambiente acido, os ions Ca?* proveniente
do CaCOs comecam a ser solubilizados e a interagir com a estrutura do alginato
promovendo a sua gelificacdo. O processo de gelificacdo ocorre em duas etapas, as
quais estao explicitadas abaixo pelas equacdes 4 e 5 (Reis et al.,, 2006). Deve-se
ressaltar, que em meio acido o CaCOs libera também a forma COs? que age como
uma base regulando o pH no interior das microcapsulas (Tan e Takeuchi, 2007).

A reacdo global da solubilizacdo do sal de calcio é dada por (Reis et al.,
2006):

CaCO3 s) + 2CH3COOH (agy>Ca?*(ag) + 2CH3COO (ag) + H20 () +CO2q) Equacéo 3

A reacdo de gelificacdo do alginato € dada por (Reis et al., 2006):
Ca**(ag) + 2Na*Alag=> Ca?*(Alg)z2 (s) +2Na*(ag) Equacao 4

Ao se adicionar as microcapsulas de alginato na solucdo de quitosana
percebeu-se uma tendéncia a se aglomerar sendo necessaria uma agitacdo
constante do sistema para evitar a aglomeracdo das microcapsulas. Finotelli et al.

(2010) também observaram este efeito e sugeriram que isto seria causado devido as
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propriedades adesivas da quitosana.

4.4 Caracterizacdo das microcapsulas

4.4.1 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A Figura 28 mostra os espectros infravermelho da quitosana, alginato e das
microcapsula alginato-quitosana/magnetita. Os picos identificados em torno de 3440
cm?! sdo referentes ao grupo —OH (Li, G. et al., 2008), relativos a 4gua adsorvida na
amostra (Qu et al.,, 2010). Na quitosana se observa 0s seus picos caracteristicos,
sendo os principais em 1654 cm referente a vibragdo do grupo carbonila da amida
acetilada e 1580 cm™ o alongamento do grupo amino livre. Em 1065 cm™ tém-se o
estiramento do grupo N-H. No alginato observa-se a sua banda tipica em 1620 cm™
relativa a vibracdo do grupo C=0 (Abruzzo et al., 2013). A interacdo entre quitosana
e alginato pode ser percebida através da mudanca do pico 1654 cm! da quitosana
para 1603 cm™ na microcapsula, referente ao grupo carbonila da amida, assim como
foi destacado também por Abruzzo et al., 2013. Em aproximadamente 1350 cm!
percebe-se também um pequeno pico (demarcado com a seta) o qual pode ser um
indicativo dessa interacao.

A interacdo eletrostatica que ocorre entre a quitosana e o alginato torna a
microcapsula mais resistente (Finotelli et al., 2010) razdo pela qual é relevante. A
analise realizada com a técnica FTIR apenas € um indicativo desta possivel
interacdo, pelo que estudos posteriores com a prépria técnica entre outras deverao
aprofundar sobre o estudo da interacao alginato-quitosana.
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Figura 28: Espectro de Infravermelho (a) alginato; (b) quitosana; e (c)
Microcapsula alginato-quitosana/magnetita.

O espectro infravermelho da progesterona (Figura 29b) apresentou 0s seus
picos caracteristicos, sendo o de 1661 cm™ e 1698 cmrelativo ao estiramento da
carbonila do carbono Cs e Cz0 da progesterona, respectivamente (Cerchiara et al.,
2003). O espectro referente a microcapsula alginato-quitosana/magnetita-
progesterona (Figura 29a) apresentou 0s picos peculiares da progesterona,
comprovando sua presenca na microcipsula. Nao € possivel definir qual o tipo de

interac&o existente entre o polimero e a progesterona.
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Figura 29: Espectro de Infravermelho da (a) microcdpsula alginato-

guitosana/magnetita-progesterona; e da (b) progesterona.

4.4.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 30 se refere ao termograma das amostras de progesterona,
quitosana, alginato e microcapsulas alginato-quitosana/magnetita-progesterona. A
degradacédo da quitosana acontece em 293 °C e a do alginato ocorre em 238°C
(Abruzzo et al., 2013), como se observa no grafico. Através da curva da derivada
(DTGA) (Figura 31), se complementa a informacéo relativa ao perfil de degradacao
dos polimeros e das microcapsulas. O comportamento observado para a
microcapsulas evidencia a diminuicdo da estabilidade térmica da quitosana na
formulacdo o que pode ser considerado um indicativo da influencia da carga (Fes0Oa4)
que aumenta a condutividade térmica em relacdo a quitosana pura e a uma possivel

interacdo entre as fases que desestabiliza a quitosana.
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Figura 30: Termograma de TGA da (a) progesterona; (b) quitosana; (c)

microcapsula alginato-quitosana/magnetita-progesterona; e (d) alginato.
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Figura 31: Termograma DTGA da (a) progesterona; (b) quitosana; (c)

microcapsula alginato-quitosana/magnetita-progesterona; e (d) alginato.

Através do termograma de TGA (Figura 32), realizado com as microcapsulas

secas, determinou a massa percentual da carga (magnetita) presente na
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microcapsula a qual foi de 8,1%m/m (residuo que permaneceu constante apos
~825°C).

Instrument: TGA Q5000 V3 15 Build 263
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Figura 32: Termograma da microcapsula alginato-quitosana/magnetita-
progesterona.

4.4.3 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

O termograma de DSC da Figura 33 apresentou as 5 misturas fisicas de
progesterona e alginato e da microcapsula alginato-quitosana/magnetita-
progesterona. Pode-se perceber que os picos referentes a fusdo da progesterona e
do alginato alteram sua intensidade em relacdo a mudanca de propor¢cdo entre os
dois. As areas dos picos de fusdo da progesterona das misturas foram obtidas
(Tabela 6) e foi elaborada uma curva de calibracao ( % de prog liberada x AH (J/g) —
Figura 34). A equacdo da reta obtida foi y=1,17289x, com R?=0,99978. Através desta
curva de calibracdo foi possivel calcular a quantidade de progesterona cristalina
presente na microcapsula levando-se em consideracéo a area do pico de fusdo da
progesterona da amostra explicitada na Figura 35.
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Tabela 5: Valores percentuais (%) de progesterona e area do pico referente a

sua fusao.

Mistura fisica

_ % de progesterona AH (J/g)
Progesterona/alginato (g/g)
- 0 0
0,026/0,1 20,63 17,5
0,055/0,1 35,4 27,4
0,101/0,1 50,24 42,4
0,16/0,1 61,53 53,1
0,102/0,05 67 56,3
- 100 86,6
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Figura 33: DSC referente a (a) Microcapsula alginato-quitosana/magnetita-
progesterona e as misturas fisica de progesterona e alginato (b) Prog/Alg=
0,026/0,1; c) Prog/Alg= 0,055/0,1; (d) Prog/Alg= 0,101/0,1; (e) Prog/Alg=0,16/0,1;
(f) Prog/Alg= 0,102/0,05.
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Figura 34: Curva de calibracdo da Carga Percentual de progesterona (%) em

relacdo a area do pico referente a fusao da progesterona.

Sabendo-se que a area do pico da progesterona na microcapsula alginato-
guitosana/magnetita-progesterona (Figura 35) é 30,37 J/s,calculou-se a Carga
percentual de progesterona na microcapsula através da equacgédo y= 1,17289x, R?=

0,99918. A Carga Percentual de progesterona (%) encontrada foi de 35,62%.
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Figura 35: DSC referente Microcapsula alginato-quitosana/magnetita-

progesterona.
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O termograma da Figura 35 apresentou um pico endotérmico bem definido
com uma temperatura de pico de 130,6°C referente a fusdo da progesterona. Pode-
se perceber que este pico endotérmico referente a progesterona indica sua presenca

na forma cristalina.

4.4.4 Determinacdo da carga total efetiva de progesterona nha

microcapsula alginato-quitosana/magnetita
4.4.4.1 Determinac&o do indice de Umidade (%)

Para o célculo do indice de Umidade pesou-se trés massas diferentes de
microcapsulas alginato-quitosana/magnetita-progesterona. As porcentagens de
microcdpsulas secas e Umidas foram calculadas e obteve-se a média e o desvio
padrao, resultados que sdo da mesma ordem (4,74%) que o observado na analise

termogravimétrica (Figura 32). Os dados encontram-se na Tabela 5.

Tabela 6: Dados referentes ao percentual (%) de Umidade e Massa Seca de
Microcapsulas (*DP: Desvio Padrao).

Amostra de Massa Umida Massa Seca % Umidade % Massa Seca
Microcapsulas (9) (9)
1 0,078 0,0039 95 5
2 0,1022 0,0049 95,21 4,79
3 0,0977 0,00051 94,87 5,22
MédiazDP 95+0,2 5+0,2

4.4.4.2 Carga Total Efetiva (%)

A guantidade de progesterona foi calculada com o auxilio da equacgédo y=
0,0717 + 0,01597x, R2= 0,99845 (curva de calibragcéo - Figura 20). O procedimento
havia sido feito em triplicata, porém uma amostra foi desconsiderada devido a
problemas durante a andlise. ApOs o calculo da concentragdo molar da
progesterona presente a partir da absorbancia, identificou-se a massa (g) de

progesterona presente na amostra.



Capitulo 4: Resultados 82

Através da determinac&o do indice de Umidade, pdde-se determinar a massa
seca da microcapsula que foi utilizada primariamente no procedimento. Por meio da
equacdo 2 (Carga %=Mgqrr/Mqux100) calculou-se a Carga Efetiva (%) de
progesterona na microcapsulas, a qual foi de 56,7%z1,8.

Este valor foi maior do que o encontrado pelo célculo de DSC (35,62%). Esta
diferenga entre os valores € devido a analise de DSC em que se detectou somente a
fracdo cristalina da progesterona. Isso demonstra que no interior da microcapsula ha
uma quantidade de progesterona amorfa provavelmente distribuida na matriz e outra

cristalina o que deve influenciar no perfil de liberacdo da progesterona.

4.4.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) das microcapsulas

Alginato-Quitosana/magnetita-progesterona

A imagem de MEV da microcapsula alginato-quitosana/magnetita-
progesterona (Figura 36) revela uma particula com geometria esférica com estrutura
compacta e didmetro médio aproximado de 5-10um. A forma esférica da
microcdpsula pode ser atribuida a alta taxa de reticulagdo ocorrida durante o
processo de gelificacdo do alginato (Ribeiro et al., 2005). A adicdo da quitosana
proporciona um revestimento sobre o alginato aumentando a densidade de
reticulacdo e diminuindo os poros, caracteristicos da estrutura do alginato (Finotelli

et al., 2010).

Figura 36: Imagem de MEV da microcépsula de alginato-quitosana/magnetita-

progesterona.



Capitulo 4: Resultados 83

4.4.6 Distribuicdo de tamanho das microcapsulas.

A distribuicdo de tamanho de particulas das amostras das microcapsulas
alginato-quitosana, das microcapsulas alginato-quitosana/magnetita e alginato-
guitosana/magnetita-progesterona foram determinadas com auxilio da Microscopia
Confocal (Figura 37). As amostras foram preparadas de formas diferentes para o
confocal devido ao fato das microcdpsulas se comportarem de maneira diferente
guando secas. Quando as microcapsulas contendo a magnetita foram colocadas na
placa de vidro para secar no dessecador, elas parecem ter uma atracdo mais forte
uma pelas outras e s&o mais fortemente aderidas ao vidro deformando-as e
impossibilitando a sua analise pelo microscépio confocal. Por isso foi necesséria a
adicdo de um surfactante para que as microcapsulas ndo se aderissem umas as
outras e na lamina de vidro. Percebeu-se a formacdo de alguns agregados de
microcdpsulas, que ndo foi possivel contabilizar este valor, entdo foram
desconsiderados. O mesmo ndo ocorreu com as microcdpsulas isentas de
magnetita. Estas ndo se comportaram de forma a se agregar levando a perda de
forma da esfera. Técnicas mais eficazes para o preparo das amostras estdo sendo
elaboradas a fim de se adquirir imagens mais representativas das microcéapsulas
atraves da técnica de confocal.

A distribuicdo de tamanho das microcapsulas alginato-quitosana (Figura 37a)
esta localizada entre 9 e 88um com um maximo de distribuicdo entre 39-55um. 75%
das microcapsulas apresentam um tamanho entre 23-55um.

A distribuicdo de tamanho das microcapsulas alginato-quitosana/magnetita
(Figura 37b) localizam o maximo de distribuicdo correspondente a 46,4% das
microcapsulas entre 45-63um.

A distribuicdo de tamanho das microcapsulas alginato-quitosana/magnetita-
progesterona (Figura 37c) estd deslocado para valores maiores que as
microcapsulas sem a progesterona e magnetita com valores entorno a 97um e um
maximo de distribuicdo entre 53-75um correspondente ao $59,3% das

microparticulas.
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Figura 37: Distribuicdo de tamanho referente as microcapsulas (a) alginato-
guitosana; (b) alginato-quitosana/magnetita; e (c) alginato-quitosana/magnetita

-progesterona.
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Pode-se inferir que em todos 0s casos a distribuicdo de tamanho apresenta
um formato gaussiano e a faixa de tamanho obtida se encontra adequada para
aplicacdes biomédicas utilizando a via intramuscular e subcutanea, as quais exigem
um tamanho entre 10 e 250um (Tran et al., 2011). Esta via de administracdo € uma
alternativa plausivel, uma vez que a progesterona serd absorvida de forma
controlada pela corrente sanguinea e a microcapsula polimérica sera biodegradada
no proprio tecido em que foi previamente inserida. No caso do uso em equinos, as

particulas podem apresentar um tamanho maior devido ao porte do animal.

4.4.7 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) das microcapsulas

Alginato-Quitosana/magnetita-progesterona.

A analise da morfologia interna das microcdpsula  alginato-
quitosana/magnetita-progesterona (Figura 38) com auxilio da MET revela a
distribuicdo heterogénea das fases e a dificuldade de identificacdo destas nas
microcapsulas. Pode-se perceber que a microcipsula apresenta proximo a sua
superficie uma regido constituida por varios poros. Essa formacdo de poros é uma
caracteristica do alginato e contribui para uma baixa retencdo do encapsulado, por
iSSO se optou por revestir a microcapsula com a quitosana. Na imagem se observa
na superficie uma fina camada densa que deve estar associada a quitosana utilizada
para diminuir a taxa de liberacdo da progesterona em relacdo ao alginato e diminuir
possiveis perdas da carga devido a menor retencdo da matriz de alginato (Huguet e
Dellacharie, 1996).

Estudos mais aprofundados serdo realizados a fim de se determinar

precisamente a localizacdo da progesterona na microcapsula.
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500 nm

Figura 38: Imagem de MET da microcapsula alginato-quitosana/magnetita

progesterona.

4.5 Estudo do perfil de liberacdo da progesterona a partir da
microcapsula  alginato-quitosana  contendo nanoparticulas

magnéticas

O perfil de liberacdo da progesterona a partir das microcapsulas alginato-
guitosana/magnetita-progesterona (Figura 39, Tabela 7) sem a presenca do campo
magnético externo mostra, primeiramente, um salto no perfil de liberacéo (“burst”) de
aproximadamente 53 % do total de progesterona encapsulada. Esta caracteristica
também foi observada na experiéncia utilizando um campo magnético externo, ja
que o ‘“burst” ndo depende do transporte interno de progesterona. Este
comportamento esta relacionado, principalmente, com a presenga de progesterona
na superficie ou proxima a ela, fendbmeno que se da mais pronunciado devido a
relativa carga alta de progesterona, 56,7%=1,8 (m/m), em relacdo a massa total das
particulas. Nas primeiras 12 horas foram liberadas de forma controlada 14% da
progesterona (ap6s o burst) e no final do experimento (72 horas, Tabela 7) 26% em

relacdo a progesterona total encapsulada.
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Figura 39: Perfil de liberacdo da progesterona na presenca e auséncia do

campo magnético pulsante.

Tabela 7: Dados referentes a progesterona liberada (%) em 72h na auséncia do

campo magnético e em 12 horas na presenca do campo magnético pulsante.

Na presenca do campo Na auséncia do campo
Amostras magneético pulsante magnético pulsante
Tempo (h) % Prog liberada % Prog liberada
1 1,25 - 28,39
2 0,5 54,39 31,94
3 1 57,33 53,23
4 2 57,60 56,13
5 4 58,61 57,65
6 6 76,61 60,57
7 8 76,73 61,97
8 10 - 66,88
9 12 81,18 67,43
10 24 - 71,45
11 48 - 73,89
12 72 - 78,71
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O “pburst” € um fenbmeno frequente nos sistemas de liberacdo, que ocorre
geralmente pela presenca do farmaco na superficie da estrutura matricial (Lopes et
al., 2005). Decorrido este momento inicial, a liberacdo ocorrerd levando-se em
consideracdo as caracteristicas do sistema. O alginato, por ser uma matriz
hidrofilica, dificulta a passagem da progesterona que € um farmaco lipofilico. A
presenca da quitosana, por sua vez, reforca esse controle na liberagdo ja que o
alginato possui uma tendéncia a formar poros. Cerchiara et al., 2003, estudaram a
liberacdo da progesterona de complexos de hidroxipropil-p-ciclodextrina incorporada
com quitosana. Eles perceberam que a insercdo da quitosana diminuiu a liberacdo
em 24h. Este efeito foi explicado devido a difusdo lenta da progesterona (farmaco
lipofilico) através da quitosana que possui propriedades hidrofilicas.

A liberacdo da progesterona na presenca do campo magnético pulsante
apresentou um perfil de liberacdo similar do que na auséncia do campo (Figura 39,
Tabela 7), na primeira hora de liberagdo. Este comportamento observado esta em
correspondéncia como a interpretacdo dada para o perfil de liberagdo sem a
presenca do campo magnético considerando que é dependente da solubilidade e
distribuicdo da droga na regido préxima a superficie. Comportamento semelhante foi
observado no trabalho de Finotelli et al., 2010, para o estagio inicial em presenca de
um campo magnético e sem o campo, no estudo da liberacdo de um farmaco
hidrofilico (insulina) na matriz alginato-quitosana. Eles perceberam que na presenca
do campo magnético oscilante o perfil de liberacéo foi mais intenso.

Nos tempos maiores (>5 h) é perceptivel 0 aumento da taxa de liberacéo para
as particulas expostas ao campo magnético liberando as 12 horas aproximadamente
14% a mais de progesterona. Este comportamento é consequéncia da modificacédo
do coeficiente de difusdo da matriz originado pela vibracdo das nanoparticulas
magnéticas que geram modificacBes conformacionais das cadeias poliméricas da
matriz polimérica devido a sua maior mobilidade e consequentemente aumentando o
transporte de progesterona (Souza, A. et al., 2014; Edelmer e Lander, 1993).

Por ser um sistema inovador, ainda ndo sdo encontrados muitas opc¢des de
trabalhos referentes ao uso da matriz alginato-quitosana contendo nanoparticulas
magneéticas. Contudo, a liberacdo de farmacos de matrizes com outros polimeros ja
foram estudado. Hsieh et al. (1981) estudou a liberacdo de albumina bovina a partir
de um disco do copolimero etileno-vinil-acetato (EVA) contendo particulas

magnéticas e observou que quando o sistema era exposto a um campo magnético
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oscilante (0,1T), o polimero liberou 100% a mais de albumina do que quando na
auséncia do campo magnético.

A formacéo de uma relacdo entre o perfil de liberacdo observado e a cinética
de liberacdo depende das caracteristicas da matriz transportadora, principalmente
fatores tais como morfologia e difusividade das matrizes, mobilidade da cadeia, taxa
de intumescimento, porosidade, cristalinidade e solubilidade da droga na matriz
(Korsmeyer e Peppas, 1981).

O comportamento cinético observado para a formulacdo alginato-
quitosana/magnetita-progesterona € complexo assim como sua morfologia interna
(Figura 38). A matriz polimérica modula a liberagdo da progesterona o que depende
da sua difusividade e solubilidade. Estas propriedades estdo relacionadas com a
geometria da progesterona, a flexibilidade das cadeias alginato-quitosana e
cristalinidade das fases destes polimeros, por outro lado o coeficiente de
solubilidade depende da presenca de fase cristalina e interagdes que possam existir
entre a progesterona e as fases poliméricas.

O analise cinético dos dados experimentais e seu ajuste aos comportamentos
cinéticos classicos, realizados para as primeiras 12 horas ap6s o burst inicial,
evidencia um comportamento diferenciado entre os sistemas com e sem influencia
do campo magnético externo.

Caso a progesterona estivesse formando uma cdapsula ou nudcleo, a
morfologia da microcédpsulas seria capsular e a ordem esperada seria zero (Figura
40a) para o qual os dados das experiéncias sem aplicar o campo magnético externo
se aproximam. Para estes mesmos dados, sem aplicar o campo magnético, se
encontrou um ajuste similar para o ordem 1 que € préprio de formulacdes nas quais
a concentracao de droga contida na matriz € menor que a de saturacdo. No terceiro
ajuste realizado assumindo uma ordem t*, previsto por Higuchi para os casos em
gue a droga esta distribuida em toda a matriz, também foi observado uma correlacéo
similar. Estes resultados sdo condizentes com a morfologia heterogénea da matriz
(parte da droga encapsulada e parte distribuida na fase de alginato) observada
(Figura 38) assim como a existéncia da uma fracdo cristalina de progesterona que
dificulta o ajuste a um modelo simples associado a morfologia e demais

caracteristicas da matriz e a carga.
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Figura 40: Correlacdo linear entre diferentes ordens para a cinética de

liberacdo da progesterona ((a) n=0; (b) n=1; (c) t* (Higuchi)).

A progesterona cristalizada demorara mais tempo para ser solubilizada e ser
capaz de se difundir através do polimero. Como apenas a droga solavel na matriz ira
contribuir para o0 mecanismo de difusdo, parte da progesterona que ndo esta
solubilizada podera ser liberada por intumescimento do polimero ao longo do tempo
(Lopes et al., 2007). O fato do polimero também possuir uma parte amorfa e uma
cristalina promover uma migragéo irregular da droga no seu interior, influenciando no
comportamento cinético de liberacdo (Carelli et al., 1993).

Esta andlise sustenta também a interpretacdo dos resultados observados no
sistema alginato/quitosana/magnetita/progesterona ao aplicar o campo magnético
externo. Existe uma apreciavel dispersdo de pontos experimentais em relacdo ao
ajuste matematico realizado para as ordens zero, 1 e t”” como consequéncia do
efeito do campo magnético sobre o coeficiente de difusdo e sobre as interacdes

entre a progesterona e as fases poliméricas o que ocorre de forma diferenciada nas
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diferentes regides existentes nas microcapsulas. Isto afeta a difusdo da
progesterona e o tratamento matemético fica mais complexo (Siepmann e
Siepmann, 2012) pelo que dificilmente acompanhara um comportamento cinético
simples.

Orienti e Zecchi (1993) estudaram a diferenca de liberacdo da progesterona
através de microcapsulas e microesferas de albumina (polimero hidrofilico). Eles
adquiriram microparticulas regulares e observaram que a liberacdo através da
microesfera ocorreu por um mecanismo anémalo de difusdo, enquanto que com as
microcapsulas a liberacdo ocorreu de acordo com as tendéncias cinéticas que
variam de acordo com o tempo. O procedimento de producdo das microcapsulas
influencia decisivamente no mecanismo de liberacédo da droga. A presenca de poros,
a intensidades da interacdo dos componentes, a solubilidade do farmaco na matriz e
a presenca de agentes reticulantes sao fatores que determinam qual o modelo
matematico que melhor se ajusta ao sistema ao sistema de liberacao.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

A metodologia utilizada (hidrotérmica) com uma temperatura de reacdo de
160°C e tempo de reacdo de 5 horas, foi adequada para a produgédo de
nanoparticulas regulares de 6xidos de ferro, magnetita como fase maioritéria,
devidamente caracterizadas pelas técnicas de Difracdo de raios X e
espectroscopia Mossbauer.

A fase cristalina da magnetita produzida apresentou um tamanho médio de
cristal de 19nm (DRX) coexistindo com particulas de menor tamanho (10um)
registradas com auxilio da microscopia eletrénica de transmisséao.

A nanomagnetita apresentou uma curva de magnetizacdo a temperatura
ambiente sem a existéncia de histereses, uma coercividade nula e auséncia
de magnetizacdo residual caracteristico de um comportamento
superparamagnético. A magnetizacédo de saturacao alcancada foi de 43 emu
g™

As microcépsulas alginato-quitosana/magnetita-progesterona apresentaram
um formato regular esférico com uma superficie densa sem aparente
porosidade. A distribuicdo de tamanho é do tipo gaussiana com um maximo
de distribuicdo em 53-75ums, uma carga magnética de 8%m/m e 56,7% m/m
de progesterona destas aproximadamente 36% em fase cristalina.

O perfil de liberacdo da progesterona a partir das microcapsulas formuladas
apresentou um “burst” pronunciado (53% de progesterona) tanto nas
experiéncias sem aplicar um campo magnético externo como nas que foi
aplicado o campo de 0,1T. As principais diferencas observadas pelo efeito do
campo magnético externo foram observadas a partir das 4 horas de liberacao
controlada.

O campo magnético externo aplicado originou uma liberacdo de 10% m/m de
progesterona a mais nas primeiras 12 horas em relacdo a liberacao registrada
sem aplicar o campo magnético externo.

O comportamento cinético observado ndo correspondeu aos perfis classicos
cinéticos associados a morfologias capsulares (n=0), sistemas ndo saturados
na carga (n=1) a distribuicdo da carga em toda a matriz (t'?) isto devido a

morfologia complexa apresentada pelas microcapsulas como foi observado
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nas imagens do corte polar das microcapsulas com auxilio da Microscopia
Eletrbnica de Transmiss&o.

e A liberagcdo controlada da progesterona a partir da formulacdo
alginato/quitosana/magnetita/progesterona, contendo uma carga com
propriedades superparamagnética que permite a vetorizacdo e aumento da
taxa de liberacdo da progesterona como pretendido nos objetivos do presente
trabalho resulta promissorio para o controle da concentracdo plasmatica do
horménio em equinos, deixando em aberto a necessidade de um maior

controle da morfologia interna das microcapsulas.
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