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RESUMO

Os polihidroxialcanoatos, por serem biocompativeis e biodegradaveis, séo
materiais a serem considerados na formulacdo de sistemas de liberagao controlado
e vetorizados (SCLV). Na éarea da veterinaria, estes SLCV podem ser muito Uteis
para controlar a sincronizacao do estro de equinos, por intermédio da liberacédo
controlada da progesterona. Uma das maneiras promissoras de controlar a liberacéo
e direciona-la ao local desejado € através da interagdo entre particulas
superparamagnética, contidas na matriz portadora, com um campo magnético
externo. Assim, no presente trabalho sdo formuladas e caracterizadas matrizes de
Poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) (P3(HB-co-HHx)) e poli 3-hidroxibutirato
(P3HB) contendo nanoparticulas magnéticas e progesterona, com a finalidade de
serem usadas em liberacdo controlada e vetorizada na veterinaria para
sincronizacdo do estro de equinos. Para esse fim, as formulacfes utilizando os dois
poli 3-hidroxialcanoatos foram produzidas pelo método de simples emulséo (O/W),
onde a fase organica, composta de polimero, cloroférmio, magnetita e progesterona,
€ emulsificada em uma fase aquosa e posteriormente o solvente é evaporado para
gue ocorra a formacao das microparticulas. As imagens de MEV mostraram que 0s
transportadores apresentaram uma geometria esférica com superficie irregular e
distribuicdo de tamanho larga com particulas de tamanho entre 2-100 um para o
P3HB e entre 2-72um para o P3(HB-co-HHx). A analise de DRX mostrou que a
cristalinidade do P3HB diminuiu nas formulacbes contendo progesterona e
magnetita. Por esse motivo, a cristalinidade dos dois sistemas poliméricos
estudados ficou proximas, o que resultou em um perfil de liberagdo da progesterona
similar. O estudo do perfil de liberagdo dos transportadores apresentou um “burst”
inicial de aproximadamente 2% antes da primeira hora e ocorreu um incremento

entorno de 12% da taxa de liberacdo na presenca de um campo magnético externo.

Palavras Chaves: Liberacdo controlada e vetorizada, poli 3-(hidroxibutirato-co-

hidroxihexanoato), Progesterona, nanomagnetita.
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ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates, due to being biocompatible and biodegradable, may
be used as the matrix in systems for vectorized and controlled release. In veterinary
medicine, these systems may be useful to control estrus synchronization in mares, by
means of the controlled release of progesterone. One of the promising approaches to
control the release and to direct it toward the desired region is by the interaction of
supermagnetic particles with an external magnetic field. Thus, this work formulates
and characterizes P3(HB-co-HHX) and poly 3-hydroxybutyrate (P3HB) loaded with
progesterone and nanomagnetic properties, in order to be used in veterinary
medicine as vectorized and controlled release for estrus synchronization in mares.
For this purpose, formulations using the two poly 3-hydroxyalkanoates were
produced by the simple emulsion method. The organic phase, which consisted of
polymer, chloroform, magnetite and progesterone, was emulsified in an aqueous
phase and subsequently the solvent was evaporated so that the formation of the
microparticles occurred. SEM images showed that the carries had a spherical
geometry with irregular surface and wide-size distribution, with particles of size
between 2-100 uym for P3HB and 2-72 uym for P3 (HB-co-HHXx). XRD analysis showed
that P3HB crystallinity decreased in formulations containing progesterone and
magnetite. Therefore, the crystallinity of the two polymer systems was close, resulting
in a similar progesterone release profile. The study of the release profile of the
carriers showed an initial burst of approximately 2%, before the first hour. Also, a
swell of around 12% of release rate occurred in the presence of an external magnetic
field.

Keywords: Vectorized and controlled release, poly 3-(hydroxybutyrate-co-

hydroxyhexanoate), progesterone, nanomagnetite.



CAPITULO 1: INTRODUCAO

O surgimento da ideia de usar polimeros na liberacdo controlada de agentes
ativos remota dos anos 60, porém naquela época se usava polimeros nédo
degradaveis o que implicava na necessidade de remocédo cirurgica, o que limitava
sua aplicabilidade (Freiberg e Zhu, 2004). Esse inconveniente comecou a ser
superado nos anos 70, quando os polimeros biodegradaveis comecaram a ser
usados para a administragdo controlada de farmacos. A partir de entdo, os estudos
sobre a liberacdo controlada de agentes ativos cresceram e esse tema se tornou
interessante para diversas areas como ha agricultura, na industria de produtos
cosméticos, na medicina, na veterinaria, entre outras (Gangrade e Price, 1991;
Freiberg e Zhu, 2004; Campos et al., 2013).

A liberacdo controlada e vetorizada de agentes ativos apresenta varias
vantagens em relacao a liberacao convencional. A liberacdo convencional apresenta
uma série de limitacbes como a falta de especificacdo para o local patolégico e
mudancgas ciclicas na concentracdo do farmaco na corrente sanguinea. Ja na
liberacdo controlada e vetorizada, o farmaco é direcionado ao local desejado
evitando efeitos colaterais e a liberacdo ocorre de forma controlada e constante,
podendo ajustar e otimizar a taxa de liberacdo do farmaco (Dash e Cudworth, 1998).

Entre os polimeros utilizados como matriz, os polihidroxialcanoatos (PHAS)
vém se mostrando atraente para a medicina e veterinéria, pois redne caracteristicas
como biocompatibilidade, biodegradabilidade e nao toxicidade (Zinn et al, 2001,
Reddy et al., 2003). Dentre os PHASs, o poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato)
(P3(HB-co-HHXx)) pode ser usado como matriz em liberacdo controlada de agentes
ativos, pois além de possuir as caracteristicas jA& mencionadas, sua cristalinidade
pode ser modificada conforme o teor do co-monémero hidroxihexanoato (HHx) na
molécula, o que permite modificar a taxa de agente ativo que € liberado da matriz
(Wang et al., 2004; Peng et al., 2012).

Para aprimorar a liberagdo controlada e vetorizada de farmacos, as
nanoparticulas magnéticas podem ser inseridas nos sistemas que utilizam
biopolimeros. Nesse caso, 0 uso de um campo magnético externo pode conduzir as
particulas ao local em que se deseja a acédo do farmaco e controlar a velocidade da

liberacédo (Parveen et al., 2012).



O estudo da manipulacdo do ciclo estral de equinos tém se tornado
importante devido a necessidade de uma maior eficiéncia reprodutiva. A
progesterona € um hormonio frequentemente utilizado para controlar as funcdes
reprodutivas, porém se faz necessério o estudo e o aperfeicoamento de um método
mais eficiente de entrega que nao cause estresse no animal (Faria e Gradela, 2010).

Embora o poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) (P3(HB-co-HHx)) ja
esteja sendo estudado para o uso em sistemas de liberacdo controlada (Kilicay et
al., 2011; Peng et al., 2012) a incorporagcdo de nanoparticulas magnéticas nesse tipo
de microcapsula polimérica ainda néo foi reportado na literatura. Portanto, o grande
desafio desse trabalho serd o de desenvolver uma metodologia apropriada para a
producdo de microparticulas magnéticas de P3(HB-co-HHx) com propriedades
adequadas para o uso na veterinaria que seja de facil replicacdo; compara-las com
as formulacgdes utilizando o Poli 3-hidroxibutirato (P3HB), mais utilizado na literatura
como matriz em sistemas de liberagcdo controlada, e aprofundar nas variaveis que

afetam a taxa de liberacéo.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi o de formular e caracterizar matrizes de poli
3-hidroxibutirato (P3HB) e poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) (P3(HB-co-
HHXx)) contendo nanoparticulas magnéticas e progesterona, com a finalidade de
serem usadas em liberacdo controlada e vetorizada na veterinaria para

sincronizacao do estro de equinos.

1.1.2 Objetivos especificos

¢ Desenvolver uma metodologia para produzir microparticulas de P3(HB-
co-HHXx) contendo nanomagnetita e progesterona;

e Caracterizar essas microparticulas magnéticas produzidas, dando
énfase em seu formato, tamanho, superficie e cristalinidade.

e Produzir microparticulas de P3HB contendo nanomagnetita e
progesterona e realizar um estudo comparativo de suas propriedades
com as apresentadas quando o P3(HB-co-HHXx) foi utilizado.

e Fazer o estudo da liberagdo do hormdnio progesterona, a partir das
duas matrizes poliméricas, na presenca e na auséncia do campo
magnético externo, avaliando a influéncia desse campo na liberacao e

estabelecendo uma correlacdo com a morfologia da matriz.



1.2 Justificativas

As nanoparticulas magnéticas revestidas com polimeros vém sendo
amplamente estudadas em diversas areas. Sendo uma delas a liberacdo controlada
e vetorizada de farmacos para o uso em humanos e na area da veterinaria. Portanto,
0 presente trabalho possui justificativas relevantes, como contribuir para o
desenvolvimento e aperfeicoamento de um sistema de liberacdo de farmacos,
utilizando matrizes poliméricas que podem ser biossintetizadas a partir de fontes
renovaveis, como os poli 3-hidroxialcanoatos, e com tecnologia nacional (PHB
Industrial), para serem utilizadas de forma inovadora em tratamentos de patologias.

E extremamente importante desenvolver um sistema eficiente de liberacdo
controlada de farmacos para uso na veterinaria, pois dessa forma sera possivel
reduzir a repeticdo da administracao do farmaco, diminuindo o estresse do animal e
reduzindo o tempo de exposicdo do humano a compostos, que em alguns casos,
nao sdo seguros de serem manuseados. Além disso, esse tipo de sistema garante
uma concentracdo adequada do farmaco na corrente sanguinea do animal,
diminuindo efeitos ndo desejaveis. Esses motivos apresentados indicam que o
sistema de liberacdo controlada pode ser mais seguro e adequado para 0 UsSO na
medicina veterinaria se comparados com sistemas tradicionais de entrega de drogas
(Rothen-Weinhold et al., 2010).

A realizacdo desse trabalho também €& estimulada por possuir na literatura
poucos trabalhos que fazem uso do P3(HB-co-HHX) para liberacdo controlada, a
pesar de seu elevado potencial nesta area, bem como a auséncia de estudos
incorporando nanoparticulas magnéticas em matrizes de polihidroxialcanoatos para
produzir sistemas de liberagao controlada e vetorizada.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro possui grupos de
pesquisas que colaboram uns com os outros de forma multidisciplinar para o
aperfeicoamento de novas tecnologias. O grupo de pesquisa no qual esse trabalho
faz parte, possui parceria com o Laboratério de Melhoramento Genético Animal da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) para tragar uma estratégia para
o desenvolvimento de sistemas de liberagcdo controlada para a sincronizacdo do

estro de equinos.



CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Sistemas de liberacdo controlada e vetorizada de farmacos

Em qualquer que seja a forma de tratamento usado para tratar uma patologia,
sempre se busca adequar a administracdo do farmaco (agente ativo) a uma
guantidade apropriada para curar ou controlar a doenca em questdo. Portanto, a
maneira pelo qual o farmaco sera liberado ter& efeito na sua eficiéncia terapéutica.

Os sistemas tradicionais de entrega de droga, ou seja, uso de via intravenosa
ou extravasculares (oral, sublingual, nasal, renal, etc), ndo conseguem manter as
concentracbes dos farmacos em niveis apropriados durante muito tempo. Nesses
casos a concentracdo do farmaco aumenta rapidamente, podendo alcancar niveis
toxicos na corrente sanguinea e depois diminui a niveis ineficientes, tornando-se
necessaria uma nova dosagem (Figura 1). J& na liberagdo controlada a
concentracdo do agente ativo permanecera constante no plasma sanguineo, pois, a

liberacdo do farmaco ocorrera a uma velocidade praticamente constante (Freiberg e
Zhu, 2004; Huynh e Lee, 2014).
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Figura 1 — Perfil de concentracado plasmatico de um farmaco no tempo para um
sistema de liberacdo controlada e para um sistema de liberacdo convencional
(Huynh e Lee, 2014 - adaptado).



Portanto, o principal objetivo de usar sistemas de liberacdo controlada de
drogas é o de manter o farmaco dentro de uma janela terapéutica apropriada
podendo reduzir o niumero de doses e ao mesmo tempo poder diminuir a quantidade
do farmaco administrado, o que evitard efeitos indesejaveis devido as altas
dosagens (Freiberg e Zhu, 2004; Hazer et al., 2012; Parveen et al., 2012; Liu et al.,
2014; Huynh e Lee, 2014).

A maioria dos farmacos apresenta uma série de limitacbes que podem vir a
causar efeitos indesejaveis durante o tratamento. Dentre esses limitantes podemos
citar a falta de especificac@o para o local patolégico, o que resulta em distribuicdo do
farmaco por todo o corpo; necessidade de alta dosagem para produzir o efeito
desejado; alta toxicidade; sofrer degradacdo em meios fisioldégicos; possuir meia-
vida curta e possuir pouca solubilidade, que facilita a aglomeracdo. Devido as
limitagbes citadas, novos sistemas de transporte de farmacos estdo sendo
desenvolvidos a fim de melhorar a eficacia, a farmacocinética (absorcéo, distribuigdo
e destino das drogas) e a protecdo do agente ativo da degradacéo in vivo (Parveen
et al., 2012).

Dentre esses novos sistemas de entrega, as microparticulas poliméricas
apresentam grande potencial, pois sua estrutura pode ser modificada a fim de
controlar a cinética de liberacdo, além de poder encapsular tanto drogas hidrofilicas
guanto hidrofébicas (Parveen et al., 2012; Zhang et al., 2013). No entanto, o uso de
microparticulas poliméricas pode possuir desvantagens, incluindo possivel
toxicidade ou ndo biocompatibilidade, uma dificil correlac@o entre a liberag&o in vitro
(utilizada em estudos) e in vivo, possuir produtos indesejaveis de degradacdao,
dificuldade no ajuste da dosagem do farmaco, custo mais elevado e em alguns
casos a necessidade de cirurgia para o implante e/ou remocdo do sistema de
liberacdo. Por isso, o requisito basico que um sistema de liberacdo de farmacos
deve ter para que possa ser usado em humanos e animais € a disponibilidade de um
material apropriado, que deve ser totalmente inofensivo ao organismo vivo, ser
biodegradavel em meios bioldgicos e possuir propriedades fisico-mecanicas e
biomédicas necessarias (Althuri et al., 2013; Huynh e Lee, 2014).

Um sistema de liberagdo vetorizado visa a liberacdo de forma seletiva do
agente ativo em sitio fisiol6gico especifico, ou seja, em um 6rgao, tecido ou célula,
gue necessite da acao farmacoldgica. Portanto, o grande desafio em sistemas de

liberacéo controlado e vetorizado € o de produzir um sistema aprimorado capaz de



liberar e direcionar os farmacos no momento, local, dose e periodo de tempo
adequado. Sendo assim possivel tratar a doenca sem provocar efeitos indesejaveis
no restante do organismo (Hazer et al., 2012). Existem varias formas de direcionar e
modular a liberacdo de um agente ativo com estimulos bioldgicos (pH e temperatura)
ou estimulos externos (como o uso de ultrassom ou campo magnético).

O perfil de liberacdo do farmaco encapsulado dependera das propriedades do
farmaco (como a difusibilidade) e de como esse se encontra distribuido dentro da
microparticula. De acordo com a distribuicdo do composto ativo no interior da
microparticula (particulas poliméricas que apresentam um didmetro médio entre 1
um a 1 mm), ela pode ser classificada como: “microesferas” ou “microcapsulas”
(Figura 2). As microesferas sao sistemas matriciais (sistema monolitico) e podem ser
divididas em solugBes monoliticas (onde o farmaco apresenta-se completamente
solubilizado na matriz) e dispersées monoliticas (onde farmaco se encontra
parcialmente solubilizado na matriz). Nesse tipo de sistema com a degradacao da
matriz polimérica, a droga comeca a se difundir para o0 meio, logo a taxa de liberagcéo
dependera da degradacdo da matriz. JA as microcapsulas apresentam casca
(polimero) e nucleo (agente ativo), podendo ter um ou mais de um nucleo. Nesse
tipo de sistema o farmaco se difunde através da casca que envolve o farmaco,
portanto a taxa de liberagdo ndo é afetada pela degradacdo da matriz (Silva et al.,
2003; Siepmann e Siepmann, 2012; Campos et al., 2013; Huynh e Lee, 2014).

microcapsulas microesferas
mononuclear polinuclear  heterogénea homogénea
= Principio ativo

Polimero

Figura 2 — Modelo da estrutura dos diferentes tipos de microparticulas
(Silva et al., 2003).



O uso de modelos matematicos para estudar a liberacdo de farmacos pode
ser muito util para acelerar os estudos no desenvolvimento de farmacos com um
perfil de liberacdo apropriado, bem como compreender melhor os mecanismos que
atuam e controlam a liberacdo do agente ativo a partir de sistemas de administracao
avancados. Para selecionar a equacdo matematica apropriada devemos observar
primeiramente se estamos lidando com um “sistema casca-nucleo” ou um “sistema
monolitico”. Outro fator a ser observado é se a concentracéo inicial do farmaco esta
abaixo ou acima da solubilidade do farmaco quando o sistema se encontra no meio
de liberacdo. Além desses fatores deve-se conhecer qual a geometria do sistema de
administracdo do farmaco (esférico, cilindrico, lamina, entre outras geometrias mais
complexas). Os principais modelos matematicos usados para modelar a liberacdo
controlada de farmacos sdo: cinética de ordem zero, cinética de primeira ordem e
cinética de Higuchi (Siepmann e Siepmann, 2012; Jain e Jain, 2016; Costa e Lobo,
2001).

e Cinética de ordem zero

Ocorre quando a taxa de liberacdo se mantém constante até que todo o
agente ativo seja liberado, ou seja, a cinética de liberagcdo é independente da
quantidade de droga. Esse tipo de cinética ocorre em “sistemas casca-nucleo”
guando o agente ativo é mantido no estado saturado, portanto o seu transporte
molecular através da membrana permanecera constante.

Porém, quando o sistema de liberacao é colocado no meio de liberacéo dois
tipos de desvios do comportamento ideal podem ser observados. O primeiro é
conhecido como “lag” e ocorre quando a membrana polimérica esta carregada com
uma pequena quantidade de agente ativo, sendo necessario um determinado tempo
para que a taxa de liberacdo figue constante, ocorrendo entdo um tempo de retardo.
O outro fendmeno é conhecido como “burst” e ocorre quando o agente ativo se
acumula na membrana, ocorrendo uma taxa de liberacdo mais pronunciada no inicio
da liberacdo até que o periodo estacionario seja alcancado (Siepmann e Siepmann,
2012; Jain e Jain, 2016; Costa e Lobo, 2001).



A cinética de ordem zero pode ser expressa pela seguinte equagao:
Dt == DO + Kot Eq 1

Onde:

D = quantidade de farmaco liberado no tempo t;

Do = quantidade inicial de farmaco;

Ko = constante de liberacdo de ordem zero (taxa de liberacao);
t = tempo.

¢ Cinética de primeira ordem

Esse perfil de liberacdo pode ser observado quando a taxa de liberacdo é
proporcional a quantidade de farmaco na microcapsula, ou seja, ocorre um
decréscimo exponencial na taxa de liberacdo em funcdo do tempo. Os “sistemas
casca-nucleo” ndo saturados apresentam esse tipo de cinética, pois o transporte
molecular do agente ativo ndo é constante através da membrana polimérica (Jain e
Jain, 2016).

A liberacdo do farmaco que segue a cinética de primeira ordem é expressa

pela seguinte equacdo matematica:
C=Coe™® Eq2

Que pode ser linearizada aplicando o logaritmo em ambos os lados da
equacéao:

Onde:

C = concentracédo de farmacos liberado;

Co = concentracao inicial do farmaco;

K = constante de velocidade da primeira ordem (taxa de liberacao);

t = tempo.
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e Cinética de Higuchi (t*%)

Higuchi nos anos de 1961 e 1963 desenvolveu uma série de modelos
matematicos para estudar o comportamento observado durante a liberacdo de
farmacos. O modelo Higuchi foi entdo representado pela seguinte equacao

matemaética:

Q: = /D(2C — Cy)C, Eq 4
Onde:
Q: = quantidade de farmaco liberado por unidade de area no tempo t;
D = constante de difuséo;
C = concentracdo inicial de droga;
Cs= a solubilidade da droga;

C¢ = concentracao da droga em um determinado tempo t.

O modelo proposto por Higuchi foi simplificado usando uma constante. Assim,
esse modelo descreve a liberacdo de farmaco como um processo de difusdo que

depende da raiz quadrada do tempo.

Q: = Kyt Eq 5

Onde:
Q: = quantidade de farmaco liberado por unidade de area no tempo t;
Ky = constante de dissociagao Higuchi (taxa de liberacao);

t = tempo.

Mais comum nos sistemas monoliticos, a cinética de Higuchi ocorre quando a
taxa de liberacdo diminui de forma proporcional a raiz quadrada do tempo. Nesse
caso a queda da taxa de liberacdo acontece de forma menos acentuada do que na
cinética de primeira ordem. Na realidade em matrizes contendo o agente ativo
totalmente dissolvido apresenta dois tipos de regime cinético, primeiramente

1/2

obedecendo a cinética de Higuchi (t7“) e depois de um tempo a cinética de primeira

ordem. J4 as matrizes que possuem o agente ativo disperso no polimero exibira uma
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cinética do tipo Higuchi para quase todo o processo de liberacdo, assumindo que a
maioria do agente ativo se encontra disperso e ndo dissolvido (Siepmann e
Siepmann, 2012; Jain e Jain, 2016; Costa e Lobo, 2001).

2.2 Polihidroxialcanoatos

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo homo ou heteropoliésteres que podem
ser produzidos a partir de fontes renovaveis, sendo em sua maioria poliésteres
alifaticos constituidos por carbono, oxigénio e hidrogénio; que possuem a seguinte

estrutura quimica, Figura 3 (Braunegg et al., 1998).
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Figura 3 - Estrutura quimica geral dos PHAs (Braunegg et al., 1998). Onde “n”

representa o nimero de monémeros presentes na estrutura do polimero e “R”

representa a cadeia lateral, onde um substituinte ou hidrogénio estara presente.

Estes polimeros s&do acumulados intracelularmente como material de
armazenamento de carbono e/ou energia em varios microrganismos, podendo
chegar a 90% do peso seco da célula. Sdo conhecidos mais de 300 microrganismos
capazes de produzir PHAs, como as bactérias: Alcaligenes eutrophus, Sphaerotilus
natans, P. denitrificans, P. putida BMO1, Klebsiella aerogenes, entre outras (Lee et
al., 1999; Reddy et al., 2003; Chen e Wu, 2005; Pereira, et al., 2008; Cespedes et
al., 2018). A producao desses polimeros pelos microrganismos ocorre quando um
dos nutrientes essenciais de crescimento como 0 nitrogénio, enxofre, oxigénio,
fésforo ou magnésio, se encontra em concentragfes limitadas enquanto o carbono
se encontra em excesso. Existem varios compostos organicos que podem ser
usados como fonte de carbono para a producdo de PHAs, como também podem ser

usadas fontes mais baratas como melaco, soro de leite, farelo de arroz ou até
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mesmo materiais que seriam descartados (6leo usado, agua residual ou lama ativa)
(Nigmatullin et al., 2015).

Dependendo do metabolismo do microrganismo e dos substratos, diferentes
monbémeros sdo acoplados na cadeia principal, logo, diferentes copolimeros (Figura
4) com propriedades distintas (Tabela 1) podem ser obtidos (Bordes et al., 2009;
Nigmatullin et al., 2015). Cerca de 150 monémeros de PHA diferentes ja foram
identificados e esse numero ndo para de crescer devido aos avangos nas pesquisas
(Tan et al., 2014). Entre os PHAs podemos citar os: poli 3-hidroxibutirato (P3HB),
poli 4-hidroxibutirato (P4HB), poli 3-hidroxivalerato (P3HV), poli 3-hidroxihexanoato
(P3HHX), poli 3-hidroxioctanoato (P3HO) entre outros (Chen e Wu, 2005; Hazer et
al., 2012).

[
—E0‘|C'H(CH:)nC i
R
(PHA)
x =100 - 30000
n=1 R=H Poli(3-hidroxipropionato) (P3HP)
R=metil Poli(3-hidroxibutirato) (P3HB)
R= etil Poli{3-hidroxivalerato) (P3HV)
R= propil Poli{3-hidroxihexanoato) (P3HHx)
R= pentil Poli{3-hidroxioctanoato) (P3HO)
R=nonil  Poli{(3-hidroxidodecanoata)  (F3HDD)
n=2 R=H Poli{4-hidroxibutirato) (P4HB)
n=3 R=H Poli(5-hidroxivalerato) (PSHV)

Figura 4 — Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos (Hazer et al., 2012).

Tabela 1- Exemplos de propriedades térmicas e mecanicas de alguns PHAs
(Nigmatullin et al., 2015).

Polimeros- Ponto de Resisténcia a Modulo de Deformacao
PHAs Fusao Tracao Young até ruptura
(C9) (MPa) (GPa) (%)
P(3HB) 175 40 3,5 5-6
P(3HV) 106,2 6,6 0,39 3,5
P(4HB) 60 50 0,07 1000
P(3HB-co-3HV) 137-170 20-25 0,7-2,9 50
P(3HB-co-4HB) 152 26 - 444
P(3HHXx-co-3HO) 61 9 0,008 380

P(3HB-co-3HHXx) 97 4,5 0,135 107,7
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Os PHAs podem substituir os plasticos convencionais derivados do petréleo
em uma variedade de aplicacbes como em embalagens, agricultura e medicina. Eles
sdo em geral biodegradaveis, insoliveis em &agua, ndo toxicos e com boa
biocompatibilidade, possuem elevado grau de polimerizacdo, sdo altamente
cristalinos e opticamente ativos (Reddy et al., 2003).

Na medicina e na veterinaria os polihidroxialcanoatos tem se mostrado bons
candidatos para o uso em sistemas de liberacdo controlada de drogas, pois
possuem propriedades adequadas para estes sistemas (Zinn et al., 2001). Devido a
sua biocompatibilidade esses polimeros séo inertes em relacdo a tecidos animais e
ainda possuem como vantagem uma taxa de degradacao biolégica baixa, tendo
como produtos principais desta degradacdo CO, e H,O. Sendo que a taxa de
degradacdo e a porosidade desses polimeros podem ser controladas através da
variagdo da estrutura quimica ou misturando-os com outros materiais diferentes,
tornando possivel controlar a taxa de liberagdo da droga (Althuri et al., 2013).

Existem varios fatores que influenciam a taxa de degradacédo do PHA como a
atividade microbiana do ambiente, umidade, temperatura, pH, porosidade, area de
superficie do material e estrutura molecular que por sua vez modifica a cristalinidade
e a hidrofilicidade. Um exemplo da influéncia do tamanho da particula de PHA sobre
a degradacdo foi observada por Leimann e seus colaboradores (2012), que
estudaram a reducao do peso molecular de nanoparticulas de poli 3-(hidroxibutitrato-
co-hidroxivalerato) (P(3HB-co-3HV)) e a reducdo de peso de microparticulas do
mesmo polimero em diferentes temperaturas e pHs. Eles observaram que, nas
mesmas condi¢cdes de analise, as nanoparticulas de P(3HB-co-3HV) obtiveram uma
reducdo no peso molecular de 80% em 50 dias, enquanto ocorreu apenas uma
discreta diminuicdo no peso molecular nas microparticulas de P(3HB-co-3HV). Essa
diferenca encontrada na taxa de degradagcdo foi explicada pelo tamanho das
particulas, onde as particulas menores degradaram mais rapidamente devido a sua
maior area de superficie (Reddy et al., 2003; Leimann et al., 2013; Nigmatullin et al.,
2015).

2.2.1 Poli 3-hidroxibutirato (P3HB)

O Poli 3-hidroxibutirato € o polimero mais estudado da familia dos

polihidroxialcanoatos e foi descoberto em 1926. Esse polimero é um poliéster
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alifatico altamente cristalino (acima de 50%) e opticamente ativo que € produzido por
diferentes tipos de microrganismos como produto de armazenamento de energia. O
P3HB possui caracteristicas fisicas proximas das apresentadas pelo polipropileno,
porém, devido a sua alta cristalinidade ele é mais rigido e quebradico (Braunnegg et
al., 1998; Maiti et al., 2007). O P3HB apresenta um elevado ponto de fuséo (T =
173-180°C), se comparado a outros poliésteres biodegradaveis, e sua transicao
vitrea (t;) € em torno de 5°C (Lee et al., 1999; Bordes et al., 2009).

Por ser biodegradavel e biocompativel esse polimero possui muitas
aplicac6es na medicina, na veterinaria e na agricultura (Du et al., 2001; Wang e Yu,
2007). Na medicina e na veterinaria os copolimeros de P3HB podem ser usados
como bons sistemas de administracdo de farmacos, pois além das caracteristicas ja
mencionadas eles possuem cristalinidade suficiente para serem misturados com
gualquer tipo de farmacos. Sendo preferiveis as interacdes fisicas entre a droga e o
polimero, para que ndao ocorram danos na estrutura molecular do farmaco, pois
pequenas modificagdes na estrutura quimica pode causar perda do efeito
farmacologico (Althuri et al., 2013).

Entre as bactérias utilizadas para produzir o P3HB podemos citar: Ralstonia
eutropha, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, varias cepas de Methylotrophs e
recombinantes de Escherichia coli. Em condicbes normais de crescimento o teor
deste biopolimero nas células bacterianas que o produz € em torno de 2-10% em
relacdo ao peso da massa celular seca. Para que o conteado de P3HB produzido
seja maior, atingindo até 80%, o crescimento deve ser limitado pela perda de um dos
elementos nutritivos fundamentais (nitrogénio, fosforo, enxofre ou magnésio) (Lee et
al., 1999; Du et al., 2001).

2.2.2 Poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) - P3(HB-co-HV)

O Poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) € um copolimero que também faz
parte da familia dos polihidroxialcanoatos. Esse copolimero é formado pela presenca
tanto de unidades de metil quanto de etil na posicédo “R” da cadeia (Figura 4), ou
seja, é constituido de unidades de 3-hidroxibutirato (3HB) e 3-hidroxivalerato (3HV)
incorporadas de forma aleatéria ao longo da cadeia polimérica. A produgcdo do

P3(HB-co-HV) é possivel fornecendo acido valérico ou acido propribnico aos
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microrganismos produtores de P3HB, sendo assim possivel formar o co-mondémero
3-hidroxivalerato (Braunnegg et al., 1998; Dennis et al.,1998; Koller et al., 2014).

A presenca de 3HV na cadeia polimérica de PHB abaixa o ponto de fusdo
(Tabela 1) e a cristalinidade, o que torna esse copolimero mais moldavel, tornando
sua gama de aplicagcdo maior. Alem disso, as propriedades termomecanicas do
P3(HB-co-HV) podem ser modificadas, em funcdo de um uso especifico, variando o
conteudo de 3HV, pois o mondémero 3HV proporciona um efeito de plastificacdo
interna devido a um maior espacamento entre as cadeias, aumentando a sua
mobilidade. Conforme o teor desse monOGmero aumenta na cadeia, ocorre um
aumento da resisténcia ao impacto e na condutividade térmica do copolimero,
enguanto ocorre uma diminuicdo na temperatura de transicao vitrea, temperatura de
fusdo, cristalinidade e resisténcia a tracdo (Braunnegg et al., 1998; Bordes et al.,
2009; Li et al.,, 2014a). J4 a difusividade térmica apresenta um aumento brusco
inicial, @ medida que ocorre o incremento da concentracdo de 3HV, até atingir um
platd de saturacdo conforme foi observado por Sanchez e seus colaboradores
(1999). Devido ao fato de possuir temperatura de fuséo e cristalinidade inferiores do
que as do P3HB e um maior coeficiente de difusdo térmica, o P3(HB-co-HV)
apresenta caracteristicas mais apropriadas para aplicagdo em liberacdo controlada
de drogas (Li et al., 2014Db).

2.2.3 Poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato - P3(HB-co-HHXx)

O poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) é outro membro da familia dos
PHAs. Sendo um copolimero, sua estrutura quimica é formada por unidades
distribuidas aleatoriamente de 3-hidroxibutirato (3HB) e 3-hidroxihexanoato (HHXx)
(Figura 5) (Ke et al., 2012).
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Figura 5 — Estrutura geral dos P3(HB-co-HHXx) (Ke et al., 2012).
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Por possuir um grupo lateral maior, os agrupamentos de 3-hidroxihexanoato
promovem uma maior separacdo entre as cadeias poliméricas, o que resulta em
uma menor cristalinidade, tornando o poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) um
polimero macio e com menor resisténcia a tracdo do que o convencional
Polihidroxibutirato (PHB) (Zhao et al., 2012; Mendonca et al., 2017)

O P3(HB-co-HHx) pode ser usado como transportador de farmacos para
liberacdo controlada por reunir caracteristicas como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e por possuir produtos de degradacdo ndo toéxicos. Além disso,
sua cristalinidade pode ser modificada conforme o teor de HHx é modificado na
estrutura polimérica, onde quanto maior for a participagdo do co-monémero 3-
hidroxihexanoato (HHx) menor serd a cristalinidade do copolimero formado (Wang et
al., 2004; Peng et al., 2012; Mendonca et al., 2017).

O P3(HB-co-HHx) é um poliéster que apresenta uma cadeia lateral
hidrocarbonada com dois grupos metilenos a mais que seu homologo P3HB, 0 que
provoca uma diminuicdo da cristalinidade e introduz um efeito plastificante na
estrutura em relagcdo a sequencia de hidroxibutirato, facilitando a difusédo de um
eventual permeante através da fase amorfa. Como matriz portadora desses efeitos,
0 co-polimero P3(HB-co-HHx) € promissor na formulacdo de sistemas de liberacdo
controlada particularmente para cargas ativas de carater hidrofébicos, como é o
caso da progesterona que é uma droga lipofilica (Brasil, 2010; Kilicay et al., 2011).

Wang e seus colaboradores (2004) analisaram o impacto do co-mondémero
3HHXx sobre a biodegradabilidade do poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) em
relacdo ao Poli 3-hidroxibutirato. Estes autores registraram que a degradacédo do
P3(HB-co-12%-HHx) em presenca de lodo ativado, apos 18 dias, foi de 40%,
enquanto do P3HB foi de apenas 20%. Ao estudar o efeito do teor de 3HHx no
copolimero sobre a biodegradabilidade destes materiais, eles observaram que o
P3(HB-co-12%-HHXx) apresentou uma maior taxa de degradacdo enzimatica do que
0 P3(HB-co-5%-HHx). No entanto estes comportamento se inverteu para o
copolimero P(HB-co-20%-HHXx), que mesmo tendo menor cristalinidade, apresentou
uma taxa de degradacdo menor do que o P3(HB-co-12%-HHXx).

Doi e seus colaboradores (1995) ja haviam observado que a taxa de
degradacgdo enzimética ndo é regulada apenas pela cristalinidade do polimero, mas
por um conjunto de fatores associados a estrutura quimica das unidades

monomericas presentes no copolimero. Em um primeiro momento, o efeito da
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diminuicdo da cristalinidade causado pela introducdo do co-monémero 3HHX na
cadeia polimérica, assim como o efeito plastificante que introduz estas unidades
monomeéricas, propicia uma melhor difusdo da enzima pela estrutura do copolimero,
contribuindo assim para uma maior taxa de degradacéao. Entretanto, a introdugcéo do
co-mondmero 3HHx também causa um aumento no carater hidrofébico do
copolimero o que dificulta a difusdo da enzima em meio aquoso pela cadeia para
originar a quebra desta. Nesse contexto, € necessario considerar que apesar do
efeito do 3HHx reduzir a cristalinidade, o incremento do carater hidrofébico pode
chegar a reduzir a taxa de degradacao.

Wang e seus colaboradores (2004) também apontaram que a morfologia da
superficie é modificada em funcéo do conteudo de 3HHXx, o que também afeta a taxa
de degradacdo. Quando compararam a biodegradabilidade de amostras de P(HB-
co0-12%-HHXx), que apresentam superficie porosa, com o P(HB-co-20%-HHx), com
uma superficie lisa, observaram uma diminuigdo da taxa de degradac¢ao desta ultima
contendo 20% do co-mondémero 3HHx em relacdo ao copolimero com 12%. Isso
ocorre, pois uma superficie muito lisa pode ser um obstaculo ao contato da enzima

com as cadeias poliméricas.

2.3 Técnicas de microencapsulacéao

As microparticulas que apresentam tamanho de 1 um a 1 mm podem ser
produzidas utilizando uma variedade de matérias primas, tanto naturais como
sintéticas, e podem ser preparadas por muitas técnicas diferentes, como
coacervacao, pulverizacdo, emulsificacbes e suas variaveis. A combinacdo dessas
técnicas com a variedade de matérias primas permite obter uma enorme variedade
de microparticulas, podendo apresentar variacdo no seu tamanho, distribuicdo de
tamanho, distribuicdo do encapsulado no interior das microparticulas, composicao,
guimica superficial, topografia e morfologia. Essa vasta variedade permite utilizar as
microparticulas em diferentes areas como: na agricultura, alimentar, de produtos
domésticos, médica e cosmética (Campos et al., 2013).

Na industria farmacéutica as microparticulas podem ser utilizadas para
diversas aplicacbes como: liberacdo controlada de agente ativo encapsulado,

protecdo do farmaco contra rea¢des de degradacdo, mascarar odores e sabores ndo
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agradaveis, facilitar manuseio, tornar segura a manipulagdo de material encapsulado
toxico, entre outras aplicacdes (Silva et al., 2003, Andreani, 2008; Campos et al.,
2013).

Contudo, devemos tomar cuidado com a escolha da técnica que seré utilizada
para a preparacdo de microparticulas para a liberacao controlada e vetorizada. Pois,
embora o revestimento polimérico possa trazer inUmeros beneficios ja mencionados,
ele também pode proporcionar um sistema de entrega com tamanho inapropriado. O
tamanho inapropriado de particulas pode diminuir a capacidade de penetracdo em
espacos intersticiais e dificultar sua distribuicdo nos tecidos (Wei et al., 2012).

Sabe-se que dependendo da via de administracdo o tamanho adequado das
particulas sera diferente. No caso de humanos para administracdo intravenosa, o
tamanho deve estar em torno de 200 nm e para administragdo oral, sdo preferiveis
tamanhos entre 7,2 e 2,1 um. Ja utilizando a via subcutanea e intramuscular, os
tamanhos podem variar de 10 & 250 um (Tran et al., 2011; Kulkarni e Feng, 2012).
No caso especifico de aplicacdo via intravenosa em equinos € aceitavel o tamanho
de até 5 um (Silva et al., 2006).

Portanto o uso de uma técnica apropriada para que sejam produzidas
microparticulas que apresentam propriedades adequadas sdo de extrema
importancia. Existem varias técnicas de microencapsulacédo, porém muitas delas séao
na verdade uma variacdo das trés técnicas basicas: separacdo de fases
(coacervacdo), secagem por pulverizacdo e extracdo/evaporacdo de solvente
(Freitas et al., 2005).

e Técnica de separacao de fase (coacervacgao)

Coacervacao é uma técnica que utiliza um procedimento que modifica as
caracteristicas do meio (como mudanca de temperatura, pH, adicdo de um nao
solvente) que levara a uma deposicao do polimero ao redor do agente ativo. Apesar
de ser uma técnica muito utilizada, apresenta como ponto negativo a presenca em
muitos casos de solventes residuais e agentes coacervantes na microparticula
formada (Freitas et al., 2005; Andreani, 2008).

Yu e Lee (1997) em seu estudo utilizaram a técnica de coacervagéo para a
encapsulacdo de pirrolnitrina em microcapsulas de Gluten. Os autores formaram
microcpsulas de 5 e 80 um com formato irregular, ou seja, ndo foram formadas

particulas esféricas regulares.
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e Técnica de secagem por pulverizacdo

O principio utilizado na técnica de pulverizacdo (spray drying) se baseia na
atomizacdo de uma solucdo contendo farmaco e molécula transportadora, que €&
bombeada por ar comprimido para dentro de uma camara de dessecacdo e é
utilizada uma corrente de ar quente para que ocorra a secagem. Essa técnica de
encapsulacdo costuma ser rapida, continua e barata (Lins et al., 2014) porém,
apresenta como desvantagens o fato de néo ser apropriada para compostos muito
sensiveis a temperatura, além de possuir um dificil controle do tamanho final das
particulas formadas e possuir baixo rendimento (Freitas, et al., 2005).

Sa (2000) em sua tese de mestrado formulou microcapsulas de PHB
contendo TNA usando as técnicas de spray drying, simples emulsdo e dupla
emulsdo. As microcapsulas obtidas por spray drying apresentaram um nucleo central
de carga ativa envolvida em uma membrana polimérica, ja nas técnicas de emulséo,
além do ndcleo central, observou-se a presenca de canais que facilitariam a
liberacdo do farmaco e uma superficie mais rugosa. Devido a diferenca de
morfologia as taxas de liberacdo apresentadas pelas microcapsulas produzidas por
cada técnica foi diferente. A autora observou que as microcapsulas produzidas pela
técnica de emulsdo simples apresentaram uma taxa de liberacdo superior (0,34
mg/h), seguida pelas formuladas pela técnica de dupla emulsédo (0,54 mg/h). Ja as
microcapsulas produzidas por spray drying foram as que obtiveram a menor taxa de
liberacdo (0,12 mg/h). Os resultados observados comprovam que a taxa de
liberacao ira depender da morfologia apresentada pelas particulas obtidas que por
sua vez depende da técnica que foi utilizada para obté-las.

Ventura e seus colaboradores (2008) utilizaram a técnica de spray drying para
obter microesferas de quitosana para liberacdo controlada intrapulmonar de
moxifloxacina. Nesse trabalho eles obtiveram microesferas com tamanho entre 2,5 e

6 um, com formato esférico e superficie lisa.

e Técnica de extracdo/evaporacao de solvente
A técnica de extracdo/evaporacdo de solvente € um dos métodos mais
utilizados para preparar microparticulas a partir de polimeros hidrofébicos. Esse tipo
de técnica ndo necessita de temperaturas elevadas e nem de agentes indutores

para separar fases. A versdo mais simples desse tipo de método € o que envolve a
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formacdo de uma emulsdo Oleo-agua, sendo muito utilizado quando se deseja
encapsular farmacos insolaveis ou pouco soluveis em agua.

De forma resumida, para obter microparticulas utilizando a técnica de
extracdo/evaporacao sdo usados quatro passos: 1) primeiramente o agente ativo é
dissolvido ou disperso em geral em solvente organico que ja contém o material
formador da matriz; 2) posteriormente é feito uma emulsificacdo dessa fase organica
em uma fase continua que seja imiscivel com a primeira (geralmente uma fase
aquosa); 3) depois é feito uma extracdo da fase que foi dispersa na fase continua
gue sera seguida ou ndo pela evaporagcdo do solvente; 4) por Ultimo as particulas
formadas sdo separadas e secas (Freitas et al., 2005; Campo et al., 2013).

Sempre sera necessaria a escolha cuidadosa dos parametros de processo e
materiais utilizados para que seja possivel obter uma encapsulacdo elevada e
particulas com propriedades adequadas para cada tipo de uso final (Freitas et al.,
2005).

Como ja foi dito anteriormente quando se deseja encapsular um agente ativo
hidrofobico é utilizada a técnica de simples emulsdo. Porém, quando se deseja
encapsular um agente ativo hidrofilico (como proteinas e peptideos) se for utilizada a
técnica anterior resultard em baixa eficiéncia de encapsulacéo. Isso ocorre, porque a
difusdo do farmaco hidrofilico para a fase aquosa é grande antes do polimero se
solidificar e prender o farmaco. Para eliminar esta caracteristica ndo desejada é
comumente utilizada a técnica de emulsdo dupla (agua/dleo/agua). Nesse caso, 0
farmaco é primeiramente dissolvido em agua e posteriormente essa fase aquosa
formada € dispersa em um solvente organico contendo o polimero, formando assim
a primeira emulsédo (6leo/agua). A primeira emulsdo formada é entdo dispersa em
um meio aquoso estabilizado, formando a segunda emulsdo (adgua/dleo). As
particulas sdo formadas a medida que o solvente orgéanico é evaporado e o polimero
endurece aprisionando o0 agente ativo. A duragcdo da sonicagao para o segundo
passo € 0 mais critico para determinar o tamanho final das particulas formadas,
sendo que quanto maior for esse tempo de sonicacdo menor sera o tamanho e a
polidispersividade das particulas, porém deve-se ter cuidado para que nao ocorram
danos ao farmaco (Nihant et al.,1994; Freiberg e Zhu, 2004; Campos et al., 2013;
Zhang et al., 2013).

Rodriguez-Contreras e seus colaboradores (2013) fizeram um estudo

utilizando diferentes técnicas de encapsulacdo de doxiciclina em PHB. As
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micro/nanoparticulas foram preparadas por precipitacdo de polimero via dialise,
emulsdo simples ou emulsédo dupla e nos dois ultimos casos foram utilizados trés
rotas diferentes para obter as emulsdes: ultrassom, gotejamento (velocidade de 900
rpm) e/ou agitacdo a alta velocidade (12000 rpm). Além disso, diferentes condi¢cfes
de processamento foram variadas para avaliar sua influéncia na morfologia,
tamanho e capacidade de encapsulacdo. Alguns resultados obtidos foram: Na
producdo de particulas de PHB por precipitacdo via didlise foram obtidas esferas
com diametro de 1-2 um e a amostra que obteve a maior eficiéncia de encapsulacéo
tinha 2,94% (p/p) de carga. A eficiéncia de encapsulagao obtidos utilizando simples
emulsdo e gotejamento foram muito baixos. No entanto esse valor foi aumentado ao
se usar a técnica de dupla emulsdo. Ao ser usado alta velocidade na emulséo
simples a eficiéncia de encapsulacdo foi mais alto que das amostras anteriores,
porém ao precipitar ndo foram formadas particulas esféricas. Esse inconveniente
nao foi encontrado quando se usou alta velocidade na técnica de dupla emulséo,
apresentando assim os melhores resultados encontrados no trabalho.

Althuri e seus colaboradores (2013) produziram particulas de PHB-PVA
(copolimero de polihidroxibutirato e alcool polivinilico) carregados com triéxido de
arsénio funcionalizado com folato para direcionar o farmaco até células
cancerigenas. As nanoparticulas de PHB foram preparadas usando a técnica de
dupla emulsdo com evaporacao do solvente e parametros como efeito do tempo de
sonicagcdo e concentracdo de emulsificante foram investigados. Eles puderam
observar que a medida que se aumenta o tempo de sonicacdo o tamanho das
particulas diminui drasticamente indo de 1,132 um, usando o tempo de 5 min, para
43,73 nm, usando o tempo de 30 min. Isso ocorreu possivelmente, devido o
aumento do tempo de sonicacdo que eleva a energia externa aplicada por unidade
de volume total da emulsdo o que resulta em um aumento das tensdes cisalhante,
resultando em uma rapida degradacdo dos globulos na emulsdo &agualdleo.
Observou-se também que o tamanho das nanoparticulas de PHB diminuiu com o
aumento da concentracdo de PVA, sendo essa diferenca de até 115 nm. As
particulas formadas no experimento onde a concentracao de PVA era de 0,05% (p/v)
obtiveram o tamanho aproximado de 207,85 nm, mas quando a concentracédo de
PVA foi aumentada para 0,15% (p/v) o tamanho obtido foi de 142,45 nm. J4 no
estudo da liberacdo do farmaco eles observaram uma exploséo inicial de 13% do

farmaco em 30 minutos. No intervalo de 60-120 minutos ocorreu a liberacdo de 20%
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do farmaco e em 8 horas 30% do farmaco ja tinham sido liberados. Apés as 8 horas
a liberacdo seguiu mais constante e lenta, tendo aproximadamente 40% do farmaco
liberado em 48 horas. Althuri relacionou essa liberacdo a processos de difusdo do
farmaco e erosdo do copolimero (dois processos lentos de liberacéo).

Campos et al. (2013) utilizaram o PHBV para encapsular a Catalase (enzima
antioxidante). Nesse estudo, eles usaram o método de dupla emulsdo para
encapsular a enzima nas particulas de PHBV usando dois tipos de agitacao:
agitacdo mecéanica (8000 rpm) e homogeneizador (11000 a 24000 rpm). Observou-
se que o0 aumento da agitacdo resultou em uma diminuicdo do tamanho das
microparticulas, onde as microparticulas formadas com o agitador mecanico tiveram
o tamanho médio de 26 um enquanto as formadas com o auxilio do homogeneizador
obtiveram tamanho médio de 17 um. Eles também analisaram a eficiéncia de
encapsulacdo e o0s maiores Vvalores obtidos foram encontrados para as
microparticulas preparadas utilizando o homogeneizador (homogenizador até 58%,
agitacdo mecanica até 11%).

Kilicay et al (2011) utilizaram o poli(3-hidroxibutirato-co-12%hidroxihexanoato)
(P3(HB-co-HHx)) como matriz para liberacdo controlada de Etoposido (agente
terapéutico), usando o &cido félico que foi ligado as particulas formadas para
direcionamento para células cancerosas. Eles utilizaram a técnica de emulsdo com
evaporacao de solvente (simples emulsdo) para o preparo das nanoparticulas de
P3(HB-co-HHXx) obtendo o tamanho médio das nanoparticulas na gama de 180 nm e
1,5 pum pela variacdo das condicdes experimentais (Tabela 2). Kilicay e
colaboradores observaram que o aumento da taxa de homogeneizacdo e da
concentracdo de surfactante, diminui o tamanho das nanoparticulas, enquanto que o
tamanho aumenta com 0 aumento da propor¢cdo polimero/solvente. Em seus
estudos eles também analisaram o perfil de liberacdo do agente terapéutico, e em
todas as amostras ocorreu inicialmente uma liberacéo de exploséo, seguida de uma
liberagcdo mais lenta e sustentada. Eles justificaram esse resultado relacionando a
exploséo inicial, ao farmaco que fica mais proximo da superficie enquanto o farmaco
contido no ndcleo € o responsavel pela liberagdo prolongada do farmaco a partir das
particulas de P3(HB-co-HHXx).
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Tabela 2- Efeito da concentracdo de surfactante, razao polimero/solvente e
taxa de homogeneizacao no tamanho das nanoparticulas de P3(HB-co-HHXx))
(Kilicay et al., 2011).

. Concentracao Concentragdo
NUumero de PHBHHX de Tween-80 Taxa o!e ) Tamanho
da (mL/mL de  homogeneizagcéao
(mg/mL de . ) (nm)
amostra . meio de (% de amplitude)
diclorometano) ~
suspenséao)
Efeito da concentracéo de polimero
1 10 0,06 90 290£10
2 5 0,06 90 226+8
3 2 0,06 90 199+5
Efeito da concentracédo de surfactante
3 2 0,06 90 119+5
4 2 0,04 90 392+10
5 2 0,02 90 550+20
Efeito da taxa de homogeneizacéao
3 2 0,06 90 199+5
6 2 0,06 70 626115
7 2 0,06 60 1685+30

Peng e seus colaboradores (2012) estudaram a aplicagdo de poli 3-
(hidroxibutirato-co-11%hidroxihexanoato) (P3(HB-co-HHx)) para a liberacao
controlada de insulina (hidrofilica). Para poder encapsular uma droga hidrofilica
utilizando a técnica de emulsdo com evaporacdo de solvente (simples emulsdo) e
obter uma boa eficiéncia de encapsulacao, eles formaram um complexo de insulina-
fosfolipidica para aumentar a lipofilicidade da insulina. As particulas obtidas
apresentaram um formato esférico com um tamanho médio de 186,2 nm e eficiéncia
de encapsulacao de 89,73%, sendo importante salientar que a eficiéncia de captura
foi significativamente aumentada a medida que aumentou a quantidade de
fosfolipidio no complexo insulina-fosfolipidica, ou seja, a medida que aumentou o
carater lipofilico da insulina. Peng e sua equipe ainda fizeram um estudo da
liberacao desse farmaco que mostrou que apenas 20% da insulina foi liberada em
31 dias com uma liberacéo de 5,42% nas primeiras 8 horas. O perfil de liberacéo
apresentou uma liberacédo inicial de explosao nas primeiras 8 horas onde a insulina
foi liberada a uma taxa maior, seguido por uma liberacdo sustentada a uma taxa
mais baixa.

A liberacdo controlada de medicamentos a partir de micro/nanoparticulas
poliméricas é viavel manipulando as propriedades fisicas e quimicas do polimero e
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das particulas formadas. Questdes como peso molecular do polimero, concentragédo
do polimero na hora do preparo, cristalinidade do polimero e do farmaco, velocidade
usada entre outros fatores afetam o tamanho e propriedades das particulas
formadas, que por consequéncia influenciara no perfil de liberacdo da droga
(Freiberg e Zhu, 2004).

2.4 Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas sdo definidas como materiais que possuem
propriedades magnéticas diferenciadas, superparamagnetismo, devido ao seu
tamanho reduzido (abaixo de 100 nm), podendo entdo ser manipuladas por um
campo magnético externo (Willard et al., 2004). A nanotecnologia possui um carater
multidisciplinar trazendo uma revolucao em diversas areas como: fisica, engenharias
(mecanica, quimica, elétrica, biolégica), design de maquinas, robdtica e nas areas
médicas e biologicas (Hofmann-Amtenbrink et al., 2009; Lodhia et al., 2010). Na
biomedicina as nanoparticulas magnéticas, em contraste com as demais
nanoparticulas, por terem uma magnetizacdo induzivel, podem ser direcionadas
para um local patoldégico ou aquecidas pela presenca de um campo magnético
externo. Estas caracteristicas permitem usa-las em inUmeras aplicagdes como na:
ressonancia magnética para aumento de contraste, (Graf et al., 2015), hipertermia
(onde é utilizado fonte de calor para terapia tumoral) (Laurent et al.,2011) e liberacao
vetorizada de farmacos (Arruebo et al., 2007).

As nanoparticulas magnéticas apresentam varias caracteristicas que as
tornam atraentes para o uso biomédico como: alta relacédo entre a area superficial e
o volume, facilidade de ser ligada com biomoléculas (exemplo: encapsulados por
polimeros), sdo manipuladas por campo magnético externo, apresentam menores
taxas de sedimentacdo e devido ao seu tamanho possuem melhor difuséo nos
tecidos (Menegucci et al., 2015).

O comportamento das nanoparticulas é definido pela sua superficie quimica e
seu tamanho. Dependendo da superficie quimica que as nanoparticulas
apresentarem, elas podem interagir com 0 meio bioldgico e sofrer acdo do sistema
imunolégico tornando o tempo de permanéncia na corrente sanguinea (meia-vida)
curto. Em geral, a curta meia-vida das nanoparticulas na corrente sanguinea ocorre

guando elas aglomeram ou adsorvem proteinas plasmaticas. Nessas condicdes,
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elas sdo rapidamente capturadas pelo sistema fagocitario e sdo eliminadas antes
mesmo de atingirem o local alvo (Hofmann-Amtenbrink et al., 2009). Para evitar que
ISSO ocorra e a meia-vida possa ser aumentada pode ser feito um revestimento
polimérico, pois os polimeros sdo muito mais estaveis aos meios biolégicos (Arruebo
et al., 2007). O tamanho também é outro fator que pode determinar o tempo de
permanéncia das nanoparticulas na corrente sanguinea. Para uso biomédico as
nanoparticulas devem ter um tamanho menor que 100 nm para que consigam
atravessar as barreiras biolégicas do organismo (Gupta e Gupta, 2005; Shubayev et
al., 2009).

O tamanho das nanoparticulas também causa um efeito nas propriedades
magnéticas, pois devido ao seu tamanho reduzido apresentam um dominio Unico. As
particulas magnéticas maiores apresentam uma estrutura de multidominio, porém a
medida que as dimensdes sado reduzidas ao se chegar abaixo de um tamanho critico
(para magnetita em torno de 30 a 50 nm) as particulas passam a possuir um Unico
dominio apresentando entdo um comportamento superparamagnético (Figura 6a)
(Deatsch e Evans, 2014; Petcharoen e Sirivat., 2012).

O superparamagnetismo é caracterizado pela auséncia de histerese na curva
de magnetizacéo (Figura 6a), ou seja, a magnetizagcdo desaparece quando o campo
magnético é removido (ndo apresentam magnetizacdo residual), portanto sua
coercividade é nula. Além disso, elas apresentam uma suceptibilidade magnética
elevada, com isso sua capacidade de se magnetizar sob a acdo de um estimulo
magnético é rapida e sem a necessidade do uso de um campo magnético muito alto
(Chomoucka et al.,, 2010; Issa et al.,, 2013). Como resultado, as nanoparticulas
superparamagnéticas tornam-se magnéticas na presenca de um ima, mas voltam
para seu estado ndo magnetizado quando esse estimulo magnético é retirado. Isso
evita que essas particulas possuam um comportamento “ativo” quando nao estao
expostas a um campo magnético. Essas caracteristicas tornam as nanoparticulas
magnéticas boas candidatas para o uso em liberacdo controlada de farmacos, uma
vez que elas podem ser direcionadas pelo sistema vascular até um local especifico
com o auxilio de um campo magnético externo e quando esse campo for removido
voltam ao seu estado ndo magnético para permitir sua excrecdo pelo organismo
(Yigit et al., 2012; Mody et al., 2014).
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Figura 6 — Ciclo de histerese tipico de materiais: a) superparamagnéticos, b) e c)

ferromagnéticos (Mody et al., 2014 - adaptado).

O tamanho reduzido das nanoparticulas faz com que elas apresentem grande
area superficial em relacdo ao seu volume e consequentemente uma alta energia
superficial. Devido a esses fatores, elas possuem a tendéncia de se aglomerar
formando fortes atracdes dipolo-dipolo entre elas. Porém, aplicacées biomédicas
requerem que essas nanoparticulas magnéticas ndo se aglomerem, caso contrario
elas se comportariam como uma particula maior o que mudaria suas propriedades
(como a perda do superparamagnetismo). Além disso, um perigo ainda maior seria
se ocorresse aglomeracdo durante o tratamento in vivo na corrente sanguinea
podendo até ocorrer um entupimento de uma veia ou atrapalhar a distribuicdo e
chegada dessas particulas ao alvo desejado (Willard et al., 2004; Issa et al., 2013;
Mody et al., 2014).

A aglomeracdo das nanoparticulas magnéticas pode ocorrer em varias
etapas: sintese, secagem e manipulacdo. A estabilizacdo das nanoparticulas
magnéticas pode ser feita modificando quimicamente sua superficie utilizando, em

geral, um surfactante, que diminui as interacdes entre as particulas através do
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aumento das forcas de repulséo, ou recobrindo com um polimero biodegradavel, que
reduz as forcas dipolo-dipolo existentes entre as nanoparticulas magnéticas (Willard
et al., 2004, Issa et al., 2013).

Os surfactantes séo usados para diminuir as tensdes surperficiais entre duas
ou mais particulas, aumentando assim a miscibilidade, a estabilidade coloidal e a
dispersdo (Heinz et al., 2017). Os surfactantes como o &cido oleico (CigH340,)
possuem uma cauda apolar e uma cabeca polar que é atraida pela magnetita
envolvendo-a. Devido a sua cauda apolar, os surfactantes ndo permitem que as
particulas de magnetita se aproximem evitando sua aglomeracgéo (Figura 7) (Atta et
al., 2014). O acido oleico além de evitar aglomeragdo, também modifica a
hidrofilicidade da magnetita facilitando sua encapsulacdo em polimeros hidrofébicos
(Okassa et al., 2005).

Nanoparticula

Figura 7 — Nanoparticula sendo envolvida por moléculas de surfactante
(Atta et al., 2014 - adaptado).

2.4.1 Magnetita

Dentre as nanoparticulas magnéticas os oxidos de ferro, em especial a
magnetita (Fesz04), sao considerados o0s mais importantes em aplicacbes
biomédicas, pois apresentam caracteristicas como biocompatibilidade, baixa
toxicidade no corpo humano, maior estabilidade na resposta magnética, menor
sensibilidade a oxidacado, possibilidade de tratamento superficial, possibilidade de
apresentar superparamagnetismo e facilidade de sintese (Mahmoudi et al., 2011;
Ghazanfari et al., 2016).

A magnetita (Fe30,4) € um oxido de ferro ferromagnético, porém abaixo de um

tamanho critico (por volta de 20 nm a 50 nm) apresenta superparamagnetismo
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(Petcharoen e Sirivat, 2012). A magnetita apresenta uma estrutura cristalina de
espinélio invertida (Figura 8), apresentando o ferro em dois estados de oxidacdo
(Fe?* e Fe**) e ambos podem ser coordenados com os fons de O%. Os fons Fe**
podem ser encontrados distribuidos igualmente entre os sitios tetraédricos e
octaédricos da estrutura, por isso ndo existem momentos magnéticos resultantes da
presenca desse fon. Ja os fons Fe?* s§ sdo encontrados nos sitios octaédricos,
sendo estes 0s responsaveis pelas caracteristicas magnéticas da magnetita (Silva et
al., 2015).

Figura 8 — Estrutura cristalina da magnetita (Oliveira et al., 2012).

2.4.2 Sintese de nanoparticulas magnéticas pela técnica de

coprecipitagao.

O método de sintese adotado € de extrema importancia, pois ele controla o
tamanho e a forma das particulas formadas. Uma variedade de técnicas pode ser
utiizada para obtencdo de nanoparticulas magnéticas como a coprecipitacao,
hidrélise, decomposigéo térmica e técnica sol-gel (Petcharoen e Sirivat, 2012).

O método de coprecipitacdo € o método mais comum e simples para a
sintese de nanomagnetita, pois ndo necessita de temperaturas muito elevadas
durante a reac&o. A coprecipitacdo dos sais de ferro Fe** e Fe** em solucéo aquosa
na proporcgéo 1:2 ocorre pela adigcdo de uma base. O controle do tamanho, forma e
composicdo das nanoparticulas formadas dependeré de varios fatores como: o tipo
de sal usado, a proporcao molar entre os ions de ferro, do pH do meio de reacéo, do

tipo de agente precipitante e da base usada (Gupta e Gupta, 2005; Lin et al., 2008).



29

Em geral, a magnetita é preparada adicionando uma base a uma mistura
aquosa de 1Fe?*/2Fe*" formando um precipitado preto. A reacdo geral de formacao

de magnetita pode ser descrita pela equacédo (Lodhia et al., 2010):
Fe?* (ag)t 2Fe3+(aq) + 80H (ag) — Fe304s) + 4H20) Eq6

Segundo a termodinamica se as proporcdes de sais 1Fe®*/2Fe** forem
mantidas e o pH estiver entre 9 e 14 em atmosfera ndo controlada a magnetita pode
ser oxidada formando hidréxido de ferro 11l conforme a seguinte equacao:

FesOys) + 0,250, + 4,5H,0(1) — 3Fe(OH)s ) Eq 7

Essa oxidagcdo nao é desejada, pois afetariam drasticamente as propriedades
fisicas e quimicas da nanoparticula magnética formada. Para impedir que essa
reacdo aconteca, a sintese deve ser feita sempre em um ambiente inerte, livre de
oxigénio (em geral usa-se uma atmosfera de Nitrogénio). O gas inerte ao ser
borbulhado na solug¢édo durante a sintese ndo sé protege a magnetita da oxidacéo
como também ajuda a reduzir o tamanho das particulas obtidas quando comparado
com os métodos sem a remocao do oxigénio (Gupta e Gupta, 2005).

A proporcdo molar de 1:2 entre os sais de ferro Fe**/Fe* também é muito
importante para que a magnetita seja formada. E conhecido que para razdes baixas
(Fe**/Fe®* < 0,3) a goetita é formada em vez da magnetita. J& se a razdo molar for
entre 0,3 e 0,5, duas fases sdo formadas contendo nanoparticulas menores e
maiores de magnetita. Ja no caso da proporcédo estequiométrica (1:2) a magnetita
formada possui um tamanho nanomeétrico menor e mais homogéneo (Lodhia et al.,
2010).

O pH da solugdo também é um fator importante durante a sintese, porque ele
controla a estabilidade dos hidréxidos metalicos formados (Gupta e Gupta, 2005).
Kin e seus colaboradores (2003) em seu trabalho observaram que a magnetita deve
ser obtida no pH entre 9 e 14, ja no pH entre 1 e 4 a goetita pode ser formada.

A temperatura usada durante o processo de sintese também foi estudada e
constatou-se que ela influencia no tamanho das particulas obtidas. Sun e seus
colaboradores (2006) estudaram a influéncia da temperatura na sintese de

magnetita e comprovaram que o tamanho das particulas reduz com o aumento da
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temperatura até que a temperatura de 50°C seja atingida. A partir dessa temperatura
o efeito é contrario, a medida que aumentava a temperatura, as particulas

aumentavam o seu tamanho.

2.4.3 Uso de nanoparticulas magnéticas na liberacdo controlada e

vetorizada

Como mencionado anteriormente, o superparamagnetismo é fundamental
para que as nanoparticulas magnéticas possam ser utilizadas nos sistemas de
liberacdo controlada e vetorizada de farmacos no organismo. O processo de
direcionamento do sistema de entrega contendo nanoparticulas magnéticas €
possivel quando as forcas geradas pelo campo magnético externo superam as
forcas exercidas sobre as particulas pelo fluxo sanguineo. Em geral, esse campo
magnético € gerado utilizando um forte im&, como por exemplo, o ima de Nd-Fe-B
(im& produzido a partir de uma liga de neodimio, ferro e boro) que € fixado fora do
corpo sobre o local alvo.

As particulas poliméricas contendo o farmaco sé@o entéo injetadas na corrente
sanguinea e quando as forcas magnéticas superam as taxas de fluxo sanguineo na
artéria ou capilar, as particulas ficardo retidas no alvo (Mahmoudi et al., 2011)
(Figura 9). Ja no alvo, a droga pode ser liberada por atividade enzimatica ou

mudanca nas condi¢des fisiolégicas como a temperatura e pH.
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Figura 9 — Representacdo esquematica de sistema magnético de liberacdo de
farmacos sendo direcionado as células cancerigenas sobre a influéncia de um
campo magnético externo (Mody et al., 2014 - adaptado).
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O campo magnético também pode ser usado para impulsionar a liberagéo do
agente ativo (Figura 10). Nesse caso, ao expor as microparticulas magnéticas a um
campo magnético oscilante ou pulsante, esse campo provocara vibracdo das
particulas magnéticas no interior das microparticulas promovendo um aumento da
temperatura o que resultara no aumento da taxa de difusdo do agente ativo para o
meio em que se encontra. A grande vantagem desse tipo de sistema é que o0 uso do
campo magnético pode direcionar e controlar a cinética de liberagdo conforme o

estimulo externo aplicado (Dash e Cudworth, 1998; Ferreira, 2009; Liu et al., 2009).
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Figura 10 — Esquema de um sistema de liberacdo controlado pela resposta térmica
mediante aplicacdo de um campo magnético (Liu et al., 2009 - adaptado).

Embora o poli 3-(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) (P3(HB-co-HHX)) ja
esteja sendo estudado para o0 uso em sistemas de liberacdo controlada, conforme ja
foi citado anteriormente neste trabalho, a incorporacdo de nanoparticulas
magnéticas nesse tipo de microcapsula polimérica ainda nao foi reportado na
literatura. Porém, estudos que utilizam nanoparticulas magnéticas em microcapsulas
de outros polimeros para liberacdo de farmaco mostram que estas particulas sédo
promissoras para direcionamento de sistema de entrega de drogas.

Okassa e seus colaboradores (2005) fizeram um estudo preliminar para
avaliar a possibilidade de encapsulacdo da magnetita em particulas de poli(lactide-
co-glicolido) (PLGA) para o direcionamento de drogas intravenosas. As particulas
magnetita/PLGA foram preparadas utilizando a técnica de dupla emulsdo e as

particulas de magnetita - acido oleico/PLGA foram feitas pela técnica de emulséo
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simples. A natureza hidrofobica de PLGA néo era favoravel para o aprisionamento
de compostos hidrofilicos. Para tentar minimizar esse problema e aumentar a
afinidade entre a magnetita e o polimero, as nanomagnetitas foram tratadas com
acido oleico para obter particulas mais lipofilicas. Esse tratamento permitiu introduzir
as nanomagnetitas diretamente na fase organica juntamente com o polimero, sendo
possivel assim o uso da técnica de emulsdo simples. Os resultados que eles
obtiveram mostraram que a eficiéncia de encapsulacdo usando a nanomagnetita
tratada foi de até 60% a mais do que comparado com a nanomagnetita néo
revestida.

Yang e seus colaboradores (2006) fizeram um estudo comparando a
capacidade de encapsulacdo em microcapsulas magnéticas de poli-e-caprolactona
(PCL) de dois tipos de farmacos anticancerigenos: o Gemcitabina (hidrofilica) e
Cisplatina (hidrofébica). As nanoparticulas de PCL magnéticas foram preparadas
pelo método de simples emulséo e para que fosse possivel acrescentar a magnetita
na fase organica foi feito um tratamento em sua superficie com &cido oleico. Eles
puderam constatar que a liberacdo do farmaco mais hidrofébico foi mais prolongada
devido a sua maior afinidade com a matriz polimérica. Em ambos os farmacos, o
perfil de liberagdo mostrou um efeito de explosao inicial que se deve a pequenas
guantidades de farmacos ligados na superficie das nanoparticulas. Nesse estudo
eles também investigaram o comportamento das nanoparticulas sobre um campo
magnético externo. Para que isso fosse possivel eles usaram um micro-canal de
borossilicato (sistema que simula um sistema vascular) e as nanoparticulas de PCL
magnéticas foram marcadas (tingidas) para poderem ser Vvisualizadas em
microscopio de fluorescéncia. Quando o campo magnético foi criado usando um ima
de Nd-Fe-B na parede do canal, as particulas em apenas um minuto se reuniram na
parede, demonstrando que as nanoparticulas magnéticas de PCL eram sensiveis a
um campo magnético externo.

Chorny et al (2010) prepararam microcapsulas magnéticas de polilactico para
liberacdo de agente antirestenotico, o Paclitaxel (PTX). Nesse estudo as
nanomagnetitas também foram tratadas com acido oleico e dispersas juntamente
com o polimero na fase organica para a producéo de particulas usando a técnica de
emulsdo simples. Eles conseguiram direcionar as microcipsulas magnéticas pelas
artérias carotidas de um rato com o uso de um campo magnético aplicado, obtendo

uma quantidade substancialmente mais elevada de farmaco na regido onde o campo
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foi aplicado. A liberacdo de PTX ocorreu em dois estagios, onde primeiramente teve
uma liberacéo rapida de 60% de farmaco nas primeiras 8 horas, seguida de uma

liberacédo sustentada.
2.5 Progesterona

A progesterona (Cz1H3002) € um horménio natural (esteréide) secretado por
glandulas adrenais, placenta e pelas células luteinas. A progesterona (Figura 11)
possui um carater predominantemente hidrofébico, sendo praticamente ndo solavel
em agua e soluvel em alguns solventes organicos como: etanol, acetona e
cloroférmio. Funde-se no intervalo de 126°C a 131°C e comercialmente apresenta a
caracteristica de um p6 branco ou ligeiramente amarelado (Faria e Gradela, 2010;
Brasil, 2010).

e CHy
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Figura 11— Estrutura Quimica da progesterona (Brasil, 2010).

A progesterona vem sendo usada para obter um controle do ciclo reprodutivo
dos equinos e bovinos. Varios métodos de administracdo desse hormdnio foram
desenvolvidos como: injecdo, administracdo oral, implantes de orelha e
administracao intravaginal (Faria e Gradela, 2010; Whisnant e Burns, 2002). Em
geral a abordagem farmacolégica para controlar fertilidade ainda é feita usando
administracé@o oral que apresenta desvantagens como a exigéncia de ingestéo diaria
e sO ser ativa se ingerida em doses elevadas (Jameela et al., 1998; Cerchiara et al.,
2003). Por isso, o desenvolvimento de sistemas de liberacdo usando polimeros
biodegradaveis se mostra atraente para possibilitar um maior controle e uma

liberagdo mais apropriada da progesterona.
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Whismant e Burns (2002) fizeram um estudo com o objetivo de determinar o
padrdo de liberacdo in vivo de progesterona a partir de microesferas de poli(D,L-
lactideo-co-glicolideo) para induzir puberdade em novilhas de corte. O padréao
observado no estudo mostrou um rapido aumento e um acentuado declinio nas
concentragbes de progesterona na corrente sanguinea, o que permitiu uma boa
sincronia do estro. Embora o numero de vacas usadas no experimento seja
pequeno, trés entre quatro vacas foram observadas em estro durante um periodo de
dois dias.

Silva e colaboradores (2006) produziram microcapsulas de polihidroxibutirato
com diametro médio de 1 a 5 um, contendo progesterona para uso subcutaneo em
éguas, para avaliar a dinamica utero-ovarica. As microcapsulas foram entéo
dispersas em solucdo fisioldgica e posteriormente introduzidas subcutaneamente por
uma seringa no pesco¢o do animal. Para que fosse possivel avaliar os resultados
obtidos, éguas de controle receberam, também de forma subcuténea, apenas a
solucéo fisiolégica. Eles verificaram que o nivel de horménio nas éguas tratadas com
as microcapsulas foi capaz de suprir o estro conforme o desejado, porém ocorreu
uma grande variacdo dos niveis de progesterona entre as éguas tratadas. Essa
variacdo ocorreu provavelmente devido a reacdo inflamatdria que foi mais branda
em alguns animais e mais intensa em outros, tornando o perfil de liberacao diferente
nesses animais. Como esse processo inflamatério também ocorreu nas éguas de
controle, essa inflamacéo nao deve ter sido causada por falta de biocompatibilidade
do polimero, mas sim devido a uma sensibilidade dos equinos a essa via de
aplicacdo, ou a sensibilidade da regido onde foi aplicado, ou ainda ao volume
administrado ter sido grande para essa via.

Leite (2004) em sua tese de mestrado formulou e caracterizou microparticulas
de polihidroxibutirato para liberacdo controlada de progesterona. No perfil de
liberacdo pode-se observar uma liberagéo de explosao (“burst”) inicial onde cerca de
18% da progesterona foi liberada nas primeiras 7 horas, devido ao horménio que se
encontrava proxima a superficie das microcapsulas. Ja a progesterona que se
encontrava mais no nucleo precisou primeiro se dissolver na matriz para depois
difundir até a superficie e ser liberada, portanto sua liberacao foi mais lenta. Porém o
nivel de liberacdo baixo durante as primeiras 70 horas indica a necessidade do uso
de uma matriz mais apropriada que facilite o transporte da carga ativa até o meio de

liberagdo. Alguns fatores podem ter levado a esse baixo nivel de liberacdo da
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progesterona, como a alta cristalinidade do P3HB e a afinidade quimica entre a
matriz e a carga ativa. Visto que a difusdo da carga ativa ocorre na porcdo amorfa
do polimero, o uso de uma matriz com menor cristalinidade levaria a uma liberacéo
mais acentuada. Alem disso, sendo a matriz hidrofébica e a progesterona uma droga
lipofilica ocorre fortes interagBes quimicas entre elas resultando em uma liberacao

mais lenta.
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Copolimero de hidroxibutirato com 5,85% em mol de hidroxihexanoato P3(HB-
co-HHXx) sintetizado e fornecido pelo grupo de microbiologia da Universidade
de S&o Paulo (USP). Caracterizado por Mendonca et al (2017). Massa Molar
(Mw) = 303685 Da e Temperatura de transicao vitrea (Tg) = 2,9°C.

Poli 3-hidroxibutirato (P3HB) fornecido por PHB Industrial. Massa Molar (Mw)
= 394723 Da.

Alcool Etilico (CH3CH,OH) fornecido pela Cromoline; Grau de Pureza: P.A.
Progesterona (Preg-4-eno-3,20-diona) fornecida pela Sigma-Aldrich; Grau de
Pureza: 99%.

Cloroférmio (CHCIs), fornecido pela Vetec; Grau de pureza: 99%.

Acido oleico (C1gH3405), fornecido pela Proquimios; Grau de pureza: P.A.

Alcool polivinilico (C2H40),, fornecido pela Vetec; Teor de cinzas: 0,4%.
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3.2 Nanoparticulas magnéticas (magnetita)

A nanomagnetita utilizada foi formulada como parte das pesquisas realizadas
em particulas com propriedades magnéticas pelo grupo de pesquisa “Polimeros a
partir de recursos renovaveis”, no qual a autora desse trabalho faz parte (B6a Morte,
2017). A fase magnética foi caracterizada por difracdo de Raios-X (Figura 12) e pela

microscopia eletronica de transmissao (Figura 13).

1400

1200 4 (311) — Magnetita

1000

800

600 - (440)

(220)
400 -

Intensidade (CPS)

(111)
200

26 (%)

Figura 12 — Difratograma de Raios-X da magnetita sintetizada (Béa Morte, 2017).

Figura 13 — Micrografia eletrbnica de transmissdo das nanomagnetitas
(B6a Morte, 2017).



38

3.3 Formulacgao e Caracterizacdo das microparticulas contendo nanomagnetita

e progesterona (PHAs/nM/Pg)

3.3.1 Formulacéao das microparticulas magnéticas de
polihidroxialcanoatos contendo progesterona (PHAs/nM/Pg)

Para a formulacdo das microparticulas foi utilizado o método de simples
emulsdo baseado no procedimento proposto por Okassa et al. (2005); Yang et al.
(2006) e Rodrigues-Contreras et al. (2013). Esse método foi escolhido devido ao fato
da progesterona ser solivel no mesmo solvente (cloroféormio) que pode solubilizar o
polimero escolhido para a produgcédo das microparticulas.

Para o preparo das microparticulas de P3HB/nM/Pg e P3(HB-co-HHx)/nM/Pg
foi feita uma solucéo contendo 1 g de polimero (P3HB ou P3(HB-co-HHx)) em 10 mL
de cloroférmio. A essa solucdo acrescentou-se 80 mg de magnetita modificada com
acido oleico e 0,3 g de progesterona, formando assim a fase organica. A fase
organica formada foi gotejada sobre a fase aquosa, composta de 200 mL de uma
solugéo de alcool polivinilico a 1% m/v, contida em um reator (IKA-250) (A). Durante
0 gotejamento da fase organica, a temperatura foi mantida em 10°C (B) e a agitacao
mecanica (C) em 200 rpm mais agitacdo de 9500 rpm proporcionada por um

ultraturrax (IKA, T-25) (D) acoplado ao reator (Figura 14).

Figura 14 — Reator (IKA-250) utilizado para a formulagdo das microparticulas,
SEPOL-LAMAYV (UENF) com o Ultraturrax (IKA, T-25) acoplado: A) copo do reator;

B) banho hidrotérmico; C) agitador mecanico; D) Ultraturrax.
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Apds 15 minutos do término do gotejamento o ultraturrax (D) foi desligado,
permanecendo ligado apenas a agitacdo mecanica e o reator foi submetido a vacuo,
para que ocorresse a evaporacdo do solvente, por 2 horas. Passadas as 2 horas
aumentou-se a temperatura para 30°C a fim de completar a evaporacdo do
cloroférmio (Figura 14).

As microparticulas formadas foram separadas por centrifugacdo a 1000 rpm
por 2 minutos, lavadas com agua destilada trés vezes para eliminar o alcool
polivinilico residual e em seguida lavadas com etanol 99% para facilitar a secagem.
Por ultimo, as microparticulas foram colocadas em um dessecador a vacuo para

completar a secagem.

3.3.2 Caracterizacao na regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR) dos poli 3-hidroxialcanoatos utilizados como matriz

A analise de espectroscopia na regido do infravermelho foi feita com os
polihidroxialcanoatos conforme recebidos em p6 (P3HB e P3(HB-co-HHXx)), nos
guais nessa dissertacdo serdo chamados de in natura, e com 0S
polihidroxialcanoatos in natura misturados com progesterona, na mesma proporgao
utilizada para formulacdo das microparticulas, com o intuito de caracterizar 0s
polimeros utilizados e verificar a interacao entre os componentes do sistema.

Primeiramente, foram feitas pastilhas de KBr em uma prensa manual e
reservadas. Depois de feitas as pastilhas, as amostras foram dissolvidas em uma
guantidade minima de cloroférmio e depositadas sobre as pastilhas de forma que se
formasse um filme fino. Apés a completa evaporacdo do solvente utilizado para
dissolver as amostras as medidas foram feitas através de um Espectrofotémetro de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) Shimadzu, modelo IRPrestige-2,
disponivel na unidade de Caracterizagdo Térmica do SEPOL/LAMAV — UENF.

3.3.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi realizada nas microparticulas de P3HB,
P3(HB-co-HHx), P3HB/nM/Pg e P3(HB-co-HHx)/nM/Pg no intuito de analisar a

estabilidade térmica dos sistemas e de determinar a massa de nanomagnetita
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presente nas formulacdes. A andlise foi feita em um equipamento de andlise
termogravimétrica modelo TGA Q-5000 — TA Instruments, disponivel na Unidade de
Caracterizacao Térmica (SEPOL) na UENF.

A faixa de temperatura utilizada na analise foi da temperatura ambiente até
500°C, utilizando uma taxa de aquecimento de 10°C/min e o fluxo de nitrogénio foi

mantido a 50 mL/min durante toda a analise.

3.3.4 Determinacao da Eficiéncia de Encapsulacao (%) de progesterona
nas formulac¢des utilizando P3HB e P3(HB-co-HHXx)

A quantificacdo da progesterona remanescente nas formulacfes apds o periodo
de liberacdo consistiu em dissolver 0,04 g de microparticulas usadas no estudo de
liberacao, ou seja, as microparticulas ja tinham liberado uma quantidade significativa
de progesterona, em 10 mL de cloroférmio. Apos dissolucdo a solucdo obtida foi
gotejada em 100 mL de solucdo etanol/agua 60% gelada, para que ocorresse a
precipitagdo do polimero e posteriormente essa solugdo foi colocada na estufa a
vacuo, a temperatura ambiente, para que o cloroférmio, componente mais volatil,
evaporasse. Apos evaporacdo completa do cloroférmio a mistura foi levada a uma
centrifuga (30000 rpm durante 10 minutos) e uma aliquota foi retirada do
sobrenadante. A partir dessa aliquota foi determinada a progesterona remanescente
nas particulas utilizando um espectrdbmetro modelo UV-50 Bio — Cary, com
comprimento de onda de 247 nm (o branco foi feito utilizando o mesmo
procedimento, porém partindo de microparticulas sem progesterona). O
espectrometro utilizado pertence ao Setor de fisiologia vegetal bioquimica e
metabolismo de plantas - LMGV/CCTA na UENF.

Utilizando amostras com concentracdes de progesterona conhecidas, uma curva
de calibracdo foi construida (y = 0,0417x + 0,0744) (Figura 15) para determinar, a
partir das leituras de absorbancia, a concentracdo de progesterona em cada aliquota

analisada.
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Figura 15 — Curva de calibracao de progesterona em etanol/agua 60%.

A eficiéncia de encapsulacdo poderd entdo ser calculada utilizando a Equacéo 8
(Bazzo, et al., 2008 — adaptada):

Eficiéncia de encapsulacao = w X100 Eq8

1

Sendo:
m; = Massa de droga utilizada na formulacéo
m, = Massa de droga obtida no final do periodo de liberagéo
m3z = Massa de droga remanescente nas particulas ao termino do periodo de

liberacéo.

3.3.5 Distribuicdo de tamanho

A distribuicdo de tamanho das microparticulas de PHB, PHB/nM/Pg, P3(HB-
co-HHx) e P3(HB-co-HHx)/nM/Pg foi realizada utilizando para cada amostra, 5
imagens diferentes com mas de 150 particulas. As imagens foram obtidas em um
microscopio confocal, Lext 3D a laser OLS4000 da marca Olympus disponivel no
Laboratério de Materiais Avancados (LAMAV) na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

Todas as amostras, contendo as microparticulas usadas, se encontravam

secas e foram dispostas em uma lamina de vidro para a observacéo.
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3.3.6 Morfologia externa das formulagdes

A analise de MEV foi realizada nas microparticulas de P3HB, P3(HB-co-HHX),
P3HB/nM/Pg e P3(HB-co-HHx)/nM/Pg para verificar o tamanho e a morfologia
externa das microparticulas. Para esse fim foi usado um microscopio Eletrénico de
Varredura Shimadzu, modelo SSX - 550, operando em uma voltagem de 18 kV,
disponivel no Laboratério de Materiais Avancados (LAMAV) na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

Para que fosse possivel a obtencdo das imagens, as amostras foram
depositadas em um porta amostra com fita dupla-face de carbono e recoberta com

ouro (metalizadas) para evitar que a amostra sofra descargas durante a analise.

3.3.7 Cristalinidade da matriz polimérica

A cristalinidade da fase polimérica presente nas formulacdes de P3HB,
P3HB/nM/Pg, P3(HB-co-HHx) e P3(HB-co-HHx)/nM/Pg foi determinada com auxilio
dos difratogramas de Raios-X. Para esse fim, utlizou-se um método de
deconvolucédo dos picos, no programa computacional Fityk 0.9.8, para determinar as
areas referentes a contribui¢do cristalina e amorfa.

A percentagem de cristalinidade foi obtida através da seguinte equacao (Xu,
et al., 2013):

X Acr
C (%)= — X100 Eqg.9
(%) Y Acr + Aay 1

Onde:
e ) Acr € 0 somatério correspondente da regido cristalina;
e Y Acr+ Auy € 0 somatério correspondente da regido amorfa e cristalina (area
total);

e ( (%) percentual de cristalinidade.



43

Os difratogramas foram obtidos a partir de um difratdmetro Bruker modelo D8
Advance, instalado no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais — Propemm-— Ifes
Vitoria, equipado com radiagdo de Cu com 1,5418 A. As varreduras foram feitas na
faixa do angulo de difragdo 26 = 10°-60°, sendo utilizada a tensao de 40 kV e uma
corrente no filamento de 40 mA.

3.3.8 Estudo da liberacdo da progesterona nas formulacdes de P3HB e
P3(HB-co-HHX)

Para o estudo da liberacédo da progesterona nas diferentes formula¢des foram
preparados 3 tubos de ensaio contendo 40 mg de microparticulas, de P3HB/nM/Pg
em um dos ensaios e em outro de P3(HB-co-HHx)/nM/Pg, em 10 mL de etanol/agua
(em uma proporcao de 60% v/v), onde 5 mL estavam em contato com as particulas
e 0s outros 5 mL estavam separados por um filtro de Nitrato de Celulose de 0,45um

(Figura 16). Os tubos foram mantidos em repouso e a temperatura ambiente.

Etanol/4dgua 60%

Filtro de Nitrato
de Celulose

Figura 16 — Esquema ilustrativo do sistema utilizado para o estudo da liberacdo sem

presenca de campo magnético.

Em intervalos regulares foi retirado 2 mL da solugédo e a quantidade de
progesterona contida nesta aliquota foi medida com o auxilio de um espectrometro
de Ultravioleta. Apés a retirada de cada aliquota o volume retirado era reposto pela
solucdo de etanol/agua 60% v/v (Taghizadeh et al., 2004; Mashak e Taghizadeh,
2006).
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J& para o estudo da liberacdo na presenca de um campo magnético, o
procedimento realizado foi semelhante ao anterior com a diferenca que as amostras
ficaram expostas a um campo magnético externo pulsante. Para que isso fosse
possivel, foi utilizado um protétipo montado pelo grupo de pesquisa do Setor de
Polimeros da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(SEPOL/UENF) (Figura 17).

Esse dispositivo € formado por 2 imas permanentes de Neodimio-Ferro-Boro
(0,3T) colocados radialmente em um motor que gira a uma frequéncia de 53 Hz, a
frequéncia de giro do motor e o comportamento do campo magnético gerado foi

verificado com o auxilio de um Osciloscopio MO-1225 20 MHz (Figura 18).

Figura 17— Viséo superior (a) e lateral (b) do equipamento utilizado para aplicar o

campo magnético pulsante nas amostras.

Figura 18 — Osciloscépio usado para medir a frequéncia de giro do motor e observar

0 comportamento da onda magnética resultante dos imas fixados nesse motor.
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As amostras ficaram a uma distancia onde o campo magnético, ao qual as
microparticulas foram expostas, foi de 0,2 T, valor determinado com auxilio de um
Gaussimetro GM08 da Hirst-Magnétic Intrument Ltda (Leite, 2014).

Para quantificar a concentracdo de progesterona liberada, foi utilizada a
mesma curva de calibragdo feita para o estudo da eficiéncia de encapsulagao
(Figura 15) onde a equacao obtida a partir da reta foi y = 0,0417x + 0,0744 e o
coeficiente de correlagéo (R?) igual a 0,936. Todas as leituras foram feitas utilizando
um Espectrometro Vis/UV Cary 50 Bio comprimento de onda de 247 nm,
pertencente ao setor de fisiologia vegetal bioquimica e metabolismo de plantas
LMGV/CCTA.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacdo dos polihidroxialcanoatos in natura

4.1.1 Caracterizagdo na regiao do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FTIR) dos polihidroxialcanoatos utilizados como matriz

Os espectros no infravermelho (FTIR) dos polihidroxialcanoatos in natura
(Figura 19) utilizados nas formulagdes possuem uma banda de absorgdo bem
definida em torno de 1750 cm™ referente & vibracdo de alongamento do C=O,
caracteristico da estrutura poliéster presente nesses polimeros, assim como no
intervalo entre 1320 a 1160 cm™ onde aparecem bandas referentes a vibragdes dos
grupos C-O-C. Uma regido que deve receber destaque se encontra em torno de
2930 cm™ e 2980 cm™, estes sinais s&o atribuidos as vibracdes de alongamento do
CH, e CHg, respectivamente. Essa regido € importante, pois a diferenca entre as
estruturas do P3HB e P3(HB-co-HHx) € o comprimento da cadeia lateral do co-
mondmero 3HHx. Por isso, a intensidade da banda em 2930 cm™, caracteriza esta
diferenca entre as estruturas e pode-se observar que este sinal € pronunciado ainda
gue com apenas 5,85% em mol da unidade 3HHx no copolimero (Lageveen et al.,
1988; Padermshoke et al., 2004; Gao et al., 2006; Zhang et al., 2007).

(CH:)

w.c=0
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Figura 19 — Espectro no Infravermelho do a) P3(HB-co-HHXx) in natura e b) P3HB in

natura.
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Nos espectros referentes aos polihidroxialcanoatos in natura contendo
progesterona (Figura 20) é observado uma diferenca na intensidade do sinal
presente na regido em torno de 1650 cm™, se comparado aos espectros dos
polihidroxialcanoatos in natura puros, regido esta que se encontra indicada pelas
setas colocadas na figura a seguir (Figura 20). Essa regido do espectro aparece 0s
picos caracteristicos referentes a progesterona, em 1661 cm™ e 1698 cm™, relativo
ao estiramento da carbonila C3 e Cyo (Cerchiara et al., 2003). No entanto, ndo €&
possivel definir qual o tipo de interacao existente entre os polihidroxialcanoatos e a
progesterona.
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Figura 20 — Espectro do Infravermelho do a) P3(HB-co-HHX) + progesterona e

b) P3HB + progesterona in natura.

4.2 Caracterizacao das formulacdes contendo progesterona e nanomagnetita
(PHAs/nM/Pg)

4.2.1 Andlise termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas, integral e diferencial, relativas as
microparticulas de P3HB, P3(HB-co-HHx), P3HB/nM/Pg e P3(HB-co-HHX)/nM/Pg
(Figuras 21 e 22) mostram que a termodegradagdo das matrizes ocorrem em

intervalos de temperaturas diferentes. A degradacdo das microparticulas de P3HB
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(267°C) ocorre a uma temperatura inferior a degradacdo das microparticulas de
P3(HB-co-HHXx) (277°C). A maior estabilidade térmica do copolimero P3(HB-co-HHX)
em relacdo ao P3HB também foi observada pelo Xie e Chen (2008). Esses
resultados mostram que o co-mondmero HHx contribuem para a estabilidade
térmica, provavelmente devido a mecanismos que dificultam a via de degradacao
térmica por cisdo aleatoria de cadeias dos seus grupos ésteres (Aoyagi et al, 2002;
Rajaratanam et al., 2017).

O comportamento térmico observado para as formulacbes de
polihidroxialcanoatos contendo magnetita e progesterona evidencia uma diminuigao
da temperatura de degradacéo registrada no termograma para as microparticulas de
P3HB/nM/Pg e P3(HB-co-HHx)/nM/Pg em relacdo as de P3HB e P3(HB-co-HHXx). O
gue é um indicativo da influéncia da nanomagnetita, seja pelo aumento da
condutividade térmica nas formulacdes, que elimina possiveis diferencas entre a
temperatura registrada e a temperatura das amostras e/ou por consequéncia de
interacbes entre a superficie das nanomagnetitas com a matriz polimérica que
diminui sua estabilidade térmica. O comportamento térmico das amostras pode ser
observado na Tabela 3. Leite (2014) em sua dissertacdo de mestrado também
observou a diminuicdo da estabilidade térmica causada pela magnetita em
microcipsulas de quitosana e relacionou esse resultado ao aumento da

condutividade térmica.

100
PHB-nM+Pg
PHB
PHBHHx+nM+Pg
PHBHHx

80
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40+
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Figura 21 — Termograma das microparticulas de P3HB, P3HB/nM/Pg, P3(HB-co-
HHXx), P3(HB-co-HHXx) /nM/Pg.
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Figura 22 — Termograma DTGA das microparticulas de P3HB, P3HB/nM/Pg, P3(HB-
co-HHXx), P3(HB-co-HHXx) /nM/Pg.

A partir da curva integral do termograma (Figura 21) foi determinada a massa
percentual da magnetita presente nas formulacdes, pois esta permanece como um
residuo (Tabela 3), nas condi¢cbes experimentais utilizadas. A quantidade de
magnetita presente nas microparticulas de P3HB foi de 3,1% enquanto nas
microparticulas de P3(HB-co-HHXx) foi de 2,3%.

A liberacdo da progesterona na presenca do campo magnético externo é
dependente da vibracdo causada na carga magnética presente nas formulagdes,
que induz um aumento do ceficiente de difusdo (Dash e Cudworth, 1998). Assim, a
diferenca registrada no conteido de nanomagnetita nas formulacdes deve originar

um efeito mais discreto no sistema com P3(HB-co-HHX).

Tabela 3- Comportamento Térmico das microparticulas.

Temperatura de

Amostras degradaco (°C) Residuo (%)
P3HB 267,5 -
P3HB/nM/Pg 266,1 3,1
P3(HB-co-HHXx) 277,1 -

P3(HB-co-HHx)/nM/Pg 273,7 2,3
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4.2.2 Determinacao da Eficiéncia de Encapsulacdo (%) de progesterona

nas microparticulas de P3(HB-co-HHXx)

Para determinar a quantidade de progesterona remanescente nas
microparticulas foi utilizado a equacdo y= 0,0417x + 0,0744 obtida da curva de
calibracdo (Figura 15). Assim, o calculo da eficiéncia de encapsulacdo foi feito

utilizando a equacéo 8 e os valores obtidos encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4- Eficiéncia de encapsulacédo da progesterona das microparticulas de

P3HB e P3(HB-co-HHXx) contendo nanomagnetita.

P P Progesterona Eficiéncia d
Amostras rogesf[erona _rogesterona remanescente ICIencCia Ne
de partida (g) | liberada (g)* 5 encapsulacao
P3HB @ 0,3 0,1617 0,0456 69,10%
P3HB ® 0,3 0,1894 0,0311 73,50%
Média - - 71,3+2
P3(HB-co-HHXx) @ 0,3 0,1862 0,0507 78,99%
P3(HB-co-HHx) ® 0,3 0,2187 0,0497 89,46%
Média - - 84,2+ 3

a) capsulas usadas na liberacdo sem a presenca de campo magnético
b) capsulas usadas na liberagdo com a presencga de campo magnético

*massa de progesterona obtida no final do periodo de liberagdo

Os valores de eficiéncia de encapsulacdo indicam que o procedimento
adotado de simples emulsédo é adequado para formular microparticulas de P3HB e
P3(HB-co-HHx), que possuem caracteristicas hidrofébicas, e encapsular a
progesterona, hormoénio lipofilico. Considerando que todos os parametros de
processamento e as massas molares dos polimeros sdo da mesma ordem de
grandeza, o fator principal que deve ter influenciado na eficiéncia de encapsulacdo
da progesterona nessas formulacdes sao as interacdes de natureza hidrofébica, que
resultam entre a progesterona e a matriz. Como consequéncia dessa maior
interacdo, a eficiéncia de encapsulacdo da progesterona sera maior na matriz de

P3(HB-co-HHXx), do que na matriz de P3HB, devido a sua cadeia lateral maior que
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acentua este carater hidrofébico e aumenta o espagamento entre as cadeias
facilitando as interac6es (Dhakar et al., 2010).

Lins e colaboradores (2014) utilizaram-se do método de simples emulséo para
obter particulas de P3HB contendo cetoprofeno (anti-inflamatério) obtiveram uma
eficiéncia de encapsulacdo de 60%. Alguns fatores podem ter contribuido para que a
eficiéncia de encapsulacao reportada por esses pesquisadores tenha sido menor do
gue a encontrada no presente trabalho, como o0 uso de temperatura ambiente
durante a formulagéo e o fato do Cetoprofeno ter um carater menos hidrofobico do
gue a progesterona. Estes fatores podem ter levado a uma maior difusdo do farmaco
para 0 meio aquoso durante a técnica de simples emulsdo, diminuindo assim a
guantidade de droga encapsulada.

Uma alta eficiéncia de encapsulacdo (89%) também foi encontrada por Peng
et al (2012) para microcapsulas de P3(HB-co-HHXx) contendo insulina complexada,
sua alta eficiéncia de encapsulacdo foi justificada pela grande interacdo entre a

insulina complexada com fosfolipideos e a matriz de P3(HB-co-HHX).

4.2.3 Distribuic&do de tamanho

A distribuicBo de tamanho das microparticulas de P3HB, P3HB/nM/Pg,
P3(HB-co-HHx) e P3(HB-co-HHx)/nM/Pg foram determinadas com o auxilio de
imagens obtidas no microscépio confocal (Figuras 23 - 28). As imagens mostraram
algumas regifes onde as particulas ficaram sobrepostas, formando aglomerados.
Essas regides aglomeradas ocorreram devido a dificuldade de dispersar particulas
com granulometria em escala de poucos microns onde as forcas atrativas entre as
particulas sédo grandes devido a elevada energia superficial (Issa et al., 2013).

As microparticulas de P3HB (Figura 23) apresentaram a distribuicdo de
tamanho entre 2-44 um com maior distribuicdo entre 2-16 um. Ja as microparticulas
de P3HB/nM (Figura 24) apresentaram a distribuicdo de tamanho mais larga com
particulas com tamanho entre 2-100 um enquanto as de P3HB/nM/Pg (Figura 25)
entre 2-86 um, com uma maior distribuicdo entre 2-16 um (50% das particulas). Em
média a adicdo de magnetita e progesterona nas microparticulas de P3HB/nM/Pg
resultaram na obtencdo de microparticulas maiores. Porém a maior contribuicéo

continua na mesma faixa de tamanho, ou seja, entre 2-16um.
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Figura 23 - Distribuicdo de tamanho referente as microparticulas de P3HB e ao lado

uma das imagens utilizadas para analisar o tamanho dessas particulas.
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Figura 24 - Distribuicdo de tamanho referente as microparticulas de P3HB/nM e ao

lado uma das imagens utilizadas para analisar o tamanho dessas particulas.

Porcentagem (%)

PHB/MAG/PROG

30-44

44 -58
Tamanho (pm)

58-72

72-86

200pm
200um

Figura 25 - Distribuicdo de tamanho referente as microparticulas de P3HB/nM/Pg e

ao lado uma das imagens utilizadas para analisar o tamanho dessas particulas.
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A distribuicdo de tamanho das particulas de P3(HB-co-HHXx) (Figura 26) ficou
entre 2-58um, com maior distribuicdo na faixa de 16-30um. Ja as microparticulas de
P3(HB-co-HHx)/nM (Figura 27) obtiveram distribuicdo de tamanho entre 2-58um,
com 81% das particulas entre 2-30um. A distribuicdo de tamanho das particulas de
P3(HB-co-HHx)/nM/Pg (Figura 28) ficou entre 2-72um com maior distribuicdo na
faixa de 2-44um (91%). A adicdo de magnetita e progesterona nessas

microparticulas pouco influenciou no tamanho final das microparticulas de P3(HB-
co-HHXx).

Bty P3[HB-co-HHx)
50 =
= ¥
£
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Figura 26 — Distribuicdo de tamanho referente as microparticulas de P3(HB-co-HHX)

e ao lado uma das imagens utilizadas para analisar o tamanho dessas particulas.
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Figura 27 — Distribuicdo de tamanho referente as microparticulas de P3(HB-co-
HHx)/nM e ao lado uma das imagens utilizadas para analisar o tamanho dessas

particulas.
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Figura 28 — Distribuicdo de tamanho referente as microparticulas de P3(HB-co-
HHx)/nM/Pg e ao lado uma das imagens utilizadas para analisar o tamanho dessas

particulas.

Pode-se inferir gue em todas as amostras observadas apresentam uma larga
distribuicdo de tamanho, essa caracteristica € interessante para o0 sistema de
liberacdo controlada, pois o tamanho da particula influencia na taxa de degradacéo
da matriz e no tempo de difusdo do farmaco para que ocorra a liberacao (Leimann et
al., 2013). Portanto, uma distribuicdo mais larga fara com que a liberacdo mantenha
o nivel desejado por um periodo mais longo.

A faixa de tamanho obtida para todas as amostras se encontra adequada
para a aplicacdo desejada utilizando a via intramuscular ou subcuténea, as quais
exigem que o tamanho das particulas estejam entre 10 a 250 um (Tran et al., 2011;
Kulkarni e Feng, 2012). No caso especifico do uso em equinos € aceitavel um
tamanho maior das particulas devido ao porte do animal (Silva et al., 2006).

Pelas imagens apresentadas também é possivel observar a geometria
esférica, sendo este um dos parametros que se deve conhecer para a aplicacao
adequada de um modelo matematico no estudo da cinética da liberacdo de farmacos
(Siepmann e Siepmann, 2012).

O tamanho médio das particulas obtidas pode ser observado na Tabela 5,
onde podemos verificar uma tendéncia das microparticulas de P3HB (15 um) a
apresentar um diametro médio menor do que as microparticulas de P3HB/nM/Pg (24
um). Essa reducdo de tamanho das microparticulas também pode ser observada
analisando as imagens obtidas por MEV (Figuras 29 e 30). Essa mesma tendéncia
foi mais discreta para as microparticulas de P3(HB-co-HHXx) (21 um) que obtiveram

tamanho médio semelhante ao da formulacdo P3(HB-co-HHX)/nM/Pg (25 um).
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Conforme mostrado na Tabela 5 os rendimentos do processo de Formulagao
das microcépsulas foram superiores a 50%, mostrando que o método de simples
emulsdo e os parametros usados na formulacdo se mostraram adequados para
obtencao de particulas com tamanho apropriado e um bom rendimento em relacéo a

guantidade de polimero utilizado na formulacéo de microparticulas.

Tabela 5- Tamanho médio e rendimento obtido de cada tipo de formulacdes.

Amostras Tamanho médio (um) Rendimento*
P3HB 14,7 60,04%
P3HB/Magnetita 45,4 57,80%
P3HB/Magnetita/Progesterona 24,3 68,22%
P3(HB-co-HHXx) 21,2 72,80%
P3(HB-co-HHx)/Magnetita 20,9 54,40%
P3(HB-co-HHx)/Magnetita/Progesterona 25,3 68,85%

*Rendimento: relacdo entre a massa das microparticulas obtidas e a massa de polimero empregada

na formulacgéo.

Rodriguez-Contreras e colaboradores (2013) utilizaram varias técnicas para
obter microparticulas de PHB contendo doxiciclina (antibacteriano) e mostraram que
o tamanho das particulas € sensivel a velocidade de agitacdo no momento da
formulacao. Utilizando a técnica de simples emulséo eles obtiveram particulas com
tamanho de até 64 um utilizando uma velocidade de 900 rpm e esse tamanho
diminuiu para até 0,43 um quando a velocidade aumentou para 12000 rpm.

Comparando os resultados relatados no paragrafo anterior com os obtidos
neste trabalho podemos verificar que os parametros escolhidos para a obtencéo das
microparticulas ainda podem ser ajustados para que sejam obtidas particulas em
escalas ainda menores. Tal diminuicdo no tamanho das microparticulas tornaria
possivel a sua utilizacdo usando a via intravenosa, ja que esta é a via mais utilizada
na administracdo de hormdnio para o controle do ciclo reprodutivo de equinos, onde

o tamanho aceitavel das microparticulas é de até 5 um (Silva et al., 2006).
4.2.4 Morfologia externa das microparticulas
As imagens de MEV das microparticulas de P3HB e P3(HB-co-HHXx) (Figuras

29 e 31) obtidas por simples emulsdo mostram uma geometria esférica regular, com
tamanho médio de 13 um e 22 um respectivamente. Esses valores estdo proximos
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aos encontrados anteriormente, confirmando os tamanhos médios determinados

com auxilio da Microscopia Otica Confocal (Figura 23 - 28).

AccY  Probe  Mag WD Det 1 5um AccY  Probe  Mag WD Det H—— 2um
18.0kV 40 x4000 18 SE  LAMAV/UENF 180KV 40 x5000 18 SE  LAMAV/UENF

AccY Probe Mag WD Det
18.0kV 40 x500 18 SE LAMAV/UENF

Figura 29 — Imagens obtidas por MEV das microparticulas preparadas por simples

emulséo de P3HB.

AccY  Probe  Mag WD Det F—— 10um AccY  Probe  Mag WD Det F————— Sum
180KV 40 x1200 19 SE  LAMAV/UENF 180KV 40 x4000 18 SE  LAMAV/UENF

Figura 30 — Imagens obtidas por MEV das microparticulas preparadas por simples
emulsao de P3HB/nM/Pg.
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AccV  Probe  Mag WD Det H—— 10um AccY  Probe Mag WD Det H—— 2um
180KV 40 x1000 19 SE  LAMAV/UENF 180KV 40 5000 19 SE  LAMAV/UENF

AccY Probe
18.0kV 40 x500 19 SE LAMAV/UENF

Figura 31 — Imagens obtidas por MEV das microparticulas preparadas por simples
emulsao de P3(HB-co-HHXx).

AccV  Probe  Mag WD Det H——————— 5um AccV  Probe  Mag WD Det H——————— 5um
18.0kV 40 x4000 18 SE  LAMAV/UENF 18.0kV 40 x4000 18 SE  LAMAV/UENF

Figura 32 — Imagens obtidas por MEV das microparticulas preparadas por simples
emulsao de P3(HB-co-HHx)/nM/Pg.

A superficie das microparticulas sdo morfologicamente diferentes (Figuras 29
- 32), com a presenca de pequenas cavidades e/ou poros para o P3HB e de uma

malha ou cavidades bem maiores para o copolimero P3(HB-co-HHX).
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A rugosidade das microparticulas de P3HB obtidas pelo método de emulsdo
pode estar ligada a alta cristalinidade do P3HB e principalmente a rapida taxa de
cristalizacdo desse poliéster (Doi, 1990; Abe et al., 1995; Matrtin et al., 2000). Sabe-
se que a presenca do co-mondmero 3HHx além de reduzir a cristalinidade torna a
taxa de cristalizacdo do P3(HB-co-HHx) muito menor do que a do P3HB (Xu et al.,
2002), este deve ter sito o fator que tornou a superficie das microparticulas dessas
duas formulacfes estudadas téo distintas.

Sa (2000) e Rodriguez-Contreras et al. (2013) também encontraram para
microparticulas de P3HB, feitas pela técnica de simples emulsdo, uma superficie
irregular semelhante a observada neste trabalho. Ja em relacdo ao P3(HB-co-HHX)
nao foram encontrados na literatura estudos prévios sobre a superficie das

microparticulas utilizando essa matriz.

4.2.5 Cristalinidade das matrizes poliméricas

Na Figura 33 é apresentado os difratogramas de Raios-X obtidos para as
microparticulas de P3HB e P3HB/nM/Pg. Neles é possivel a identificacdo da fase
cristalina caracteristica do poli 3-hidroxibutirato que € um polimero semicristalino de
estrutura cristalina ortorrémbica e planos de reflexdo em (020), (110), (021), (101),
(111), (121), (040), (002) e (200) (Skrbic e Divjakovic, 1996; Galego et al., 2000).
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Figura 33 — Difratogramas de Raios-X das microparticulas de P3HB e P3HB/nM/Pg.

Na Figura 34 sdo apresentados os difratogramas de Raios-X obtidos para as

microcapsulas do copolimero P3(HB-co-HHx) e P3(HB-co-HHx)/nM/Pg. Também
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apresenta uma forma cristalina ortorrombica como o P3HB. A forma cristalina se
mantém devido ao baixo contedudo do co-monémero 3-hidroxihexanoato (HHx) (5%).
O co-mondmero 3HHXx dificulta a formacédo da estrutura cristalina, aumentando a
fracdo amorfa do copolimero, porém pouco influencia nos planos cristalinos da
estrutura ortorrémbica que € mantida (Padermshoke et al., 2004).
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Figura 34 — Difratogramas de Raios-X das microparticulas de P3(HB-co-HHXx) e
P3(HB-co-HHx)/nM/Pg.

Doi e colaboradores (1995) estudando a cristalinidade e os parametros
cristalograficos do P3(HB-co-HV) e P3(HB-co-HHx) constataram que a cristalinidade
desses copolimeros sao consideravelmente menores do que a cristalinidade do PHB
e que essa cristalinidade era dependente da quantidade de co-monémero 3-
hidroxivalerato e 3-hidroxihexanoato. Porém, eles observaram que os parametros
cristalograficos pouco foram influenciados e a estrutura ortorrémbica foi mantida em
um copolimero de composicao de até 25% de HHx. Sato e colaboradores (2004)
utilizaram a difragdo de Raios-X e estudos na regido do infravermelho para
caracterizar a estrutura cristalina e cristalinidade do P3(HB-co-HHx) com 12% de
HHx e em seus estudos confirmaram a estrutura cristalina ortorrémbica.

A cristalinidade das microparticulas, determinadas mediante deconvolucéo
das curvas experimentais (Figura 35) dos difratogramas de Raios-X, foi calculada

utilizando a Equacéo 9. Os valores de cristalinidade séo apresentados na Tabela 6.
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Figura 35 — Deconvolucédo dos Difratogramas de Raios-X das formulacdes de A)
P3HB; B) P3HB/nM/Pg; C) P3(HB-co-HHx) e D) P3(HB-co-HHx)/ nM/Pg.

Tabela 6 — Cristalinidade das microparticulas.

Polimero Cristalinidade (%)
P3HB 59,5%
P3HB/nM/Pg 41,5%
P3(HB-co-HHXx) 40,5%
P3(HB-co-HHx)/nM/Pg 41,8%

A cristalinidade encontrada para o P3HB foi menor do que a cristalinidade
reportada na literatura para este polimero. Galego e colaboradores (2000)
encontraram 69% de cristalinidade para o P3HB, ja Leite (2004) em sua dissertacdo
encontrou cristalinidade para o P3HB em torno de 72%. O menor valor de
cristalinidade encontrado no presente trabalho pode ser explicado, pois a analise de
difracdo de Raios-X de todas as amostras foram feitas nas microparticulas e ndo no
polimero in natura. S& (2000) relacionou a reducdo da cristalinidade das
microparticulas em relacdo ao polimero in natura com o efeito plastificante dos
residuos de solvente e do tenso ativo utilizados no processo de formulacdo da
particula.

Outro fator que influencia no valor da cristalinidade que pode explicar a
diferenca de cristalinidade encontrada no presente trabalho e nos trabalhos
reportados é a diferenca da massa molar média dos polimeros utilizados. A massa

molar ponderada do P3HB utilizado no presente trabalho é de 303.685 Da, enquanto
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do P3HB utilizado por Galego et al (2000) é de 177.000 Da. As cadeias de baixo
peso molecular favorecem uma maior cristalinidade.

Ja a cristalinidade encontrada para as particulas de P3(HB-co-HHx) de 40%
se encontrou bem proxima a cristalinidade encontrada por Doi e colaboradores
(1995) de 42% para o P3(HB-co-HHx) com 5% em mol do co-monbémero
hidroxihexanoato (HHx). Cheng e colaboradores (2011) em seus estudos encontrou
uma cristalinidade de 43% para o P3(HB-co-HHx) contendo 3,9% em mol de
hidroxihexanoato (HHXx).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6 também é possivel observar
gue a cristalinidade das particulas de P3HB/nM/Pg decaiu 18% em relacdo as
microparticulas de P3HB. O motivo para essa reducédo de cristalinidade se deve ao
provavel efeito plastificante causado pela progesterona, que por se tratar de uma
molécula pequena se posicionou entre as moléculas do copolimero aumentando a
separacao entre as cadeias e por consequéncia, diminuido a cristalinidade. Juni e
colaboradores (1986) estudaram o efeito de plastificantes na taxa de liberacdo de
um farmaco anticancerigeno em uma matriz de poli 3-hidroxibutirato. Eles obtiveram
um aumento efetivo da taxa de liberacdo a medida que a quantidade de aditivo
(ésteres etilicos e butilicos de acidos graxos) foi aumentada.

Devido a esse efeito, a cristalinidade das microparticulas de P3HB/nM/Pg e
P3(HB-co-HHx)/nM/Pg ficaram bem proximas. Apesar de existirem outros fatores
gue influenciam na liberagdo de um farmaco, como a morfologia externa das
microparticulas, a cristalinidade é um fator muito importante para sistemas de
liberac&o controlada, visto que a difuséo do agente ativo ocorre somente pela porcéo
amorfa do polimero (Narasimhan, 2001). Portanto, ndo deve ocorrer uma diferenca
muito significativa entre a taxa de liberacdo da progesterona nas formulacdes

estudadas, se for considerado apenas a presenca da fase cristalina.

4.2.6 Estudo da liberacdo da progesterona das microparticulas de P3HB
e P3(HB-co-HHXx)

Como parte do estudo da liberacdo da progesterona na presenca de um
campo magnético externo se fez necessario verificar o comportamento do campo
magnético gerado pelo protétipo montado pelo grupo de pesquisa do Setor de

Polimeros da UENF ja retratado na Figura 17. O campo magnético, gerado pelos
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imas fixados de forma que seus polos Norte e Sul estavam invertidos, se comporta
de forma pulsante (Figura 36). A partir desse estudo também foi possivel determinar
a velocidade de giro que corresponde a 53 Hz de frequéncia. E essa velocidade foi
utilizada durante o teste de liberacao (Finotelli et al., 2010).

Figura 36 — Medidas do Osciloscépio do campo magnético gerado pelos imés que

giram a frequéncia de 53Hz.

O perfil de liberacdo de progesterona das microparticulas de P3HB/nM/Pg e
P3(HB-co-HHx)/nM/Pg na presenca e na auséncia de campo magnético externo
pulsante estéo representados na Tabela 7 e Figura 37.

Tabela 7 - Dados referentes a quantidade de progesterona liberada (%) das

formulac6es em 96 horas na presenca e na auséncia de campo magnético pulsante.

% de Liberacdo de progesterona % de Liberacdo de progesterona
Tempo (h) na auséncia de campo magnético na presenca de campo magnético

P3HB P3(HB-co-HHXx) P3HB P3(HB-co-HHXx)

0,25 1,94 0,33 1,39 0,44
0,5 2,29 0,41 1,70 0,76
1 1,61 1,05 3,00 1,76
2 3,67 1,69 4,85 3,83
3 5,15 2,89 7,31 5,47
4 6,41 4,67 10,19 8,43
6 11,28 7,35 16,09 14,03
8 13,29 10,75 19,76 18,52
10 14,83 13,78 25,16 23,21
12 20,99 17,78 32,45 28,65
24 35,53 38,39 40,71 44,53
48 47,48 60,13 51,80 69,05
72 65,05 70,60 71,93 81,71
96 68,84 71,90 80,67 84,44
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Figura 37 — Perfis de liberacdo da progesterona na presenca e na auséncia de
campo magnético externo pulsante, para as formulacdes de P3HB/nM/Pg e P3(HB-
co-HHx)/nM/Pg.

Os perfis de liberacdo dos dois copolimeros estudados, na presenca e na
auséncia de campo magnético pulsante, apresentaram um perfil de liberacdo
semelhante com um “burst” (liberacdo pronunciada) inicial caracteristico de muitos
sistemas de liberacdo controlada (Huang e Brazel, 2001), seguido por uma taxa de
liberacdo mais lenta.

As particulas de P3HB/nM/Pg e P3(HB-co-HHx)/nM/Pg possuem um “burst”
inicial de aproximadamente 2% durante a primeira hora na presenca e na auséncia
de campo magnético externo, ja que este ndo depende do campo. A liberacdo de
progesterona foi em torno de 20% nas primeiras 12 horas de estudo sem a presenca
do campo e 30% na presenca de um campo magnético pulsante. E ao término do
estudo (96 h) cerca de 70% de progesterona tinha sido liberada das particulas que
foram mantidas na auséncia de campo magnético e cerca de 80% de progesterona
liberada das microparticulas de P3HB e P3(HB-co-HHxX) na presenca de campo
magneético pulsante.

A liberacdo da progesterona através da matriz polimérica ocorre
primeiramente através da dessorcdo da progesterona que se encontra adsorvido na
superficie das microparticulas, resultando no caracteristico “burst” inicial. Por isso,
espera-se que o “burst” ndo dependa da presenga do campo magnético, sendo
assim neste periodo ambas as curvas (na presenca e na auséncia do campo) sao

praticamente iguais. ApGs esse periodo inicial, a progesterona que se encontra no
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interior das particulas € liberada através de um processo de transporte por difuséo
através da regido amorfa, ja que o P3HB e o P3(HB-co-HHx) ndo se degradam nas
condicOes utilizadas nesse estudo no periodo de 96 horas (Peng et al., 2012; Lins et
al., 2014).

Lins e colaboradores (2014) estudaram a liberacdo da droga Cetoprofeno
(analgésico, anti-inflamatorio e antirreumatico), que possui natureza hidrofobica, em
matriz de poli 3-hidroxibutirato e observaram uma liberacdo pronunciada de 75% do
farmaco na primeira hora. Essa alta liberagao inicial (“burst”) se deve ao farmaco
adsorvido na superficie das particulas proveniente de um processo pouco eficiente
de encapsulagdo. Eles também observaram que o “burst” diminuiu quando as
microparticulas de PHB foram revestidas por um filme de quitosana, devido a criacao
de uma barreira a carga presente na superficie.

Leite (2004) em sua tese de mestrado estudou a liberacdo de progesterona
em matrizes de P3HB (formuladas pela técnica de “Spray Drying”) e observou, em
uma das suas formulacées um “burst” inicial, onde cerca de 18% da carga ativa foi
liberada nas primeiras 2 horas. Essa maior porcentagem de progesterona liberada
durante o “burst” em relacdo a liberacdo de explosao obtida no presente trabalho
indica que a técnica e os parametros utilizados durante a formulacao influéncia na
guantidade de farmaco que fica adsorvido na superficie das microparticulas.

A analise comparativa dos perfis de liberacdo das formulacbes estudadas é
relativamente complexa, pois deve ser considerando a influenza de 3 fatores
marcantes: a cristalinidade da matriz, a interacao progesterona-matriz e a morfologia
apresentada pelas microparticulas. O fato de que a liberacdo ocorreu principalmente
por processos difusivos (apds o “burst’) implica que esta seja dependente da
cristalinidade do polimero, uma vez que o farmaco se difunde pela regido amorfa do
polimero e a fase cristalina se comporta como uma barreira ao transporte. Portanto,
este fator contribuiu para que os perfis de liberacdo das capsulas de P3HB/nM/Pg e
P3(HB-co-HHx)/nM/Pg fossem semelhantes. Como ja foi discutido anteriormente a
cristalinidade das particulas de P3HB diminuiu devido a um efeito plastificante
causado pela progesterona, o que resultou em uma cristalinidade bem proximas
entre os dois tipos de matrizes utilizadas no estudo de liberagcéo de progesterona.

Outro fator que influencia na taxa de liberagdo da progesterona € a morfologia
externa das microparticulas, onde as formulacdes de P3(HB-co-HHx) apresentou

uma superficie com cavidades maiores e, portanto sua taxa de liberacdo deveria ser
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pronunciadamente maior. Entretanto, como foi discutido na analises da eficiéncia de
encapsulamento, a maior interacdo progesterona-matriz retarda o processo e
consequentemente tem um efeito contrario na taxa de liberacéo resultando em uma
diferenca menos pronunciada entre ambas as formulacgdes.

Fazendo uma analise do efeito do campo magnético pulsante nos perfis de
liberagcdo de progesterona a partir das microparticulas é possivel observar uma
diferenca de aproximadamente 10% na liberacdo da progesterona as 96 horas (ao
término do estudo), causado pelo efeito do campo magnético. Esse aumento na
liberagdo da progesterona se deve a vibracdo das nanoparticulas magnéticas
(nanomagnetita), presentes nas formulacbes, induzido pelo campo magnético
pulsante externo. Visto que essa vibracdo das nanomagnetitas promove um
aumento da temperatura que causa modificacdes conformacionais nas cadeias
poliméricas e aumenta o coeficiente de difusdo da matriz, e consequentemente,
aumenta o transporte de progesterona (Edelmer e Lander, 1993; Dash e Cudworth,
1998; Liu et al., 2009).

Atentando-se a estrutura das matrizes, o efeito térmico originado pelas cargas
magnéticas deveria ser mais pronunciado no copolimero que apresenta uma
estrutura mais flexivel (menor temperatura de transi¢do vitrea), que é o caso do P3
(HB-co-HHx), dado o efeito plastificante interno da cadeia lateral (3HHx) que
introduz a presenca do co-mondmero nha estrutura. Porém, as diferencas
encontradas entre as percentagens de progesterona liberada sem e com o efeito do
campo magnético para as duas matrizes foram relativamente semelhantes (~10%),
isso ocorreu provavelmente por consequéncia da menor carga magnética que foi
constatada nos ensaios termogravimétricos para o copolimero P3(HB-co-HHXx). Era
de se esperar que se a carga magnética nas duas formulacdes fossem iguais a
diferenca na liberacdo causada pelo efeito do campo magnético externo seria muito
mais pronunciado no P3(HB-co-HHXx).

Outros trabalhos tem reportado o efeito do campo magnético externo sobre o
perfil de liberacdo de farmacos tais como a Insulina em matriz de Alginato/quitosana
(Finotelli et al., 2010) e Levodopa, farmaco antiparkinsénicos, em matriz de Alginato
(Kondaveeti et al., 2018), encontrando 20% e 26% respectivamente a mais de
liberacdo devido ao efeito do campo magnético externo. O uso de nanoparticulas

magnéticas nas formulacbes de sistemas de liberacdo controlada e vetorizada de
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7 7

farmacos é um assunto inovador e ndo é reportado na literatura 0 seu uso em
matrizes de polihidroxialcanoatos.

Para descrever 0s possiveis mecanismos que atuam e controlam a liberacéo
de um agente ativo se faz necessario considerar os modelos classicos de liberacao.
Foram entdo, analisados os ajustes dos dados experimentais (apés o “burst’)
considerando os trés principais modelos cinéticos associados a perfis de liberacao:

Y2 (cinética Higuchi)

cinética de ordem zero, cinética de primeira ordem e cinética t
(Figuras 38 e 39). Na Tabela 8 sdo apresentados os valores do coeficiente de
regressao linear para cada ajuste feito.
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Figura 38 — Correlacéo linear para a Liberacéo de ordem zero, primeira ordem e t*/?

para as microparticulas de P3HB.
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para as microparticulas de P3(HB-co-HHXx).

Tabela 8- Coeficiente de regresséo linear dos ajustes feitos para cinética de

diferentes ordens.
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1/2

P3HB/Magnetita/Progesterona

P3(HB-co-HHX)

Modelo /Magnetita/Progesterona
cinético Com campo Sem Campo Com campo Sem Campo
Magnético Magnético Magnético Magnético
Ordem zero 0,92233 0,93758 0,90314 0,90259
Primeira 0,63313 0,69732 0,62785 0,63916
ordem
Higuchi (t?) 0,98281 0,98988 0,98202 0,97327

Analisando os coeficientes encontrados, € possivel verificar que os dados

experimentais referentes a liberacdo da progesterona se ajustam mais a cinética do

tipo tY2

mais comum nos sistemas monoliticos. Estudos mais aprofundados da

morfologia interna das microparticulas devem ser feitos para que se confirme que as
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microparticulas produzidas se tratam ou ndo de um sistema monolitico onde o
agente ativo se encontra disperso na matriz polimérica. A cinética de Higuichi é
caracterizada como aquela em que a taxa de liberacdo diminui de forma menos
acentuada do que na cinética de primeira ordem (Costa e Lobo, 2001; Siepmann e
Siepmann, 2012; Jain e Jain, 2016).
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

O método de emulsdo simples foi apropriado para as formulagdes objeto
desse estudo considerando que a eficiéncia de encapsulacdo alcancada foi
superior a 70%.

Para ambas as formulacdes os parametros de processamento utilizados
originaram particulas de formato esférico e com maior distribuicdo de
tamanho entre 2-16 ym. Sendo que para as microparticulas de P3HB a
superficie se apresentou de forma rugosa e com carga magnética de 3,1%,
enquanto as microparticulas de P3(HB-co-HHXx) apresentaram superficie em
forma de malha e carga magnética de 2,3%.

Devido a um possivel efeito plastificante, ocasionado pela progesterona,
ambas as formulacdes apresentaram uma cristalinidade de aproximadamente
42%.

Os perfis de liberacao das formulagbes estudadas se apresentaram de forma
semelhante com um “burst” na primeira hora de aproximadamente 2% e ao
término da liberac&o foi possivel observar uma liberacdo de 10% a mais de
progesterona devido ao efeito do campo magnético externo.

O comportamento cinético, observado para as formulac¢des utilizando como
matriz o P3HB e P3(HB-co-HHXx), correspondeu a cinética Huguchi (tl’z). O
gue indica uma provavel distribuicdo do agente ativo por toda matriz
polimérica como € caracteristicos quando utilizadas cargas relativamente
hidrofobicas em matrizes também hidrofébicas.

Os resultados apresentados mostraram que o P3HB e P3(HB-co-HHx) séao
polimeros promissores para a liberacdo controlada e vetorizada da
progesterona quando incorporado um nucleo magnético que permite modular
a taxa de liberacdo e vetorizar a entrega do agente ativo com o auxilio de um

campo magnético externo.
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SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO PRESENTE ESTUDO

Estudos posteriores deveriam abordar:

O estabelecimento de parametros pra a obtencédo de capsulas com tamanho
nanométrico, para que se possa utilizar a via intravenosa como forma de
aplicacdo no controle do ciclo reprodutivo de equinos, visto que a via
intravenosa € a mais utilizada para este fim.

Estudos in-vivo para avaliar tanto o perfil de liberagdo da progesterona nestas
condi¢cBes quanto a sua eficiéncia na sincronizacdo do estro de equinos.

O estudo do perfil de liberacdo estendido aos copolimeros P3(HB-coHHX)
com maiores porcentagens do co-mondémero hidroxihexanoato no copolimero

procurando um maior impacto do campo magnético externo.
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