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“Sem a convicgdo de uma harmonia intima do Universo ndo poderia
haver ciéncia. Esta conviccao é, e continuara a ser, a base de toda
criacdo cientifica. Em toda a extensdo de nossos esforcos, nas lutas
dramaticas entre as velhas e as novas concepgoes, entrevemos a ansia
eterna de compreensdo, a intuicdo inabalavel da harmonia universal,
que se robustece na propria multiplicidade dos obstaculos que se
oferecem ao nosso entendimento .

Albert Einstein






RESUMO

Progestogenos possuem diversas aplicagdes na salde humana e animal,
especialmente em protocolos de Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo
(IATF). A progesterona (P4) apresenta vantagens em relacdo a
progestinas, no entanto possui baixa biodisponibilidade quando
administrada por via oral e é um composto hidrofébico de dificil
solubilizacio em formulacGes injetaveis. Por isso, este trabalho tem por
objetivo obter, caracterizar e avaliar a incorporacdo de progesterona em
nanoparticulas poliméricas (PMMA e P(MMA-co-AA)), microemulsdo a
base de tensoativos ndo idnicos e nanoparticulas lipidicas sélidas, a fim
de auxiliar na administracdo e liberagcdo sustentada deste composto.
Inicialmente, foi validado um método espectrofotométrico UV para
guantificacdo de P4 em nanoparticulas poliméricas. Os ensaios
demonstraram que o método é seletivo, preciso, exato e robusto o
suficiente para a determinacdo de P4 em particulas de PMMA. Em
seguida foi realizada andlise da sintese e caracterizacdo de nanoparticulas
poliméricas, as quais foram obtidas por meio de reacGes de polimerizacdo
em miniemulsdo de metacrilado de metila (MMA). As particulas
apresentaram morfologias de nanoesferas e nanocapsulas, com diametros
médios entre 150-300 nm. Foi possivel incorporar até 20 mgpa.Qistex
mantendo estabilidade e eficiéncia de encapsula¢do acima de 60%. Nos
testes de liberacdo in vitro com nanoesferas, aproximadamente 20% do
farmaco foi instantaneamente solubilizado no meio, possivelmente por
estar adsorvido na camada superficial das particulas. Engquanto em
nanocapsulas, apenas 2% foi liberado instantaneamente. Apesar do perfil
semelhante de liberacdo, os ensaios demonstraram que nanocapsulas
apresentam maior potencial de retengcdo do farmaco. O segundo sistema
polimérico avaliado foi particulas de P(MMA-co-AA) sensiveis ao pH, as
quais foram sintetizadas por meio da copolimerizacdo de MMA e acido
acrilico (AA) em miniemulsdo. As particulas apresentaram tamanhos
entre 200-300 nm quando em pH < 4,25. Verificou-se que 54% das cargas
acidas decorrentes da ionizacdo do P(MMA-co-AA) encontram-se na
superficie das particulas. A eficiéncia de encapsulagdo para amostras com
20 mgps.guaex® ficou em aproximadamente 60%. A liberagdo in vitro
ocorreu de forma mais rapida em pH 6 e 8 se comparado ao pH 3, devido
a ionizagdo dos grupos carboxilicos e inchamento das particulas. A
ocorréncia de intumescimento no processo de liberacdo foi confirmada
com a aplicagcdo do modelo de Weibull, cujos coeficientes obtidos estdo
correlacionados com  mecanismo de transporte  combinado
(intumescimento/difusdo). A préxima etapa envolveu a obtencdo e



caracterizacdo de microemulsdo com potencial para entrega de P4. A
microemuls&o foi preparada com polisorbato 80/1-butanol e triglicerideos
de acido caprico/caprilico (Crodamol GTCC®) como fase oleosa. Por
meio do diagrama de fase foram identificadas as proporgdes entre 0s
componentes que formaram microemulsdo. Foram selecionadas duas
formulagdes para testes com progesterona, as quais contém 45% e 10%
de 4gua na composicédo e permitiram incorporar 24,7 e 52,5 mgea.gme™,
respectivamente. As microemulsdes apresentaram pH neutro, gotas com
tamanho inferior a 30 nm, comportamento Newtoniano e baixa
viscosidade (< 44,6 mPa.s). Sob esses aspectos, apresentaram
estabilidade e potencial para uso na liberacdo de P4. Nos testes de
permeacdo em célula de difusdo, a liberacdo de P4 incorporada em
microemulséo foi mais lenta se comparada ao controle (P4 solubilizada
em Crodamol). A liberacdo na amostra de Crodamol foi controlada pela
erosao, enquanto para microemulsdo ocorreram mecanismos combinados
(difuséo e erosdo). O quarto sistema avaliado foi nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS), preparadas pelo método de emulsificacdo-ultrassom a
partir de lipideos sélidos (acido laurico, &cido estedrico e monoestearato
de glicerila - MEG) e liquido (Crodamol GTCC®). As formulacées que
apresentaram melhor estabilidade e potencial para incorporacdo de
farmaco foram acido estearico/Crodamol e MEG/Crodamol, ambas com
teores lipidicos de 1 e 2,5%. Essas formulacGes apresentaram tamanho de
particula entre 140 — 360 nm. O limite de incorporacdo de P4 na mistura
lipidica ficou entre 0,5 — 1,0 gra.QLipiceo. As eficiéncias de encapsulagao
ficaram acima de 93%. As analises de FTIR indicaram que a formulacéo
MEG/Crodamol pode favorecer a solubilizacdo de P4 nas particulas se
comparadas ao sistema acido esteérico/Crodamol. Mudangas no tipo de
lipideo e relacdo P4/lipideos produziram diferentes perfis de permeagdo
em célula de difusdo. Formulagdes com MEG/Crodamol e menor relagéo
P4/lipideo apresentaram perfis de liberacdo mais lentos. Neste caso, 0s
coeficientes obtidos com a aplicagdo do modelo de Weibull foram
correlacionados com mecanismo difusional de Fick.

Palavras-chave: nanoparticulas de PMMA, P(MMA-co-AA),
nanoparticulas  lipidicas, microemulsdo, validacdo de método,
progesterona.



ABSTRACT

Progestogens have diverse applications in human and animal health,
especially in fixed-time artificial insemination protocols (FTAI).
Progesterone (P4) has advantages over progestins, however has low
bioavailability when administered orally and is a hydrophobic compound
of difficult solubilization in injectable formulations. Therefore, the aim of
this work is to obtain, characterize and evaluate the incorporation of
progesterone in polymeric nanoparticles (PMMA and P(MMA-co-AA)),
microemulsion based on nonionic surfactants and solid lipid
nanoparticles, in order to assist in the administration and sustained release
of this compound. Initially, a UV spectrophotometric method was
validated for P4 quantification in polymer nanoparticles. Assays
demonstrated that the method is selective, precise, accurate and robust
enough for P4 determination in PMMA particles. Then, was performed
analysis of the synthesis and characterization of polymer nanoparticles,
which were obtained by miniemulsion polymerization reactions of methyl
methacrylate (MMA). Particles presented morphologies of nanospheres
and nanocapsules, with average diameters between 150-300 nm. Was
possible to incorporate up to 20 Mgra.Qiaex Maintaining stability and
encapsulation efficiency above 60%. In the in vitro release tests with
nanospheres, approximately 20% drug was instantly solubilized, possibly
because was adsorbed on the surface layer of the particles. While in
nanocapsules, only 2% was released instantaneously. Although the
similar release profile, the assays demonstrated that nanocapsules have
greater potential for drug retention. The second polymer system evaluated
was pH-sensitive P(MMA-co-AA) particles, which were synthesized by
the copolymerization of MMA and acrylic acid (AA) in miniemulsion.
Particles had sizes between 200-300 nm when at pH < 4.25. Was verified
that 54% of the acidic charges resulting from the ionization of P(MMA-
co-AA) are on the particles surface. Encapsulation efficiency for samples
with 20 mgps.Qiaex * Was approximately 60%. The in vitro release occurred
more rapidly at pH 6 and 8 when compared to pH 3, due to the ionization
of the carboxylic groups and swelling of the particles. Occurrence of
swelling in the release process was confirmed with the application of the
Weibull model, whose coefficients obtained are correlated with combined
transport mechanisms (swelling/diffusion). Next step involved the
obtaining and characterization of microemulsion with potential for P4
delivery. Microemulsion was prepared with polysorbate 80/1-butanol as
surfactants and caprylic/caprylic acid triglycerides (Crodamol GTCC®)
as the oil phase. By means of the phase diagram was identified the



proportions between the components which formed microemulsion. Two
formulations for progesterone tests were selected, which contain 45% and
10% water in the composition and allowed to incorporate 24.7 and
52.5 mgps.gme™, respectively. Microemulsions presented neutral pH,
droplets smaller than 30 nm, Newtonian behavior and low viscosity
(< 44,6 mPa.s). Under these aspects, they presented stability and potential
for use in the P4 release. In the permeation tests in diffusion cell, the P4
release incorporated in microemulsion was slower when compared to the
control (P4 solubilized in Crodamol). Release in the Crodamol sample
was controlled by erosion, while for microemulsion combined
mechanisms (diffusion and erosion) occur. The fourth system evaluated
was solid lipid nanoparticles (NLS), prepared by the emulsification-
ultrasound method from solid lipids (lauric acid, stearic acid,
monostearate glyceryl - MEG) and liquid (Crodamol GTCC®).
Formulations that showed the best stability and potential for drug
incorporation were stearic acid/Crodamol and MEG/Crodamol, both with
lipid contents of 1 and 2.5%. These formulations had a particle size
between 140-360 nm. The limit of P4 incorporation into the lipid mixture
was between 0.5-1.0 grs.guipiat. Encapsulation efficiencies were above
93%. FTIR analyzes indicated that the MEG/Crodamol formulation may
favor P4 solubilization in the particles compared to the stearic
acid/Crodamol system. Changes in lipid type and P4/lipid ratio produced
different permeation profiles in diffusion cell. Formulations with
MEG/Crodamol and lower P4/lipid ratio had slower release profiles. In
this case, coefficients obtained with the application of the Weibull model
were correlated with Fick's diffusion mechanism.

Keywords: PMMA nanoparticles, P(MMA-co-AA), lipid nanoparticles,
microemulsion, method validation, progesterone.
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1 INTRODUCAO

A progesterona é um hormdnio esteroide com funcdes essenciais a
reproducdo. Farmacos com progesterona/progestinas sdo utilizados em
humanos para protecdo do endométrio, hemorragia disfuncional,
tratamentos em periodos pré ou pos-menopausa, manutencao de gravidez
em tratamentos de reproducéo assistida, gravidez tardia, e prevencdo de
parto prematuro (RUAN; MUECK, 2014).

A progesterona natural é rapidamente inativada quando
administrada por via oral, devido ao seu rapido metabolismo no figado e
intestino. Por isso, foram desenvolvidos derivados sintéticos, como os
grupos  17a-hidroxi-progesterona,  19-norprogesterona e  19-
nortestorterona, para melhorar a biodisponibilidade. Esses derivados
sintéticos sdo chamados de progestinas e tentam mimetizar o efeito da
progesterona. H& um grande nimero desses compostos disponiveis, a
maioria derivados da testosterona e progesterona. Pequenas alteracGes na
estrutura da molécula originam progestinas com diferengas consideraveis
na atividade e nas propriedades farmacoldgicas, assim como nos efeitos
colaterais, muitos ainda em discussdo (POSACI et al., 2000; VIGO;
LUBIANCA; CORLETA, 2011). O valor terapéutico das progestinas é
muitas vezes limitado devido & associagdo com cancer de mama (BERAL
et al., 2003; FOURNIER et al., 2005; BAKKEN et al., 2011) e aumento
do risco de tromboembolismo venoso (ROACH et al., 2012; ARCHER,;
OGER, 2012).

Diante disso, esforcos tém sido langados para melhorar a
biodisponibilidade da progesterona natural e tornar viavel seu uso
terapéutico. A administragdo parenteral (intramuscular e subcutanea)
pode ser uma alternativa, j& que a administracdo oral de progesterona
natural necessita de elevadas doses para atingir niveis plasmaticos
satisfatérios (RUAN; MUECK, 2014). O acumulo de progesterona no
tecido pode funcionar como um depésito, mantendo elevada a
concentracdo do farmaco no sangue por mais tempo se comparado com
outras formas de administracdo. Contudo, apesar de exigir doses com
menor concentracdo, podem ser necessérias administragdes diérias de
injecbes dependendo da finalidade, o que € inconveniente e pode causar
inflamac&o e dor no local (TAVANIOTOU et al., 2000). A incorporagédo
da progesterona em uma matriz nanométrica, como particulas
poliméricas, particulas lipidicas ou microemulsdo, pode prolongar a
liberacdo do farmaco, diminuindo o nimero de injecdes e a administracdo
de concentracGes excessivas.
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A aplicacdo da progesterona tem sido intensa também na salde
animal, especialmente em gado, onde € usada na inducéo de puberdade
em novilhas e em protocolos de Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo
(IATF), visando a sincronizacdo do estro em fémeas e melhorias nos
indices de fertilizacdo. O uso de métodos de controle do ciclo estral, além
de facilitar o manejo de rebanhos, permite expandir 0 uso da inseminacao
artificial, acelerando o melhoramento genético e trazendo melhorias na
producdo de carne e leite. A aplicacdo de progesterona inibe o cio e
ovulacdo, fazendo com que o corpo luteo dos animais tratados sofra
regressdo. A sincronia do estro ocorre de 2 a 5 dias apds a remocgédo do
tratamento. Esse método pode trazer beneficios na sincronizagao do estro
de vacas e novilhas, além de induzir a sincronizacdo de fémeas em anestro
(disturbio caracterizado pela auséncia da manifestacdo do cio) (ODDE,
1990; ISLAM, 2011).

Existem diversos produtos comerciais € em estudo que incorporam
progestdgenos em protocolos de IAFT. Muitos desses produtos
comerciais utilizam dispositivos intravaginais ou subcutaneos
(auriculares) que devem ser retirados apds alguns dias para cessar a
liberagdo dos compostos (ODDE, 1990; BARUSELLI et al., 2004;
ISLAM, 2011). Esses dispositivos podem trazer inconvenientes e pouca
praticidade no manejo dos animais. Por isso, buscam-se formas injetaveis
gue, com uma Unica aplicagdo, promovam a liberacdo de progesterona
nos tempos apropriados e em quantidades suficientes para proporcionar a
ciclicidade do estro.

A encapsulacdo da progesterona em nanoparticulas pode promover
a liberacdo controlada e manter concentracfes adequadas no sangue por
mais tempo. No entanto, esses sistemas devem ser biocompativeis a fim
de promover a liberacdo no tempo desejado e ndo causar efeitos
colaterais. Particulas resistentes podem retardar muito a liberacdo
desnecessariamente, e particulas com alta biodegradabilidade podem
promover a répida liberagdo, em tempo nédo suficiente para atingir os
objetivos de cada tratamento. Além da utilizacdo de materiais
biocompativeis, nanosuspensdes destinadas ao uso parenteral e topico
devem apresentar caracteristicas fisicas e quimicas apropriadas,
estabilidade e elevada solubilidade ao farmaco.

Considerando os diversos usos da progesterona e as limitacdes das
formas de liberagdo convencionais, neste trabalho foram avaliados quatro
sistemas nanoestruturados para liberagdo de progesterona: nanoparticulas
poliméricas de PMMA, P(MMA-co-AA), microemulsdo e nanoparticulas
lipidicas sélidas.
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As nanoparticulas poliméricas de PMMA e P(MMA-co-AA)
foram preparadas por polimerizacdo em miniemulsdo. Esta técnica é
adequada a encapsulagcdo de compostos hidrofébicos, pois permite a
incorporacao destes na fase organica durante o preparo da miniemulsao
em sistema isento de solvente orgénico (LANDFESTER, 2006).

Apesar de diversos relatos da encapsulagdo de farmacos
hidrofdbicos utilizando esta técnica, tais como indometacina (RAJOT
etal.,, 2003), paclitaxel (HUANG; CHEN; LEE, 2007) e tamoxifeno
(MOREIRA et al.,, 2014), poucos sdo os estudos que relatam a
encapsulacdo de progesterona em nanoparticulas poliméricas sintetizadas
por polimerizagdo em miniemulsdo. Destacam-se 0s trabalhos de
Leimann (2011) e Leimannetal. (2015), com a encapsulacdo de
progesterona em polimeros biodegradaveis PHBV, PLLA, PCL e blendas
poliméricas derivadas destes; e o trabalho de Steinmacher (2010), o qual
aborda a encapsulagéo de progesterona em nanoesferas e nanocéapsulas de
poli(acetato de vinila) preparadas por polimerizagdo em miniemulséo.
Estes trabalhos foram desenvolvidos no &mbito do grupo de pesquisa de
Polimerizacdo em Miniemulséo do LCP/UFSC.

Tratando-se de nanoparticulas de P(MMA-co-AA), as quais
apresentam potencial de liberacdo dependente do pH, estas podem trazer
vantagens para algumas aplicagdes, pois permitem modular a liberacao
conforme o pH do meio. O estudo apresentado traz aspectos preliminares
da sintese do copolimero em miniemulsdo, mas que podem ser
aprofundados para aplicagcGes em progesterona e outros fArmacos.

Os sistemas microemulsionados despertam grande interesse no
transporte de farmacos, além de exibirem vantagens como estabilidade
termodindmica, transparéncia, possibilidade de filtracdo, facilidade de
preparacdo, baixa viscosidade causando menos dor ap6s a injegao,
permitem também aumentar a biodisponibilidade, solubilidade e proteger
o farmaco contra uma possivel degradacdo. As goticulas da microemulséo
podem agir como pequenos reservatorios, e dependendo da forma de
administracdo, podem diminuir a taxa de liberacdo do farmaco
(LAWRENCE, 1994; BAGWE et al., 2001). Alguns estudos realizados
nas Ultimas décadas abordam a incorporacdo de progesterona em
microemulses (NANDI; BARI; JOSHI, 2003; LAND; LI; BUMMER,
2006; BIRUSS; VALENTA, 2008; HOSMER et al, 2009;
MAGHRABY, 2012; REN et al., 2012). Destes, muitos utilizam a
progesterona apenas como um modelo de farmaco hidrofébico.

Nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) sdo constituidos de materiais biodegradaveis
geralmente j& utilizados em produtos farmacéuticos e cosméticos. Os



32

lipideos séo glicerideos ou acidos graxos de ampla utilizacéo e aceitacdo
(WISSING; KAYSER; MULLER, 2004). Apresentam grande potencial
para encapsulacdo e liberacdo de farmacos hidrofobicos. E também ha
poucos relatos da aplicacéo desses sistemas na liberacdo de progesterona
(CAVALLI et al.,1999; CORTESI et al., 2002; YUAN et al., 2007).

Considerando o exposto, este trabalho teve por objetivo obter,
caracterizar e avaliar a incorporacdo de progesterona em nanoparticulas
poliméricas de PMMA, P(MMA-co-AA), microemulsdo a base de
tensoativos ndo ibnicos e nanoparticulas lipidicas sélidas. Espera-se
conhecer os perfis de liberagdo/permeacdo in vitro, as limitagcbes e
potencialidades de cada sistema, assim como fornecer subsidios a escolha
do mais apropriado para cada aplicagdo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo obter, caracterizar, avaliar a
incorporacao e liberacdo de progesterona em nanoparticulas poliméricas
de PMMA, P(MMA-co-AA), microemulsdo a base de tensoativos nao
ibnicos e nanoparticulas lipidicas solidas.

1.1.2  Objetivos Especificos

1

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Validar metodologia para quantificacdo de progesterona em
nanoparticulas de PMMA por espectrofotometria UV.
Avaliar a estabilidade de miniemulsdo para sintese de
nanocapsulas e nanoesferas de PMMA com a inclusdo de
progesterona em diferentes concentracdes.

Caracterizar nanoparticulas de PMMA, determinar a eficiéncia
de encapsulacgéo de progesterona e perfil de liberacéo in vitro.
Sintetizar  nanoparticulas de P(MMA-co-AA)  por
polimerizacdo em miniemulsdo, caracterizar e determinar
eficiéncia de encapsulacdo de progesterona.

Verificar alteragcbes no perfil de liberagdo in vitro da
progesterona encapsulada em P(MMA-co-AA) em funcdo
do pH.

Obter e caracterizar microemulsdo com tensoativos néo
ibnicos, avaliar a incorporacdo de progesterona e perfil de
permeacdo em célula de difusdo.

Obter e caracterizar nanoparticulas lipidicas com diferentes
lipideos sdlidos, determinar a eficiéncia de encapsulacdo e
limite de incorporagéo de progesterona na formulagao.
Avaliar o perfil de permeacdo em célula de difusdo da
progesterona encapsulada em nanoparticulas lipidicas solidas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, serd apresentada a revisdo bibliografica, a qual
aborda os principais conceitos adotados para o desenvolvimento do
trabalho. Inicialmente serdo apresentados aspectos gerais sobre a
progesterona e suas aplicagdes. Em seguida, sera tratado sobre o preparo
de nanoparticulas poliméricas por meio de polimerizagdo em
miniemulsdo, sintese de PMMA e aplicacbes de nanoparticulas
poliméricas na liberacdo de progesterona, além da aplicacdo de polimeros
sensiveis ao pH como P(MMA-co-AA). A terceira e quarta parte da
revisdo abordam conceitos e definicdes sobre microemulsdo e
nanoparticulas lipidicas, respectivamente, com aplicacfes na liberacdo de
farmacos, e destaque aos estudos envolvendo progesterona.

2.1 PROGESTERONA — ASPECTOS GERAIS E APLICACOES

A progesterona (Pregn-4-ene-3,20-diona, abreviacdo P4) é um
hormdnio esteroide que foi isolado inicialmente de extratos do corpo liteo
em diversos estudos paralelos realizados nas primeiras décadas do século
20. Recebeu nomes como progestina e luteosterone, e posteriomente, a
denominagdo foi acordada como “Progesterona” (RUAN; MUECK,
2014). Sua estrutura quimica contém quatro cadeias ciclicas interligadas,
gue a caracteriza como um esteroide, além dos grupos funcionais cetona
e metila (Figura 1). A progesterona comercial pura se apresenta na forma
de pé cristalino branco ou ligeiramente amarelado, inodoro e estavel ao
ar. Possui massa molar de 314,46 g/mol (C21H3002), faixa de fuséo entre
126 e 131°C, é praticamente insollvel em &gua, solivel em etanal,
acetona, dioxana, e pouco soltvel em 6leos vegetais (FARMACOPEIA,
2010).

0
Fonte: Farmacopéia (2010).
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E fundamental esclarecer a terminologia, pois “progesterona” é
frequentemente utilizado como nome genérico para progestdgenos
naturais e diferentes tipos sintéticos. Tal designagdo nao é adequada, pois
a progesterona natural possui propriedades distintas das progestinas
sintéticas. “Progesterona” so pode ser usada para designar o hormoénio de
cadeia idéntica ao produzido naturalmente pelo corpo liteo do ovario
apos ovulacdo, na placenta durante a gravidez e nas glandulas supra-
renais. O termo “progestogeno” corresponde a uma defini¢@o funcional e
refere-se a esteroides naturais ou sintéticos que, como a progesterona,
possuem atividades progestacionais: preparacdo e manuten¢éo do Utero
para gravidez. Com relacdo ao termo “progestina”, apesar de haver
divergéncias entre alguns autores, é mais utilizado para designar
progestdgenos produzidos sinteticamente, incluindo os derivados de
testosterona (derivados de 19-nortestorterona) e derivados de
progesterona  (derivados de 17a-hidroxi-progesterona e  19-
norprogesterona) (SCHUMACHER et al., 2007).

A progesterona é essencial para a funcao reprodutiva feminina. De
um modo geral, as principais fungdes fisioldgicas da progesterona nos
mamiferos sdo: 1) Utero e ovarios: liberacdo de écitos maduros, facilitacdo
de implantacdo e manutencdo da gravidez, devido a promocdo do
crescimento uterino e supressdo da contrabilidade no miométrio; 2)
glandulas mamérias: desenvolvimento lobular, preparacéo para secrecéo
do leite, supressdo da sintese das proteinas do leite antes do parto; 3)
cérebro: atua levando & liberagéo de sinais neurogquimicos essenciais ao
comportamento sexual (GRAHAM; CLARKE, 1997). Ha indicios de que
progesterona apresenta efeito neuroprotetor, pois ha maior incidéncia de
doencas como Alzheimer no periodo pds-menopausa, quando 0s niveis
desse horménio séo reduzidos. Inclusive, descobertas recentes indicam a
capacidade de neurdnios e células gliais converterem precursores de
esteroides circulantes para esteroides neuroativos, e tambhém sintetiza-los
a partir do colesterol (SCHUMACHER et al., 2007; SINGH; SU, 2013).

Vérios medicamentos com progesterona ou progestinas ja foram
aprovados pelos 6rgdos regulamentadores e muitos ja sédo utilizados em
humanos para diferentes finalidades, como o caproato de 17-a-hidroxi-
progesterona, que é aprovado nos EUA para uso em mulheres com
historico de parto prematuro espontaneo. A administracdo oral de
progestdgenos € utilizada para protecdo do endométrio, hemorragia
disfuncional e em mulheres em periodos pré e poés-menopausa. A
administracdo parenteral na forma de injecdo intramuscular de
progestdgenos em Gleo e o uso de dispositivos intravaginais apresentam
resultados eficazes para manutencdo da gravidez em tratamentos de
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reproducdo assistida, manutencédo da gravidez tardia e prevencgéo de parto
prematuro espontaneo em mulheres com gestacdo Unica e histdrico do
problema. As dosagens variam de 25 a 600 mg/dia dependendo do
tratamento, forma de administracdo e medicamento. Para administragdo
parenteral sdo indicados 50 — 100 mg/dia intramuscular. Os resultados
para administracdo transdérmica, geralmente apresentada na forma de
cremes, ndo sdo comprovados até 0 momento para tratamentos sistémicos
(RUAN; MUECK, 2014).

A aplicacdo da progesterona ocorre também no setor de saude
animal, principalmente no controle e aprimoramento dos métodos de
reproducdo bovina. A duracdo média do estro em bovinos € de
aproximadamente 12 horas. A ovulagdo ocorre de 12 a 16 horas ap6s o
término do cio. Quando nao ocorre a fecundacéo, o intervalo médio entre
dois ciclos consecutivos é de 21 dias, o chamado ciclo estral. Este ciclo
pode ser dividido em duas fases: folicular e luteinica. Na primeira, ocorre
0 desenvolvimento do foliculo, estrutura que contém o dvulo, e a
liberacdo deste. Na segunda fase, ocorre o desenvolvimento do corpo
luteo, formada apds o rompimento do foliculo. Essa estrutura produz
progesterona, que é responsavel pela manutencdo da gestacdo. Caso o
6vulo ndo tenha sido fertilizado, ter4 inicio uma nova fase folicular
(VALLE, 1991).

A atividade de criagdo de gado € intensa em regifes tropicais
devido a adaptacédo ao clima e sistemas de gestdo. Contudo, a reproducéo
desses animais € muitas vezes afetada negativamente pelo anaestro,
definido como um periodo de inatividade sexual e auséncia de
manifestacdo de estro no animal. A insercdo de protocolos de
Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF) aplicados a reproducao
bovina auxilia na melhoria dos indices de fertilizacdo. Os tratamentos
hormonais tém sido utilizados para induzir a evolucéo e ciclicidade em
fémeas bovinas. A maioria dos tratamentos hormonais é baseada em
dispositivos de liberacdo de progestégenos, associados a estradiol ou
GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas) (BARUSELLI et al.,
2004).

O aprimoramento dos protocolos para sincronizagdo do estro em
bovinos vem sendo realizado ha décadas (ODDE, 1990). O tratamento
deve manter o sistema com elevados niveis de progesterona, mesmo apés
a regressao do corpo liteo. A sincronizacgdo ocorre de 2 a 5 dias apo6s a
remocdo do horménio. Alguns produtos comerciais que se enquadram
nessa categoria sdo Acetato de Melengestrol (administracdo via oral),
Syncro-Mate-B® (implante na orelha) e CDIR® (dispositivo intravaginal).
O tempo de manutengdo de niveis elevados de progesterona varia de
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acordo com o protocolo. O CDIR®, por exemplo, mantém a concentracéo
de progesterona no sangue em pelo menos 2 ng.mL™2, por até 10 dias. Em
geral, quanto maior o tempo de administragdo do progestégeno, melhor
serd a sincronizagdo. No entanto, a taxa de fertilizacdo tende a ser menor
nos animais sincronizados (ISLAM, 2011).

O controle do estro e a indugdo da puberdade em novilhas também
vém sendo estudado com aplicagfes da nanotecnologia, especialmente
com uso de micro e nanoparticulas para liberacdo de esteroides, como
progesterona e estradiol (WHISNANT; BURNS, 2002; OLIVEIRA et al.,
2013). O uso de injecbes de suspensdo contendo nanoparticulas pode
facilitar a administracdo do farmaco, além de permitir a modulagéo da
cinética de liberagdo conforme protocolo desejado.

2.2 POLIMERIZAGCAO EM MINIEMULSAO E ENCAPSULAGAO
DE PROGESTERONA EM NANOPARTICULAS
POLIMERICAS

2.2.1 Técnica de Polimerizacio em Miniemulsao

Na sintese de nanoparticulas poliméricas, a polimerizagcdo em
miniemulsdo é uma técnica que se destaca entre as demais, pois permite
diversas aplicacGes, entre elas: producdo de latex com alto teor de sélidos
e baixa viscosidade, particulas poliméricas hibridas, polimerizacdo em
meio ndo aquoso, polimerizacdo em etapas em meio aquoso, producao de
polimeros com baixo peso molecular em meio aquoso, incorporagdo de
mondmeros  hidrofébicos, encapsulagdo de solidos inorganicos,
encapsulacédo de farmacos, entre outras (ASUA, 2002).

O processo de polimerizagdo em miniemulsdo pode ser dividido
em duas etapas. Primeiro ocorre a prepara¢do da miniemulsdo, que €
formada por sistema que contém pequenas gotas com tamanhos entre 30-
500 nm, obtido por meio da aplicacdo de energia cisalhante em uma
emulsdo contendo a fase dispersa, fase continua, emulsificante e um
agente coestabilizador. Na segunda etapa, as gotas formadas na
miniemulsdo sdo polimerizadas sem alterar sua identidade
(LANDFESTER, 2006).

Na miniemulsdo direta a fase dispersa é a fase orgénica, a qual
contém o mondmero, o coestabilizador e, dependendo da aplicagdo,
outros compostos de caracteristicas hidrofobicas poderdo fazer parte da
formulacdo (ex. farmaco a ser encapsulado). O iniciador também é
adicionado a fase orgéanica se for organossollivel. A fase continua é
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composta pela agua. Emulsificantes, que podem ser i6nicos ou nao
ibnicos, sdo solubilizados na fase organica ou aquosa dependendo do
valor do equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL). Emulsificantes naturais
ndo ibnicos, como a lecitina, sdo utilizados preferencialmente em
formulagdes destinadas a aplicagdes biomédicas (EL-AASSER; SUDOL,
2004; ROMIO et al., 2009a; STEINMACHER et al., 2010; LEIMANN,
2011; LEIMANN et al. 2015).

Apdbs a formacdo da miniemulsdo, € esperado um sistema em
estado metaestavel, que se encontra entre as emulsfes convencionais,
consideradas instaveis, e a microemulsdo, que é estavel
termodinamicamente. Esse pseudoequilibrio pode durar horas ou dias,
dependendo da formulacdo e forma de preparo, mas é suficiente para
realizacdo da polimerizacdo e formac&o do latex (EL-AASSER; SUDOL,
2004). Dois fendmenos de degradacdo podem tornar a miniemulsdo
instavel e aumentar o tamanho das gotas: a coalescéncia, causada pela
colisdo de gotas devido ao movimento Browniano, forcas de Van der
Waals e agitacdo; e a degradacéo por difusdo monomérica (degradacéo de
Ostwald), que muitas vezes € 0 mecanismo mais relevante para o aumento
das gotas de monémero. A coalescéncia pode ser reduzida pelo ajuste na
concentracdo de emulsificante e a degradacdo difusional é minimizada
pela acdo do coestabilizador (ASUA, 2002).

A escolha do coestabilizador deve levar em consideracdo alguns
requisitos para que a acdo seja efetiva na diminuicdo da degradagdo
difusional: elevada solubilidade no mondmero; baixa solubilidade em
agua; e baixo peso molecular. Exemplos de coestabilizadores utilizados
incluem alcanos, como o hexadecano; polimeros, que podem ser
adicionados para formagdo de particulas hibridas e atuar na diminuicdo
da degradacdo; &cidos graxos e 6leos essenciais, que além de atuar como
coestabilizador podem constituir o ndlcleo das particulas e ter
propriedades de interesse para uso em produtos farmacéuticos ou
cosméticos (SCHORK et al, 2005; STEINMACHER et al, 2010;
CARDOSO; ARAUJO; SAYER, 2013).

Na polimerizagdo em sistemas heterogéneos, trés mecanismos de
nucleagdo de particulas devem ser considerados: nucleagcdo micelar,
nucleacdo homogénea e nucleacdo de gotas. Devido & elevada &rea
superficial das gotas, praticamente todo o emulsificante estara adsorvido
na superficie destas, restando pouco emulsificante disponivel para a
formagdo de micelas, o que torna a nucleagdo das gotas o principal
mecanismo de polimerizacdo (SCHORK et al., 2005).

E pouco provavel a ocorréncia do mecanismo de nucleag&o micelar
em polimerizagbes em miniemulsdo. No entanto, pode ocorrer se a
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concentracdo de emulsificante estiver acima da concentracdo micelar
critica. Neste caso, o radical entra na micela, que é inchada por
mondmero, e reage dando inicio a cadeia polimérica. Outras micelas
servirdo de depo6sitos de mondmero, o qual passa a se difundir para o locus
da polimerizagdo. Esse mecanismo €& comum em sistemas de
polimerizacdo em microemulsdo. Outro mecanismo indesejavel é a
nucleagdo homogénea, onde as cadeias poliméricas sdo iniciadas a partir
de oligbmeros presentes na fase aquosa. A reacdo é alimentada pela
difusdo de mondmero presente nas gotas. A ocorréncia desse mecanismo
depende da concentracdo total de iniciador e da solubilidade do
mondmero na fase aquosa. O mecanismo a ser favorecido na miniemulsédo
€ 0 da nucleacéo das gotas, onde a polimeriza¢éo ocorre por meio de um
radical que entra nas gotas formadas na miniemulsdo e reage com o
mondmero ali presente, sem necessidade de difusdo a partir de outros
reservatorios. Para um sistema de miniemuls&o ideal, esse € 0 mecanismo
preferido, pois cada gota é nucleada e o nimero de particulas nao se altera
durante a polimerizacdo (BECHTHOLD; LANDFESTER, 2000).

A formacdo morfolégica de nanoparticulas poliméricas pode ser
explicada por dois modelos tedricos. A teoria termodinamica (TORZA;
MASON, 1970) relaciona a formacdo de particulas casca-nicleo
(nanocépsulas), particulas meio-esfera (parcialmente encapsulada) ou
particulas solidas (nanoesfera) com a tensdo interfacial entre as fases, por
meio do parametro chamado coeficiente de espalhamento. A teoria
cinética (GONZALEZ-ORTIZ; ASUA, 1995; 1996a; 1996b) analisa
modelos dindmicos por meio do balango de forcas de van der Waals e
forcas viscosas para predizer o desenvolvimento da morfologia de
particulas durante a polimerizagéo.

O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas para usos na
liberacdo de farmacos deve atentar para a biocompatibilidade e
biodegradabilidade dos componentes. Sendo assim, o uso de polimeros
biodegradaveis, emulsificantes ndo ibnicos e dleos ou &cidos graxos tem
sido comum.

Bathfield, Graillat e Hamaide (2005) realizaram a encapsulacéo de
triglicérides de &cidos graxos caprico e caprilico (Miglyol®) utilizando o
processo de polimerizacdo em miniemulsdo com acetato de vinila e
estireno. Foi utilizado surfactante ndo idnico (Pluronic F68) e iniciador
organossolivel  2,2’-azo-bis-isobutironitrila ~ (AIBN). O estudo
demonstrou a possibilidade de obter nanoparticulas ndo ibnicas com
materiais biocompativeis e encapsulacdo de quantidades Miglyol de até
50% da fase organica. O uso do Miglyol ndo alterou consideravelmente a
distribuicdo do tamanho das particulas em relacdo ao hexadecano, que ¢é
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frequentemente utilizado como coestabilizador em miniemulsdo. Nas
reacOes de polimerizacdo de acetato de vinila, foram obtidas conversdes
elevadas (acima de 80%) apds 4 horas de reacdo nas formulagdes com 10
e 30% de fase orgéanica e 50 e 20% de coestabilizador, respectivamente.
Foi observado que o aumento na concentracdo de hidrofébico de 10 para
50%, proporcionou a elevagéo no tamanho das particulas de 165 para 219
nm, com indice de polidispersédo (PDI) de 0,22 e 0,17, respectivamente.

A sintese de nanoparticulas ndo idnicas adequadas a encapsulagédo
de farmacos hidrofébicos foi investigada por Rajot et al. (2003), o qual
realizou polimerizacdo em miniemulsdo de acetato de vinila avaliando
macromonémero oligocaprolactona, benzoato de benzila e Miglyol como
coestabilizador para aplicagbes na encapsulacdo de indometacina. O
estudo demonstrou a obtencdo de nanoparticulas com diametro entre 200
e 300 nm, indice de polidispersividade inferior a 0,2 e conversdes acima
de 80%, em formulag¢fes com até 60% de Miglyol na fase orgénica. O
diametro nas nanoparticulas aumentou com a elevacdo na concentracéo
de coestabilizador e diminuiu com 0 aumento na concentracdo de
emulsificante.

Romio et al. (2009a) obtiveram nanocapsulas utilizando lecitina
como emulsificante e Neobee M5® como coestabilizador hidrofébico,
ambos com caracteristicas apropriadas para aplicacdes farmacéuticas. O
mondmero utilizado foi metacrilato de metila e as reagdes de
polimerizacdo resultaram em dispercdes de nanocapsulas com diametro
entre 200 e 500 nm, sendo este parametro influenciado pela concentracéo
do emulsificante lecitina.

2.2.2 Polimetacrilato de Metila — Aplicacées na Liberacdo de
Farmacos e Toxicidade

O polimetacrilato de metila (PMMA) ou polimetil metacrilato
(Figura 2) € um homopolimero formado a partir do monémero metacrilato
de metila (MMA) de massa molecular 100,21 g.mol. Se a polimerizacéo
ocorrer em emulsdo, a massa molecular do polimero pode atingir a ordem
dos milhdes e a temperatura de transi¢do vitrea (Ty) fica em torno de
105°C. E um térmoplastico altamente estavel a temperatura ambiente, por
isso, apresenta cadeias com maior rigidez, com presenca de grupos
laterais. O acrilico comercial é composto por PMMA atéatico, portanto
amorfo, e como consequéncia possui elevada transparéncia (BECKER
etal., 2011).
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Figura 2 — Estrutura do monémero metacrilato de metila (MMA) e o respectivo
homopolimero polimetacrilato de metila (PMMA)

COOCH; CI.‘OOCH3
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Fonte: Odian (2004).

O FDA (Food and Drug Administration), 6rgdo governamental dos
Estados Unidos da América, responsavel pela avaliacdo e controle de
alimentos, farmacos, cosméticos e dispositivos médicos, ja considerou
seguro diversos produtos feitos a base de PMMA, como lentes
intraoculares, cimento 0sseo, preenchimento dérmico e material
odontoldgico. Os dados de seguranca obtidos para esses dispositivos
também colaboram na investigacdo de outras aplica¢fes para o polimero,
como em cosmeéticos, onde ha registros de utilizacdo em mais de 800
produtos. O PMMA utilizado em cosmético geralmente esta na forma de
po6 fino com particulas inferiores a 16 pum, dependendo da aplicacgao.
Além do homopolimero PMMA, constam aplicacBes de produtos
biomédicos utilizando agentes de reticulacdo, como dimetacrilato glicol
(BECKER et al., 2011).

A sintese de particulas poliméricas a partir de metacrilato de metila
pode ser realizada por processos como a polimerizagdo em miniemulsao,
emulsdo e suspensdo. O processo em miniemulsdo permite a sintese de
particulas mais estaveis e homogéneas, além de facilitar a encapsulacéo
de compostos ativos. Contudo, quando utilizado este processo com
mondmeros de caracteristicas hidrofilicas, como o MMA, deve-se
prevenir a nucleacdo secundaria na fase continua, que pode ser
conseguido com a utilizacdo de iniciador sollavel em o6leo
(LANDFESTER, 2006).

Devido aos dados de seguranca obtidos com PMMA indicando
uma possivel biocompatibilidade em diversos sistemas, um nudmero
crescente de pesquisas vem sendo realizadas utilizando particulas desse
polimero na encapsulacdo de compostos organicos e inorganicos.
Resultados toxicoldgicos satisfatorios foram obtidos por Lekshmi et al.
(2010), cujo trabalho avaliou a liberagdo in vitro e toxicidade in vivo de
repaglinida, farmaco utilizado no tratamento de diabete mellitus,
encapsulada em nanoparticulas de PMMA. As particulas, preparadas pela
técnica de evaporacdo do solvente, apresentaram tamanho médio de
108,3 nm com PDI 0,194. A eficiéncia de encapsula¢do chegou a 90,4%.
A toxicidade foi avaliada em 3 grupos de ratos albinos, que receberam 1;
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2 e 5 mg.kg de nanoparticulas, respectivamente, por 21 dias. Os autores
ndo detectaram nenhuma alteracdo com relacdo aos parédmetros
comportamentais, hematolégicos e bioquimicos, quando comparados ao
grupo controle. Os exames anatomopatolégicos revelaram que rim,
figado, baco e cérebro também ndo apresentaram alteracdes apds a
administracdo oral de nanoparticulas carregadas com farmaco.

PMMA também tem demonstrado baixa toxicidade em testes in
vitro com culturas de células. Nanoparticulas de PMMA com tamanho em
torno de 90 nm, sintetizadas por polimerizacdo em miniemulsdo, foram
testadas em concentracdes até 1500 pg.mL™* quanto a toxicidade em
células leucémicas humanas K562, e ndo mostraram qualquer efeito
adverso sobre a viabilidade celular (MENDES et al., 2012).

Contudo, a toxidade de nanoparticulas de PMMA pode estar
relacionada com 0 meio em que elas se encontram ou método utilizado na
preparacdo. Em testes in vitro, realizados com células mononucleares de
sangue periférico humano e nanoparticulas casca/nicleo de
biossurfactante (Rhamnolipids, surfactin ou trehalose)/PMMA, com
tamanho inferior a 100 nm, a taxa de sobrevivéncia celular ficou acima
de 80%, mas diminuiu significativamente com o0 aumento da
concentracdo de nanoparticulas no intervalo de 0,1 - 0,4g.L% O
biossurfactante auxiliou na diminuicdo da citotoxicidade, pois amostras
controle de PMMA polimerizado em massa apresentaram consideravel
reducdo no nimero de células, viabilidade inferior a 30% com 0,7 g.L™.
Ensaios de hemolise também demonstraram que as nanoparticulas de
PMMA com biossurfactantes sdo menos tdxicas e apresentam maior
hemocompatibilidade (< 2%) se comparado com o PMMA controle
(bulk). Este apresentou hemolise de até 4,3%, considerado alto para
aplicagdes em biomedicina, cujo padréo aceitavel € até 2% pelas normas
da ASTM (HAZRA et al., 2014).

Além das aplicaces de nanoparticulas de PMMA como
carreadores de farmacos, em especial para moléculas orgéanicas, 0
polimero pode ser utilizado na sintese de materiais nanocompdsitos
organico-inorganico. Alguns exemplos incluem sintese de nanoparticulas
magnéticas contendo FesO4 no nicleo e material polimérico na superficie
(BACH et al., 2012); microesferas de PMMA-Ni, com a adsor¢do de
niquel na superficie polimérica (LIN et al., 2013); microencapsulacdo de
Al(OH)3 com PMMA (GEURTS; VAN HERK; GERMAN, 2001).
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2.2.3 Polimeros Sensiveis ao pH e Aplicacées na Liberacao de
Farmacos

A IUPAC recomenda a definicdo de funcionalizacdo de polimeros
como a “introducdo de grupos quimicos desejados em moléculas
poliméricas para criar propriedades quimicas, fisicas, farmacologicas
entre outras, especificas” (HORIE et al., 2004). A sintese de polimeros
funcionalizados em miniemulsdo pode ocorrer por: copolimerizacdo de
um ou varios mondémeros funcionais; ou modificacdo de polimeros
presentes na fase dispersa. Neste caso a funcionalizac¢éo pode ocorrer pela
reacdo ou incluséo de pequenas moléculas no polimero, por “grafting” de
macromoléculas, ou por degradacdo do polimero (CRESPY;
LANDFESTER, 2010).

Polimeros sensiveis (responsivo) ao pH contém geralmente grupos
acidos ou basicos fracos, os quais perdem ou recebem prétons em resposta
ao pH do meio. Por exemplo, poli(acido carboxilico) (PAA) contém
grupos carboxilicos que perdem prétons em pH elevado. Acima da
constante de dissociagdo (pKa 4,5), 0 grupo carboxilico se torna ionizado,
levando a repulsdo eletrostatica entre cadeias que podem entdo associar-
se com agua causando inchamento. Esse processo é reversivel e pode ser
revertido com a diminuicdo do pH, conforme Figura 3 (SWIFT et al.,
2016; CHAN et al., 2013).

Figura 3 — Estrutura do poli(acido acrilico) (PAA) em meio 4cido e basico.
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Fonte: Chan et al. (2013).

Um dos primeiros sistemas poliméricos responsivos ao pH
estudado foi PS-b-PAA, o qual a um pH baixo torna-se insolivel em agua
e com o aumento do pH, a neutralizagdo do PAA transforma-o em um
polieletrélito (DAI; RAVI; TAM, 2008). Outros mondmeros classicos
podem originar polimeros com essas propriedades, além do &cido acrilico,
como acido metacrilico (MAAC), anidrido maleico (MA), metacrilato de
N, N-dimetilaminoetilo (DMAEMA) e derivados do acido fosférico
(SCHMALJOHANN, 2006).

Uma série de copolimeros denominada Eudragit® foi desenvolvida
por Réhm GmbH & Co. KG para aplica¢des na liberagdo sustentada de
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farmacos no sistema grastrointestinal (OLIVEIRA et al., 2009;
MOUSTAFINE; ZAHAROV; KEMENOVA, 2006). Os copolimeros de
Eudragit® sédo divididos em duas classes principais de acordo com sua
estrutura quimica e aplicagdo, sendo: dependente do pH e independente
do pH. A primeira classe inclui copolimeros com unidades que tornam o
polimero solivel em determinados drgdos do sistema gastrointestinal,
como por exemplo polications que sdo sollveis no estdmago
(Eudragit® E) ou polianions solliveis no intestino (Eudragit® L, S, FS). A
liberacdo localizada é devido a presenca de comondmeros sollveis em
acido, como dimetilaminometacrilato (DMAEMA), e mondmeros
acrilicos néo ionizados em meio acido, como acido metacrilico (MMA),
nos tipos L, S e FS. A diferenca de solubilidade é controlada pela
guantidade de grupos carboxilicos presente na composicdo do
copolimero. A segunda classe é composta de copolimeros que sao
insoliveis no trato grastrointestinal, tornando a liberacdo lenta
(MOUSTAFINE 2011).

Estudos recentes reportaram a sintese de copolimero aleatério de
P(MMA-co-AA) por polimerizagdo em massa via radicais livres
(GYUROVA; HALACHEVA; MILEVA, 2017; YONCHEVA et al.,
2015; HALACHEVA et al., 2014). Essa técnica de polimerizacdo €
relativamente simples, porém pode dificultar a encapsulagdo de farmacos,
pois em geral torna-se necessario a sintese do polimero e a posterior
preparacdo de particulas com o polimero pré-formado por técnicas como
evaporagdo do solvente. Neste sentido, a copolimerizagdo em
miniemulsdo pode ser mais apropriada & referida aplicacdo
(LANDFESTER, 2006).

A sintese de particulas funcionais ocorre mais facilmente em
miniemulsdo inversa, uma vez que a presenca de grupos funcionais tais
como amino, hidroxila ou &cido carboxilico tendem a aumentar a
hidrofilicidade do polimero. Quando for utilizada miniemulsdo direta,
normalmente é requerido a presenca de um segundo mondmero
hidrofébico (CRESPY; LANDFESTER, 2010). Apesar do metacrilato de
metila (MMA) ndo possuir alta hidrofobicidade, ha relatos de
copolimerizagdo em miniemulsdo direta com comonémeros funcionais,
tais como e &cido acrilico (WU; SCHORK; GOOCH, 1999; CAMPOS;
FERRAZ; PINTO, 2016) e éacido vinilfosférico (ZIEGLER,;
LANDFESTER; MUSYANOVYCH, 2009).

Polimeros ionizaveis com um valor de pKa compreendido entre
3 e 10 sdo candidatos a sistemas de liberacdo de farmacos sensiveis ao
pH, isso porque podem direcionar a resposta a um determinado érgdo,
tecido ou mesmo compartimento celular, como por exemplo: sangue (pH
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7,35-7,45); estbmago (pH 1,0-3,0); duodeno (pH 4,8-8,2);
colon (pH 7,0-7,5); lisossoma (pH 4,5-5,0); Golgi (pH 6.4); tumor
(extracelular) (7,2-6,5); tecido inflamado (pH 5,4-7,4) e vagina (3,8-4,5)
(SCHMALJOHANN, 2006; KOETTING et al., 2015).

O wuso desses sistemas no trato gastrointestinal pode ser
amplamente explorado devido as variagGes de pH nos 6rgdos, podendo
direcionar a liberacdo conforme desejado. A administracdo intravaginal
pode fazer uso de sistemas sensiveis ao pH, como por exemplo
microbicidas destinados a prevencdo de HIV e outras doencas
sexualmente transmissiveis, que podem explorar a diferenca entre o pH
da vagina (pH 4-5) e do sémen (pH ~7,5) (FELBER; DUFRESNE;
LEROUX, 2012; ZHANG; STURGIS; YOUAN, 2011). Outra forma de
controlar a liberacdo intravaginal é considerar variagbes no pH
decorrentes da presenga de patdgenos bacterianos, que podem elevar o pH
entre 5-6,5, ou reducdo dos niveis hormonais que ocorre geralmente na
menopausa, o que eleva o pH entre 6-7,5 (CAILLOUETTE et al., 1997,
AL-MALIKI et al., 2009).

2.2.4 Encapsulacido e Liberacio de Progesterona em Particulas
Poliméricas

De modo geral, o uso de veiculos hidrofilicos para transporte de
farmacos é preferivel aos 6leos, no entanto, a utilizacdo é restrita aos
farmacos hidrofilicos. Inje¢Ges intramusculares de progesterona em 6leo
asseguram uma absorcdo confiavel com obtencdo de concentracfes
elevadas do farmaco no sangue. Embora bem sucedida sob esse aspecto,
possui baixa adeséo de uso devido a utilizacdo de 6leo como veiculo. A
injecdo diaria de progesterona durante semanas (no caso da utilizacdo
como suporte para manutencdo da gravidez) pode levar a acles
inflamatdrias e dores locais (TAVANIOTOU et al., 2000; SALEM,
2010).

Sistemas utilizando particulas poliméricas em escala micro e
nanométricas vém sendo propostos para a encapsulagdo de farmacos,
incluindo hormdnios como a progesterona, visando a liberacdo
prolongada, a reducdo no nimero de doses necessarias € a facilitagcdo da
administracdo.

Muitas técnicas utilizadas para formacao de particulas poliméricas
voltadas a encapsulacdo de farmacos partem de polimeros pré-formados,
como poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-acido glicolico)
(PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL). Essas técnicas, em geral, sdo
regidas por processos fisicos que conferem morfologia, didmetro e
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incorporacdo do farmaco as particulas conforme as especificidades dos
métodos empregados. Exemplos de técnicas que utilizam polimeros pré-
formados séo: evaporagdo do solvente, nanoprecipitagéo e as que utilizam
fluido supercritico (RAO; GECKELER, 2011). Alguns estudos
envolvendo a microencapsulagdo de progesterona utilizando polimeros
pré-formados sdo citados a seguir.

Im e Sah (2009) realizaram a encapsulacdo de progesterona em
microesferas de poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) utilizando a
técnica “Ammonolysis”, obtendo particulas com tamanho em torno de 140
um e eficiéncia de encapsulacao de até 97%. Testes in vitro, realizados
em solucdo de SDS 5% a 37 °C, indicaram liberacdo de 89.9% da
progesterona em 5 dias.

Utilizando o processo de evaporacdo do solvente, Jang e Sah
(2011) microencapsularam progesterona em PLGA utilizando formiato
de isopropila em substituicdo aos solventes halogenados frequentemente
usados nessa técnica. A eficiéncia de encapsulacdo ficou entre 75,1 e
92,6%. O diametro das particulas apresentou elevado indice de
polidispersividade, os didmetros variaram de 4,9 a 266 um. Os autores
observaram também, por meio de calorimetria exploratoria diferencial
(Differential Scanning Calorimetry - DSC), que a progesterona sofreu
transicdo polimofica durante a microencapsulacdo.

O processo de miniemulsificagdo/evaporacdo de solvente foi
utilizado por Leimann et al. (2015) para encapsulacéo de progesterona em
polimeros biodegradaveis PHBV, PLLA, PCL e blendas poliméricas
derivadas destes. O PLLA foi sintetizado via polimerizacdo por abertura
de anel. Foram obtidas elevadas eficiéncias de encapsulacao (até 99,5%)
e particulas com estreita distribuicdo de tamanhos.

A utilizacdo de PLA na encapsulacdo de progesterona tambhém é
relatada no estudo de Oliveira et al. (2013). Neste trabalho os autores
investigaram a liberacdo de progesterona encapsulada em nanofibras de
PLA obtidas pelo processo de fiagdo por sopro em solucéo (solution blow
spinning, SBS). As nanofibras apresentaram tamanhos entre 289 e
398 nm. As andlises de caracterizagdo do material indicaram alta
miscibilidade e interacdo entre o grupo éster do PLA e 0s grupos cetona
da progesterona. A liberacdo in vitro foi realizada em etanol 62,5%, a qual
apresentou cinética de primeira ordem, com liberagdo de
aproximadamente 90% do conteido em 15 horas de teste.

Além das técnicas baseadas na utilizacdo de polimeros pré-
formados, a formacdo de particulas poliméricas e encapsulagdo de
farmacos pode ocorrer por meio de reagdes de polimerizacdo partindo de
um mondmero, utilizando técnicas como a polimerizagdo em
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miniemulsdo, microemulsdo e interfacial (RAO; GECKELER, 2011). As
reacOes de polimerizacdo podem conferir caracteristicas especificas aos
sistemas nanoparticulados, inclusive proporcionando a liberacdo do
agente sob determinados estimulos fisicos (temperatura, luz, estresse
mecanico, ultrassom, eletricidade), quimicos (pH, forca idnica) ou
biologico (enzimas, biomoléculas) (KIM et al., 2009). Farmacos ou
agentes de reconhecimento podem ser inseridos covalentemente na
estrutura de polimeros biodegradaveis, envolvidos por estruturas
micelares obtidas de copolimeros anfifilicos em blocos, ou ainda
simplesmente encapsulados por nanoparticulas poliméricas por afinidade
guimica no momento de sintese. A distribuicdo de tamanho, carga da
superficie e hidrofobicidade da nanoparticula pode determinar a aplicacéo
(KAWASHIMA, 2001).

Poucos estudos abordaram a encapsulacdo da progesterona
simultaneamente as reagdes de polimerizagdo para sintese de micro ou
nanoparticulas. A polimerizacdo em miniemulsdo é uma técnica
interessante para encapsulacdo de compostos hidrofébicos, pois permite
a incorporacdo destes na fase organica durante o preparo da miniemulséo
(LANDFESTER, 2006). Destaca-se o trabalho de Leimann (2011), no
qual progesterona foi encapsulada em nanoparticulas hibridas de PHVB
com PS e P(S-co-MAA) preparadas via polimerizacdo em miniemulsao.
O estudo demonstrou que ndo houve alteragdes na cinética de reagdo com
a inclusdo do farmaco e foram obtidas eficiéncias de encapsulacéo de até
99% com PHBV/P(S-co-MAA). As maiores eficiéncias foram obtidas em
particulas estabilizadas por lecitina.

Alguns trabalhos utilizaram a progesterona como modelo de
farmaco hidrofébico, & exemplo, Silveira et al. (1998), que observou um
aumento de até 50 vezes na incorporacdo de progesterona em
nanoparticulas de poli(isobutilcianocrilato) quando a reacdo de
polimerizacdo anidnica foi conduzida na presenca de ciclodextrina, que
foi justificado pelo aumento de sitios lipofilicos nas particulas,
possibilitando maior agregacédo de farmacos hidrofébicos.

2.3  MICROEMULSOES

2.3.1 Conceitos e Definicoes

Microemulséo consiste em um sistema isotropicamente transltcido
ou transparente, de baixa viscosidade, termodinamicamente estavel,
constituido de dois liquidos imisciveis estabilizados por tensoativos. O
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conceito foi introduzido no inicio da década de 1940 em estudos pioneiros
como o de Hoar e Schulman (1943). No entanto, o termo “microemulsio”
foi citado posteriormente (SCHULMAN; STOECKENIUS; PRINCE,
1959), e continua sendo utilizado até hoje para descrever dispersées com
tais caracteristicas, apesar da definicdo ter sofrido transformacdes ao
longo do tempo (LAWRENCE; REES, 2012).

Devido a essas divergéncias na definicdo de “microemulsdo” que
foram geradas nos diversos estudos publicados nas ultimas décadas, no
presente texto serd utiliza a definicdo descrita por Danielsson e Lindman
(1981), a qual estabelece que “microemulsion is defined as a system of
water, oil and amphiphile which is a single optically isotropic and
thermodynamically stable liquid solution.” Ou seja, microemulsdo é
definida como uma solucdo liquida composta de agua, 6leo e anfifilico,
opticamente isotropica e termodinamicamente estavel. Assim, o conceito
de microemulséo abrange solugdo micelar aquosa de surfactante contendo
lipideo solubilizado (microemulsdo O/A); solucdo micelar lipofilica de
surfactante contendo agua solubilizada (microemulsdo A/O); sistemas
com transicdo continua entre a fase aquosa e a fase lipofilica
(microemulsdo bicontinua).

Os sistemas microemulsionados podem ser classificados de acordo
com Winsor (1948), que descreve a possibilidade da microemulséo atingir
0 equilibrio com a fase aquosa ou oleosa. Winsor (1948) estabeleceu
quatro tipos de sistemas possiveis: 1) ocorre o equilibrio entre a fase
emulsionada e a fase oleosa em excesso, a qual se posiciona acima da
emulsdo por diferenca de densidade; 2) ocorre o equilibrio entre a fase
emulsionada e a fase aquosa em excesso. Neste caso a emulsdo se
posiciona acima da fase aquosa por possuir menor densidade; 3) ocorre
equilibrio entre as 3 fases, 6leo, emulséo e agua. O 6leo se posiciona na
fase superior, a emulsdo na intermediaria e a fase aquosa na inferior; 4) o
sistema é visualmente monofasico, composto da fase emulsionada. Os
sistemas estdo representados na Figura 4.

Figura 4 — Sistemas de Winsor para microemulsdes (O: fase oleosa; M:
microemulsdo; W: fase aquosa).

o}

W

Tipo I Tipo I Tipo II Tipo IV
Fonte: Adaptado de WINSOR (1948).
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A principal diferenca entre emulsdo ou miniemulsdo comparadas a
microemulsdo é a estabilidade. As emulsGes apresentam apenas
estabilidade cinética, podendo ocorrer separacdo de fase com o tempo, ja
microemulsfes sdo estaveis termodinamicamente. Outro fator que as
diferencia sdo os métodos de preparacdo, frequentemente emulsdes
requerem aplicacdo de grande quantidade de energia, enquanto a
formagdo de microemulsdes € espontanea. Estas sdo formadas de
pequenas goticulas, geralmente com tamanho inferior a 150 nm, o que
torna o sistema coloidal oticamente transparente, pois ndo ha
espalhamento da luz (DATE; NAGARSENKER, 2008a; LAWRENCE;
REES, 2012).

Os componentes que geralmente formam a base da microemulséao
incluem a fase hidrofilica (geralmente agua), fase lipofilica (6leo),
tensoativo e cotensoativo. Por isso, microemulsdes sdo tratadas como
sistemas ternarios ou pseudoternarios, quando o terceiro componente é a
mistura tensoativo+cotensoativo. O agente tensoativo deve ser capaz de
reduzir a tensdo interfacial a um valor muito pequeno para facilitar a
dispersdo durante a preparacdo. Deve possuir propriedades hidrofilicas e
hidrofdbicas, sendo caracterizado pelo valor EHL (Equilibrio Hidrofilico-
Lipofilico). Tensoativos com EHL > 10 sdo predominantemente
hidrofilicos e favorecem a formacéo de microemulsdes O/A, enguanto
valores baixos de EHL indicam maior hidrofobicidade da molécula, sendo
mais adequado a formacdo de microemulsdes A/O (NARANG;
DELMARRE; GAO, 2007).

O uso de cotensoativos € comum em microemulsdes, pois muitas
vezes apenas o surfactante é incapaz de reduzir a tenséo interfacial entre
oleo-agua suficientemente. Esses agentes garantem maior fluidez e
flexibilidade da pelicula interfacial permitindo a curvatura necessaria a
formacao da microemulsdo. Alcoois de cadeia curta e média (C2-C8) séo
frequentemente utilizados como cotensoativos (TALEGAONKAR et al.,
2008; LAWRENCE; REES, 2012).

Existem trés abordagens para explicar a formacao e estabilidade de
microemulsdes: teoria da tensdo interfacial; teoria da solubilizacdo e
teoria termodinamica. O aprofundamento da pesquisa bibliogréfica acerca
dessas teorias foge ao escopo deste trabalho, mas pode ser encontrado em
publicacbes tais como Prince (1967), Shinoda; Friberg (1975) e
Ruckenstein; Chi (1975), respectivamente.

A preparagdo de microemulsdo pode ocorrer basicamente por trés
métodos: inversdo de fases, titulométrico e simples mistura. A inversdo
de fases ocorre com adicéo de excesso da fase dispersa ou em resposta a
temperatura. Nesse processo podem ocorrer alteragfes fisicas, incluindo
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mudancgas no tamanho de gotas. Sistemas que utilizam tensoativos nédo
ibnicos podem fazer uso de alteragdes na temperatura, forcando a
transicdo a partir de uma microemulsdo O/A em baixas temperaturas para
uma microemulsdo A/O em temperaturas elevadas. Durante o
resfriamento o sistema passa pelo ponto de curvatura zero e tensdo
superficial minima, promovendo a formacdo de goticulas de Oleo
finamente dispersas. Esse ponto é conhecido como Temperatura de
Inversdo de Fases (TALEGAONKAR et al., 2008; TIAN et al., 2012).

O método mais utilizado na preparacdo da microemulsdo é o
titulométrico. Neste, geralmente a mistura de tensoativo/cotensoativo e
6leo, em proporgdes previamente estabelecidas, sdo titulados com agua
mantendo o sistema em agitacdo. Apds, o sistema é avaliado quanto a
formagcdo ou ndo de microemulsdo. Os resultados podem ser
representados com auxilio de diagramas de fase, que sdo Uteis na
compreensao e identificacdo das regides de equilibrio de fase. A variacéo
na proporcdo da mistura dos componentes pode gerar outras dispersdes
além da microemulséo, tais como emulsdes com diferentes viscosidades,
liquidos cristalinos, micelas, géis. O diagrama ternario ou quaternario
permite mapear a formacdo dessas dispersfes (BIRUSS; VALENTA,
2008; HOSMER et al., 2009; NAOULI; ROSANO, 2009; REN et al.,
2012).

Semelhante ao método titulométrico, a simples mistura em
proporcBes adequadas da fracdo aquosa com a lipofilica, mantendo
agitacdo suave e constante & temperatura ambiente, pode ser um método
de preparo de microemulsdo (MORENO; FRUTOS; BALLESTEROS,
2001; PODLOGAR et al., 2004; WU et al., 2014). Apesar do preparo da
microemuls&o ndo requerer aplicagdo de grandes quantidades de energia
como ocorre na miniemulsdo, € possivel fazer uso de homogeneizadores
como do tipo rotor-estator (ex. Ultra-turrax®) para reduzir e uniformizar
o0 tamanho das gotas (CHO et al., 2008).

A caracterizagdo de microemulsbes pode ser feita visualmente
avaliando a transparéncia/translucidez e a consisténcia da amostra quanto
ao aumento da viscosidade ou formacdo de gel. O uso de microscopia de
luz polarizada pode auxiliar na observacdo visual, sendo que
microemulsdo deve ser translicida ou transparente com aparéncia
isotropica sob a luz polarizada do microscopio. Enquanto liquidos
cristalinos sdo sistemas semissdlidos que exibem birrefringéncia sob o
microscopio de luz polarizada devido a sua propriedade de dupla refracéo.
EmulsBes grosseiras nao exibem birrefringéncia, mas apresentam
estruturas de goticulas sob o microscépio de contraste de fase (REN et al.,
2012; WU et al., 2014). A morfologia das nanoestruturas que compdem a
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microemuls&o pode ser estudada por técnicas de microscopia eletronica,
como Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) (ACHARYA; HARTLEY, 2012).

O uso de técnicas espectrofotométricas como determinagdo da
turbidez (CHO et al., 2008) e transmitancia (NAOULI; ROSANO, 2009)
também podem auxiliar a identificagdo do sistema microemulsionado.
Outras andlises e medi¢des sdo frequentes na caracterizagdo de
microemulsbes, tais como tamanho de gotas, condutividade, pH,
potencial zeta, reologia e viscosidade. A Calorimetria diferencial de
Varredura (Differential Scanning Calorimetry — DSC) pode ser utilizada
para fornecer informacOes sobre a possivel interacdo entre os
componentes da amostra (PODLOGAR et al.,, 2004; NARANG;
DELMARRE; GAO, 2007).

Uma das técnicas mais utilizadas para estimar o tamanho das gotas
€ 0 Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering — DLS).
Esta técnica é rapida e requer um equipamento relativamente simples.
Permite analisar o tamanho das gotas por meio da Equacdo Stokes-
Einstein, que determina o didmetro hidrodinamico obtido pela medida da
constante de difusdo das goticulas da fase dispersa devido ao movimento
Browniano. Outras técnicas de espalhamento utilizadas para determinar o
tamanho e forma das nanogotas de microemulsdo sdo Espalhamento de
Raios-X a Baixo Angulo (Small-angle X-Ray Scattering - SAXS) e
Espalhamento de Neutrons a Baixo Angulo (Small-angle Neutron
Scattering - SANS) (ACHARYA; HARTLEY, 2012).

2.3.2 Aplicacdes de Microemulsdo na Liberacio de FArmacos

Os sistemas microemulsionados despertam grande interesse no
transporte de farmacos, pois além de exibirem vantagens como
estabilidade termodinamica, transparéncia, possibilidade de serem
filtrados, facilidade de preparagdo, baixa viscosidade (causando menos
dor ap6s a injecdo), permitem também aumentar a biodisponibilidade,
solubilidade e proteger o farmaco contra possiveis degradacfes, como
hidrélise enziméatica (LAWRENCE, 1994). A liberacdo prolongada do
farmaco deve-se as goticulas que agem como pequenos reservatérios, que
dependendo da forma de administracdo, promovem a liberacéo lenta. Em
geral, a presenca do tensoativo aumenta a permeabilidade na membrana
celular, permitindo uma facil absorcdo. Microemulsbes bicontinuas
podem solubilizar quantidades elevadas de ambos os farmacos,
hidrofdbicos e hidrofilicos (BAGWE et al., 2001).
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As microemulsfes tém baixa tensdo superficial e goticulas com
pequeno diametro, que resulta em alta absorcdo e permeacgdo. As
propriedades fisicas e quimicas favoraveis desses sistemas ampliaram as
aplicacdes em farmacos para além da via de administracdo oral
convencional. Considerando que a formulacdo da microemulsao deve ser
biocompativel para aplicagcdes biomédicas, a escolha dos componentes e
a respectiva concentracdo € a etapa fundamental do processo de
desenvolvimento, especialmente porque, na maioria das vezes, elevada
guantidade de tensoativo € necessaria para formacdo da microemulsao, o
gue ndo é desejado devido a possivel toxicidade (TALEGAONKAR et
al., 2008; WU et al., 2010). Microemulsdes podem ser ideais como
carreadores de farmacos pouco sollveis em &gua, como hormdnios,
diuréticos e antibioticos. Contudo, a concentracdo de tensoativos e
cotensoativos deve ser minimizada para reduzir efeitos indesejados. Para
administracdo parenteral, especialmente a intravenosa, o controle da
toxicidade da formulacdo deve ser ainda mais rigoroso (BAGWE et al.,
2001).

Na literatura, ha relatos de estudo de microemulsdes para
aplicacdes em diversas vias de administracdo, como topica, oral,
oftalmica, nasal, periodontal e parenteral. Em uso topico, as
microemulsfes podem aumentar significativamente a absor¢do cutanea
de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos, em comparacdo com
formulagdes convencionais como solugdes aquosas, Oleos, solucdes
micelares, emulsdes e lipossomas. Os efeitos favoraveis a microemulsédo
devem-se possivelmente aos elevados gradientes de concentragdo
fornecidos pelo aumento da solubilidade do farmaco e ao efeito de
penetracdo dos constituintes da formulagdo. A taxa de liberacdo do
farmaco também é alterada pela mobilidade deste na fase interna da
formulacdo, que é determinada pela estrutura da microemulsdo e
afinidade com os componentes (KREILGAARD, 2002; TSAl etal., 2010;
HATHOUT et al., 2010).

O estudo de microemulsdes envolve aplicacfes como a liberacdo
de anestésicos periodontal, em sistema contendo os farmacos lidocaina e
prilocaina (SCHERLUND et al., 2000); e liberacdo oftamica, onde o
desafio é aumentar a biodisponibilidade, pois ha perdas devido a secrecéo
lacrimal e a barreira hemato-ocular (VANDAMME, 2002; HEGDE;
VERMA; GHOSH, 2013). Shinde; Jindal; Devarajan (2011) destacam
que microemulsBes e nanoemulsdes tipo O/A e A/O tém potencial para
aumentar a biodisponibilidade oral e parentérica de farmacos, com
perspectivas de aplicacBes em terapias de desordens cerebrais. Neste
caso, preferem-se microemulsdes e nanoemulsGes do tipo O/A com
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destaque aos componentes da formulacdo que podem ser funcionais,
melhorando o transporte do farmaco pela barreira hematoencefalica.

A administragdo parentérica de farmacos é de extrema importancia
em casos de emergéncia, onde a agao precisa ser rapida, e para compostos
que sdo fracamente absorvidos por via oral, como por exemplo, 0s
farmacos hidrofébicos anfotericina B e paclitaxel. Essa via de
administracdo também é fundamental para a pesquisa e desenvolvimento
de novos medicamentos (DATE; NAGARSENKER, 2008a). Emulsdes
lipidicas injetaveis também sdo utilizadas em nutricdo parenteral,
auxiliando no fornecimento de energia, acidos graxos essenciais e
vitaminas lipossollveis a pacientes hospitalizados (HIPPALGAONKAR;
MAJUMDAR; KANSARA, 2010).

A liberacdo de farmacos hidrofébicos por via parenteral ainda é
muito limitada, seja utilizando abordagens convencionais como veiculos
oleosos, cosoventes, ou mesmo utilizando tecnologias mais recentes
como micelas, lipossomos ou complexagdo com ciclodextrina. A
concepcao de sistemas de entrega parenteral de farmacos é uma tarefa
critica e exigente, pois 0 numero de excipientes aprovados é
consideravelmente baixo. O desenvolvimento de formulagdes para
farmacos hidrofébicos é ainda mais dificil, e considera-se que até 40%
das novas substancias descobertas pela industria farmacéutica sdo pouco
soliveis em agua ou compostos lipofilicos, sendo dificil incorporar
dosagem  adequada para  avaliagio  pré-clinica  (DATE;
NAGARSENKER, 2008a).

Além da dor e danos aos tecidos como resultado da irritagdo ou
resposta imune ocasionada pelos componentes da formulacdo e
caracteristicas fisicas, como a viscosidade, um problema frequente na
poés-administracdo de formulagdes convencionais é a precipitacdo do
farmaco no local da injecdo, que ocorre devido a baixa solubilidade do
farmaco no meio aquoso do organismo (WU et al., 2010).

Diante dos obstaculos técnicos relativos a entrega parenteral de
compostos hidrofébicos, microemulsdes O/A tém despertado interesse de
pesquisadores, pois podem proporcionar formulagdes com concentragdes
relativamente elevada desses compostos e maior estabilidade fisica no
plasma (TALEGAONKAR et al., 2008). A patente proposta por Yiv;
Tustian (2001) refere-se a uma microemulsdo O/A para liberacdo de
farmacos por injecao intravenosa. A formulacdo possui um componente
fosfolipidico; propileno glicol ou polietileno glicol; tensoativo de elevado
EHL (minimo 12); componente oleoso; agua; e agentes antiflingicos
derivados de equinocandinas e clotrimazol. A proposta é utilizar a
formulagdo como veiculo para administracéo de varios agentes ativos, na



55

forma concentrada ou diluida, especialmente aqueles lipofilicos ou de
solubilidade fraca a moderada em agua. Os modos de administracdo
incluem injecdo intravenosa, intra-arterial, intramuscular, inje¢éo
subcutanea.

Park e Kim (1999) avaliaram microemulsdo para liberacdo
parenteral (intravenosa) de flurbiprofeno, um farmaco pouco sollvel em
agua que tem acdo analgésica e anti-inflamatéria. A microemulsdo O/A
foi preparada utilizando oleato de etila como fase oleosa; Tween 20 como
emulsificante; e fase aquosa contendo sais, glicerol, sorbitol e dextrose.
A microemulsdo permitiu solubilizar 10 mg.mL™ de flurbiprofeno, um
aumento de 8 vezes se comparado com uma solucio tampao PBS. Testes
de farmacocinética em ratos, com administracdo intravenosa de
2,5 mg.kg™ de flurbiprofeno, revelaram que néo ha diferenca significativa
entre a microemulsdo e a solucdo tampao. Porém o uso da microemulséo
permitiu injecBes de volumes menores e obtengdo do mesmo perfil de
concentracdo plasmatica do farmaco.

Para emulsdes injetaveis, e que por analogia podem se estender a
microemulsdes, o tamanho da gota tem impacto direto sobre a toxicidade
e estabilidade do sistema. Gotas com mais de 5 um podem ser retidas nos
pulmdes e causar embolia pulmonar. O aumento do tamanho da gota
também pode representar problemas de estabilidade na emulséo. Por isso,
a distribuicdo e tamanho das gotas devem ser cuidadosamente avaliados
em emulsdes injetaveis (HIPPALGAONKAR; MAIJUMDAR,;
KANSARA, 2010).

Em experimentos realizados com ratos foi avaliado a
farmacocinética das substancias antitumorais rhizoxin e palmitoyl-
rhizoxin incorporadas em emulsGes injetaveis por via intravenosa.
Verificou-se que emulsfes com goticulas maiores que 200 nm inibiram a
penetracdo do farmaco na medula 6ssea e intestino delgado, assim como
a concentracdo no plasma foi reduzida, indicando que o tamanho das
gotas pode controlar o processo de disposicdo do farmaco no organismo
(KURIHARA et al., 1996). Embora a solubilizacdo completa do farmaco
ndo seja um pré-requisito para injecbes extravasculares, tais como
administragdes subcuténeas e intramusculares, e suspensfes e
microparticulas estarem disponiveis comercialmente, o controle do
tamanho da particula pode um obstaculo no desenvolvimento de uma
formulacdo, principalmente em processos de fabricagdo em larga escala
(REN et al., 2012).

Poucos estudos envolvendo a incorporacdo de progesterona em
microemulsdes séo relatados na literatura (NANDI; BARI; JOSHI, 2003;
LAND; LI; BUMMER, 2006; BIRUSS; VALENTA, 2008; HOSMER et
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al., 2009; MAGHRABY, 2012; REN et al., 2012). Destes, muitos tratam
da incorporacdo de progesterona em microemulsdes com aplicacbes
dérmicas ou utilizam a progesterona apenas como um modelo de farmaco
hidrofébico.

A progesterona pode apresentar elevada solubilidade em
microemulses, especialmente aquelas com elevado teor de 6leo. Em
estudo realizado por Nandi; Bari e Joshi (2003), formulagdo A/O
contendo miristato de isopropila (IPM) (36,3%), isobutanol (4,5%),
Tween 80 (20,5), Span 20 (20,5%) e agua (18,2%), a solubilidade da
progesterona foi de 23,1 mg.mL*. J& em formulacdo O/A com IPM
(8,6%), isobutanol (5,3%), Tween 40 (34,5%) e agua (51,6%), a
solubilidade foi de 8,5 mg.mL%. Alcoois de baixo peso molecular alteram
a energia interfacial nas camadas de tensoativos e podem auxiliar na
formacéo da microemulséo. O estudo revela que alcoois de 3 a 5 carbonos
(propanol a pentanol) facilitam a formacao da microemulsdo permitindo
a incorporacéo de um maior teor de agua na formulagdo. A incorporacao
de &gua foi proporcional ao teor de alcool na mistura 6leo-tensoativo.
Metanol e etanol mostraram baixo ou nenhum efeito na incorporacédo de
agua (NANDI; BARI; JOSHI, 2003).

Microemulsbes em contato com o meio aquoso do organismo
podem sofrer transicdo de fase e consequentemente alteracdes estruturais,
formando liquidos cristalinos ou mesmo emulsdes grosseiras. Ren et al.
(2012) realizou estudo desses efeitos na liberacdo in vitro de progesterona
incorporada em microemuls@es a base de Miglyol 812N, Solutol HS 15,
Span 80, etanol e agua. Com variagbes na formulagdo desses
componentes foi possivel identificar regides de formacdo de
microemulsfes, emulsdes e liquidos cristalinos. Para avaliacdo da
transicdlo de fase, foram selecionadas duas formulagbes de
microemulsdes, uma com potencial de formar liquido cristalino e outra de
formar emulsdo em contato com a agua. Por meio de estudos com
cintilografia de raios gama e células de difusdo de Franz, os autores
demonstraram que microemulsdes com potencial de formar liquidos
cristalinos apresentam perfil de liberacdo mais lento. Indicando que, para
injecBes extravasculares, a liberacdo do farmaco pode ser modulada de
acordo com as caracteristicas estruturais e de viscosidade da mistura
resultante entre a microemulséo e o liquido aquoso corpéreo.
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24 NANOPARTICULAS LIPIDICAS

2.4.1 Definicoes e Caracteristicas Estruturais

Nanoparticulas & base de lipideos sélidos foram desenvolvidas
para ser uma alternativa a outros modelos convencionais de liberacdo de
farmacos como emulsdes, nanoparticulas poliméricas e lipossomos. Em
geral, esses sistemas sdo constituidos de uma matriz lipidica sdlida na
qual é incorporado o farmaco. Agentes tensoativos sdo utilizados como
estabilizantes da dispersdo. O tamanho de particulas fica geralmente entre
150 e 300 nm, contudo dependendo do sistema podem ser obtidos
tamanhos desde 50 nm até 1000 nm (MUHLEN; SCHWARZ;
MEHNERT, 1998; YOON; PARK; YOON, 2013).

O desenvolvimento mais intenso de nanoparticulas lipidicas
ocorreu a partir da década de 90, quando esses sistemas passaram a
combinar as vantagens de outros modelos de transportes inovadores,
como estabilidade fisica, incorporacdo e protecdo de farmacos contra
possiveis degradagdes, liberagdo controlada, excelente tolerancia pelo
organismo receptor (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002; WISSING;
KAYSER; MULLER, 2004).

Apesar de diversos sistemas coloidais envolverem o uso de
lipideos, tais como lipossomas, nanoemulsdo, microemulsdo,
nanocapsulas lipidicas, esta revisao trata apenas de nanoparticulas a base
de lipideos solidos, que podem ser classificadas em: nanoparticulas
lipidicas sélidas (NLS) e carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN).
De acordo com Mehnert e Mader (2012), NLS preparadas exclusivamente
a partir de lipideos solidos a temperatura ambiente podem apresentar
limitagcBes na encapsula¢do do farmaco e, devido & complexidade do
estado fisico do lipideo, podem causar problemas no armazenamento e
administracdo, como gelatinizagdo, aumento do tamanho de particula e
expulsdo do farmaco. Esses fatores levaram ao desenvolvimento de uma
nova geracdo de nanoparticulas lipidicas denominadas carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLN), que em contraste a geracdo anterior,
passaram a incorporar, de forma controlada, lipideos liquidos em sua
formulacdo (WISSING; KAYSER; MULLER, 2004).

A expulsdo do farmaco da matriz lipidica ocorre porque, durante o
armazenamento, o lipideo passa por modificagdes em sua estrutura, a qual
se torna altamente ordenada. Essa transformagdo, também denominada
modificacdo P, é caracterizada pela formacdo de uma estrutura cristalina
quase perfeita, portanto, com pouco espaco para acomodacao do farmaco
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no interior da particula. CLN mostram uma capacidade de incorporagdo
de farmacos mais elevada se comparada a NLS. A incorporacdo de
diferentes lipideos e a mistura de componentes liquidos e sélidos torna a
matriz lipidica menos organizada, permitindo a acomodacéo do farmaco
em sua estrutura (WEBER; ZIMMER; PARDEIKE, 2014).

Na Figura 5 estdo representadas as principais diferencas estruturais
nas nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos
nanoestruturados. As NLS sdo caracterizadas pelo elevado grau de
cristalinidade da matriz lipidica, proporcionada por estruturas
organizadas, especialmente quando utilizado lipideos sélidos purificados.
Trés abordagens distintas podem ser usadas na classificacdo de CLN. Na
estrutura tipo |, diferentes lipideos liquidos e sélidos sdo misturados. A
diferenca na organizacdo dos lipideos e no processo de cristalizacdo
conduz a baixa ordenacdo das cadeias e consequentemente, a estrutura da
matriz lipidica torna-se imperfeita, proporcionando espacos no interior
das particulas para os aglomerados de farmacos (MULLER; RADTKE;
WISSING, 2002; SELVAMUTHUKUMAR; VELMURUGAN, 2012).

Figura 5 — Estruturas de nanoparticulas lipidicas: NLS e estruturas de CLN.

Farmaco
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Farmaco (6leo)
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Sélido
Fonte: Adaptado de Miiller; Radtke e Wissing (2002).

Devido ao fato do processo de cristaliza¢do causar a expulsdo do
farmaco das nanoparticulas, levou-se a necessidade de produzir CLN
solidos, mas ndo cristalinos, os quais foram obtidos com o uso de misturas
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de lipideos solidos e liquidos, que resultou em estrutura amorfa (estrutura
tipo I1). De modo geral, a solubilidade de farmacos é mais elevada em
lipideos liquidos. Isso deve ser considerado no processo de producéo de
nanoparticulas lipidicas, pois a quantidade de farmaco solGvel no lipideo
fundido pode ser maior do que nas nanoparticulas sélidas ao final do
processo. Por isso, concentracBes elevadas de farmaco na formulagédo
inicial podem levar a expulsdo imediata durante o resfriamento ou
diluigdo em agua fria. Com base nesse conceito, CLN com estruturas do
tipo Il foram desenvolvidos, estes possuem compartimentos de 6leo
liguido na matriz sélida da nanoparticula (MULLER; RADTKE;
WISSING, 2002; SELVAMUTHUKUMAR; VELMURUGAN, 2012).

2.4.2 Preparacio de Nanoparticulas Lipidicas

Diversos métodos podem ser utilizados na preparacdo de
nanoparticulas  lipidicas, o0s principais geralmente envolvem
homogeneizacdo em alta pressdo, ultrassonificagdo, microemulséo,
emulsificacdo/evaporacdo ou difusdo do solvente e dupla emulsificacéo.

Na preparacédo de nanoparticulas lipidicas por homogeneizagdo em
altas pressdes a quente, o farmaco é solubilizado no lipideo em
temperatura entre 5 e 10°C acima do ponto de fusdo. Apds a fusdo do
lipideo contendo o farmaco, a mistura é dispersada em solucdo aquosa
contendo o agente tensoativo na mesma temperatura. A pré-emulséo
obtida é colocada em homogeneizador de pistdo a vacuo. A nanoemulsao
O/A quente é resfriada a temperatura ambiente, quando ocorre a
recristalizacdo dos lipideos e a formacdo de nanoparticulas lipidicas
s6lidas. Esta técnica pode ser aplicada mesmo em compostos com relativa
sensibilidade térmica, pois o tempo de exposicdo a temperaturas elevadas
¢ curto (MULLER; MADER; GOHLA, 2000). A técnica possui
vantagens, tais como estabilidade e facilidade de ampliacéo de escala. As
principais desvantagens referem-se ao uso intensivo de energia, alto
indice de polidispersividade e uso de temperaturas relativamente elevadas
guando realizado com a técnica de homogeneizagdo a quente (YOON;
PARK; YOON, 2013).

A ultrassonificacdo é semelhante a homogeneizacdo em altas
pressOes, difere ao final quando a mistura de lipideo derretido e fase
aquosa com tensoativo sdo submetidas a homogeneizagdo com alta taxa
de cisalhamento, geralmente por meio de ultrassom, para obtencdo da
nanoemulsdo. Muitas vezes a quantidade de tensoativo necessaria para
estabilizar o sistema é elevada, sendo considerada uma desvantagem.
Apesar de a técnica utilizar equipamento relativamente simples, ha
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possibilidade de contaminacdo metalica da amostra no processo de
ultrassom e pode ndo produzir particulas com distribuicdo de tamanho
estreito (DAS; CHAUDHURY, 2011; NASERI; VALIZADEH,;
ZAKERI-MILANI, 2015).

As vantagens de microemulsdes, como estabilidade
termodinamica, possibilidade de incorporagdo de elevada quantidade de
farmaco e baixa demanda de energia, também foram exploradas na
preparacdo de nanoparticulas lipidicas. O desenvolvimento e otimizagdo
desta técnica teve grande contribuicdo do grupo de pesquisa de Gasco e
colaboradores (AQUILANO; CAVALLI; GASCO, 1993; CAVALLI,
CAPUTO; GASCO, 1993; MOREL et al., 1996).

A microemulsdo contendo lipideo sélido, tensoativo, cotensoativo
e agua, é preparada previamente em temperatura acima do ponto de fusao
do lipideo. Essa microemulséo aquecida é entdo dispersa em agua fria (2
a 4°C) mantendo o sistema em agitacdo mecanica. A proporcdo entre
microemulséo e agua € variavel, geralmente sdo estudados sistemas com
proporcBes entre 1:5 e 1:50 (v/v, microemulsdo:agua). O processo é
fortemente influenciado por fatores como composicdo da microemulséo,
dispositivo de dispersdo ou gotejamento, temperatura. As principais
desvantagens desse processo € 0 USO excessivo de tensoativos na
formulacdo de microemulsdo e a dificuldade uniformizar e estabilizar o
tamanho de particulas (WISSING; KAYSER; MULLER, 2004; LIN et
al., 2007; FADDA et al., 2013; MOJAHEDIAN et al., 2013).

2.4.3 Aplicacdes de Particulas Lipidicas na Liberacao de Fairmacos

Aplicagdes de nanoparticulas lipidicas na liberagdo de farmacos
em diferentes vias de administracdo tém sido estudadas, como parenteral
(JOSHI et al., 2008; ATHAWALE et al., 2014), oral (LIU et al., 2010;
ZHANG et al., 2014a), dermal (LAUTERBACH; MULLER-
GOYMANN, 2015; CHAROENPUTTAKUN; LI; NGAWHIRUNPAT,
2015), ocular (FANGUEIRO, et al.,, 2014; HOU, et al., 2016) e
direcionadas ao cérebro (KOZIARA et al., 2003; BONDI et al., 2010;
YASIR; SARA, 2014).

Estudos indicam que nanoparticulas lipidicas podem ser injetadas
por via intravenosa, intramuscular, subcutdnea e serem usadas no
direcionamento de farmacos para 6rgdos especificos. Como as demais
particulas coloidais, quando administradas por via intravenosa s&o
eliminadas da circulagéo pelo figado e pelo bago. Devido ao tamanho
inferior a 1 um, podem ser utilizadas para distribui¢ao sistémica no corpo,
com risco reduzido de coagulacdo do sangue, que conduziriam a
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processos de embolia. Quando administradas na via subcutanea podem
agir como um deposito, liberando o farmaco de forma sustentada
(WISSING; KAYSER; MULLER, 2004).

NLS e CLN possuem todos os pré-requisitos para entrar no
mercado mais rapidamente do que outros veiculos coloidais, isso porque
sdo compostos de materiais biodegradaveis e que ja estdo em utilizagéo
em produtos farmacéuticos e cosméticos. Os lipideos sdo glicerideos ou
acidos graxos de ampla utilizacdo. Os tensoativos podem apresentar
maior toxicidade, por isso devem possuir status GRAS (generally
regarded as safe), como por exemplo, lecitina, Tween 80, Poloxamer 188,
Span 85 e glicolato de sédio (WISSING; KAYSER; MULLER, 2004;
DOKTOROVOVA,; SOUTO; SILVA, 2014).

Nanoparticulas lipidicas apresentam potencial para encapsulacéo e
liberacdo de farmacos hidrofobicos. Contudo, poucos sdo os trabalhos
aplicados em progesterona. Cavalli et al. (1999) incorporaram complexos
de hidrocortisona e progesterona formados com B-ciclodextrina ou 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina em nanoparticulas lipidicas sélidas. As
NLS foram preparadas pelo método da microemulsdo contendo &cido
estearico ou a mistura de Imwitor 900:4cido estearico como lipideo. A
guantidade de farmaco adicionada foi de 1% da massa da microemulsao.
A dispersdo da microemulsdo quente (70°C) na gua fria (2 - 3°C) ocorreu
na proporcdo 1:10 (v/v, microemulsdo:agua). Na presenca do complexo,
o tamanho das nanoparticulas ficou abaixo de 100 nm. Analises de DSC
mostraram que os farmacos ficaram dispersos na NLS em um estado
amorfo. Os autores discutem que esse efeito pode ser decorrente do
método de preparacao e ja havia sido observado em trabalhos anteriores
com outros farmacos.

A dificuldade em administrar progesterona natural, devido as suas
caracteristicas hidrofobicas, levou Salem (2010) a desenvolver uma
injecdo intramuscular com liberacdo prolongada, baseada em gel
termosensivel e nanosuspensao lipidica. A nanosuspensdo foi preparada
pela mistura do fArmaco com 4acido estearico e etanol, pelo método da
precipitacdo em solvente. As nanoparticulas lipidicas formadas foram
adicionadas ao gel termosensivel a base de Pluronic F127 e metil celulose.
Atingindo concentracdo final de progesterona de 6 mg.mL™. Testes
farmacocinéticos realizados em fémeas de ratos indicaram que a
concentracdo plasmética de progesterona se manteve mais elevada ao
longo de 36 h nos animais tratados com a nanosuspensdo em gel, se
comparado aos animais controle que receberam injecGes de progesterona
em PBS.
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Cortesi et al. (2002) produziram microparticulas lipidicas a partir
de triglicerideos e monoglicerideos por meio das técnicas de evaporacao
do solvente e dupla emulsdo. Acetato de retinol e progesterona foram
utilizados como modelos de farmacos hidrofébicos na avaliacdo da
liberacdo in vitro e encapsulacdo, a qual chegou a 70%.

Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) foram produzidos
por Yuan et al. (2007) para liberacdo controlada de progesterona. A
técnica de preparo foi baseada na emulsificacdo do lipideo fundido com
o farmaco em solucéo de tensoativo a 70°C e posterior ultrassonificacao.
A miniemulsdo formada foi rapidamente imersa em banho de gelo
mantendo agitagdo constante. Foram utilizados monoestearina e acido
estedrico como lipideos sdlidos e, &cido oleico como lipideo liquido. A
adicdo de lipideo liquido elevou a eficiéncia de encapsulacdo, porém,
aumentou a taxa de liberag@o in vitro do farmaco. Para a formulagdo com
20% de &cido oleico a eficiéncia de encapsulagéo foi de 81,32% e a carga
de farmaco incorporada foi de 3,87% (m/m). O didmetro médio das
nanoparticulas ficou entre 300 e 500 nm com PDI entre 0,200 e 0,400.
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3 VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO DE
PROGESTERONA EM NANOPARTICULAS DE PMMA POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV

3.1 INTRODUCAO

Diversos estudos tratam da extragdo e quantificacdo de
progesterona em sistemas nanoestruturados utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) associada a um detector UV. No
entanto, poucos trabalhos realizaram a quantificacdo utilizando
espectrofotometria UV direta (JAMEELA et al., 1998; CHANG et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2013; SALMORIA et al., 2013), especialmente
se o farmaco estiver incorporado em excipientes diversos ou encapsulado
em nanoparticulas poliméricas, onde a presenca de interferentes pode
comprometer os resultados da quantificacdo. Nestes casos, a validacao do
método de quantificacdo seguindo normativas internacionais é essencial
para garantir a precisdo e exatiddo dos resultados.

A quantificacdo de progesterona em nanoparticulas de PMMA
deve levar em consideracdo o uso de solvente cuja solubilidade do
polimero seja elevada. Solugdes alcodlicas de metanol (MALIWAL etal.,
2009; WU et al., 2000; CHANG et al., 2005) e propanol (PUCCI et al.,
2003), frequentemente utilizadas em protocolos de determinacdo de
progesterona, ndo sdo adequadas, pois ndo favorecem a dissolucdo de
cadeias poliméricas de PMMA. Cloroférmio dissolve facilmente PMMA
e pode ser um solvente adequando na extracéo do fA&rmaco. Considerando
esses fatores, o presente capitulo tem por objetivo validar a metodologia
de determinacdo de progesterona em nanoparticulas de PMMA utilizando
espectrofotometria UV e cloroférmio como solvente de extrag&o.

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Materiais

Os reagentes e materiais utilizados foram iniciador 2,2’-azo-bis-
isobutironitrila (AIBN, > 98%), mondmero metacrilato de metila
(MMA, > 99,5%), progesterona (>99%) e cloroférmio (> 99%)
adquiridos da Sigma-Aldrich (Vetec). Lecitina de soja (Alpha Aesar)
utilizada como emulsificante. Crodamol GTCC® (triglicerideos de cadeia

média composto de acidos céaprico e caprilico), adquirido da Alpha
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Quimica, utilizado como coestabilizador. Agua deionizada. Todos 0s
reagentes e solventes sdo de pureza analitica. O inciador AIBN foi
previamente recristalizado em metanol, filtrado e secado a vacuo.

3.2.2 Sintese e Caracterizacio de Nanoparticulas de PMMA

As nanoparticulas de PMMA foram produzidas pela técnica de
polimerizacdo em miniemulsdo a partir do monémero MMA, utilizando
iniciador hidrofébico AIBN, lecitina como tensoativo e Crodamol como
coestabilizador. As formulacGes sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Formulagdes das miniemulsdes utilizadas na sintese de nanoparticulas
de PMMA.

= Agua  AIBN Lecitina Crodamol MMA
Formulagio

(%) (%) (%) (%) (%)
Nanoesferas (NS) 79,5 0,2 0,3 2,0 18,0
Nanocépsulas (NC) 79,5 0,2 0,3 10,0 10,0

A descricdo detalhada das reacdes de polimerizacdo, com e sem
progesterona, assim como a caracterizacdo das nanoparticulas, sera
abordada no Capitulo 4.

3.2.3 Validacao do Método Analitico

A validacdo do método espectrofotométrico foi realizada por meio
de ensaios laboratoriais tendo como parametros a linearidade, preciséo,
exatiddo, limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ) e robustez
conforme os critérios estabelecidos pela Conferéncia Internacional de
Padronizacdo de Requerimentos Técnicos para Registro de Produtos
Farmacéuticos de Uso Humano (International Conference on
Harmonisation—-ICH of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use) (ICH, 2005).

As andlises foram realizadas no Laboratério de Controle de
Processos (LCP/EQA) da Universidade Federal de Santa Catarina,
utilizando Espectrofotdmetro Hitachi modelo U-1900 com as seguintes
especificacdes: largura de banda espectral 4nm; exatidao do comprimento
de onda +0,5 nm; repetibilidade do comprimento de onda +0,3 nm;
exatiddo fotométrica £0,002 Abs; repetibilidade fotométrica 0,001 Abs.
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3.2.3.1 Especificidade

Expressa a capacidade de o método avaliar de forma inequivoca o
analito na presenca de outros componentes frequentemente presentes na
amostra. A especificidade proporciona a indicacdo correta sobre a
identidade ou teor da substancia a ser analisada (ICH, 2005). A avalia¢éo
da especificidade do método foi realizada por meio da comparacéo dos
espectros de absorcdo da progesterona e de nanoparticulas (com e sem
progesterona) solubilizadas em cloroférmio. A escolha do cloroférmio
deu-se em funcdo da elevada solubilidade do polimero PMMA neste
solvente.

Para obtencdo do espectro de absor¢do das nanoparticulas
poliméricas, o latex (com e sem progesterona) foi submetido a secagem
em estufa de circulagdo forcada de ar a 60°C até massa constante. As
amostras secas foram solubilizadas em cloroférmio e diluidas até atingir
absorbancia préxima a 1 em 253 nm. Foi aplicada a mesma diluicdo as
amostras referéncia (sem farmaco). Posteriormente, foram submetidas a
varredura na faixa de comprimento de onda de 200 a 300 nm.

3.2.3.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de um procedimento apresentar
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra em um determinado intervalo de valores (ICH, 2005; USP,
2016). Para o estudo da linearidade foram obtidas trés repeti¢des
auténticas de curvas construidas em dias diferentes. Em cada curva, uma
solucdo padrdo de progesterona foi preparada em cloroférmio e
posteriormente diluida em oito concentra¢des diferentes, variando de 2 a
50 mg.L* (n=24). Cada concentracdo foi determinada em triplicada,
considerou-se a média dessas leituras. A andlise foi realizada utilizando
espectrofotometria UV com leituras em 253 nm. A linearidade foi
avaliada por meio de regressdo linear e a qualidade do ajuste do modelo
foi verificada por analise de variancia (ANOVA).

3.2.3.3 Limite de Detecgéo (LD)

Representa a menor quantidade de analito que pode ser detectada,
mas ndo necessariamente quantificada, em determinadas condi¢des (USP,
2016). O limite de deteccdo foi obtido com base no desvio padrdo do
intercepto com o eixo Y das curvas de calibragdo (o) e na inclinagdo da
curva de calibracéo (S), conforme Equagéo (1) (ICH, 2005).
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LD === @

3.2.3.4 Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo é a menor quantidade de analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitavel sob
as condicBes experimentais preestabelecidas (USP, 2016). E expresso
como unidade de concentragcdo na amostra e foi obtido com base no
desvio padrdo do intercepto com o eixo Y das curvas de calibragdo (o) e
inclinacdo da curva de calibracéo (S), conforme Equago (2).

10 o
LQ = —~ (2
3.2.3.5 Precisao

E o grau de concordancia entre os resultados dos testes individuais
guando o procedimento é aplicado repetidamente em vérias amostragens
de uma amostra homogénea (USP, 2016). A precisdo foi avaliada com
base no Desvio Padrdo Relativo (DPR) de uma série de medidas,
conforme Equacdo (3).

S
DPR = =+ 100 3)

Onde:
s: desvio padrdo da concentragdo medida (mg.L)
C: concentracdo média (mg.L™t)

A precisdo levou em consideracdo a repetibilidade, preciséo
intermediaria e reprodutibilidade (ICH, 2005). A repetibilidade foi
realizada com a repeticdo do procedimento analitico em 3 niveis de
concentracBes, abrangendo 0s minimos e maximos do teste de
linearidade. Cada concentragdo foi analisada com 7 repeti¢des, no mesmo
dia, pelo mesmo analista e equipamento. A precisdo intermediaria foi
avaliada com a repeticdo do procedimento analitico em 3 concentracfes
diferentes, com 7 repeticbes cada, executadas no mesmo equipamento,
porém em dias e por analistas diferentes. De forma semelhante, a
reprodutibilidade foi avaliada com a reprodugdo das analises do nivel
intermediario de concentracdo em um segundo laboratério em dois dias
distintos. A reprodutibilidade foi executada no Laborat6rio de Quimica
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da Universidade Federal da Fronteira Sul/Campus Chapecd, em
espectrofotdbmetro Rayleigh, modelo UV-2601, com as seguintes
especificacdes: largura de banda espectral 2 nm; exatiddo do
comprimento de onda +0,3 nm; repetibilidade do comprimento de onda
+0,15 nm; exatiddo fotométrica £0,002 Abs; repetibilidade fotométrica
0,001 Abs.

3.2.3.6 Exatiddo

A exatiddo expressa 0 grau de concordancia entre o valor que €
aceito como verdadeiro ou referéncia e o valor encontrado pelo
procedimento analitico em estudo. Pode ser inferida uma vez que a
precisdo, linearidade e especificidade foram estabelecidas para o0 método
(ICH, 2005). A exatidao foi avaliada com base nos dados de recuperacdo
(Equacdo (4)) obtidos de andlises de amostras com 3 niveis de
concentracdes conhecidas, e 7 repeticdes para cada nivel.

Rec =—=%100 4)

Ol oy

Onde C é a concentragdo padrdo (mg.L™) da amostra (tedrica) e C ¢ a
concentracdo média experimental (mg.L1).

3.2.3.7 Robustez

E a medida da capacidade do procedimento analitico de
permanecer inalterado quando submetido a pequenas variagfes nos
pardmetros do processo. Assim, foram avaliadas duas marcas de solventes
(grau analitico) e a possivel interferéncia deste na quantificacdo do
farmaco. Uma solucédo padrdo de progesterona com 520 mg.L! foi
preparada. Aliquotas de 250 pL desta solugdo foram diluidas para 5 mL
de cloroférmio da Marca A e 5 mL da Marca B, obtendo-se concentracGes
de 26 mg.L. As amostras foram analisadas com 5 repeticdes para cada
marca.

3.2.4 Analise de Recuperacio da Progesterona em Nanoparticulas
de PMMA

Nanoparticulas de PMMA foram preparadas com diferentes
concentracdes de progesterona (2, 4, 6 e 20 mgpa.guaex) para avaliagdo
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de possiveis interferéncia da matriz polimérica e demais componentes da
formulacdo na recuperagdo do farmaco. O teor de solidos foi de
aproximadamente 20,5% em todas as formulacdes. ApOs a reacdo de
polimerizacdo, amostras de 1,5 mL de latex (com e sem progesterona)
foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C até massa
constante. Cada formulacdo foi avaliada em triplicata. A fracdo
polimérica seca foi solubilizada em 10 mL de cloroférmio e
posteriormente aliquotas diluidas até a obtencdo de absorbancia entre 0,3
e 1,1. Amostras de latex sem progesterona foram submetidas a tratamento
idéntico as demais e serviram de referéncia (branco) nas leituras
espectrofotométricas. A concentragdo de progesterona na amostra foi
calculada por meio da curva padrdo em mg.L?, considerando o fator de
diluicdo, e posteriormente transformado em mgpa.gLaex (Mg de P4 por g
de latex).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Especificidade

Em testes de quantificacdo, os resultados de especificidade devem
garantir que o procedimento néo ¢ afetado pela presenca de impurezas ou
excipientes (USP, 2016). Avaliou-se, portanto, o espectro de absor¢do da
progesterona pura (P4) e de nanoparticulas de PMMA com e sem
progesterona. Todas as amostras foram solubilizadas em cloroférmio. As
composi¢bes das nanoparticulas (nanoesferas e nanocdpsulas) sao
descritas na Tabela 1 e os espectros de absor¢do sdo apresentados na
Figura 6.

Na regido do ultravioleta, a progesterona apresentou Gnico pico de
absorcdo situado entre os comprimentos de onda de 230 e 270 nm,
facilitando sua identificacdo e quantificacdo por técnicas
espectrofotométricas. A absorcdo maxima ocorre entre 241 e 243 nm
(Figura 6a), porém, o “cut off” do solvente (comprimento de onda no qual
a absorbancia do solvente é maior que 1 unidade de absorcéo) é 245 nm,
tornando inviavel a quantificacdo do analito em comprimentos de onda
inferiores a este (KATZ et al., 1998). Por isso, optou-se por validar o
método em 253 nm, onde a absor¢do do farmaco é elevada e a
interferéncia do solvente é reduzida consideravelmente.
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Figura 6 — Espectros de absor¢do UV: a) progesterona (P4); b) nanoesferas de
PMMA com e sem progesterona?; ¢) nanocapsulas de PMMA com e sem
progesterona®.
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Os componentes da formulagdo das nanoparticulas néo
apresentaram absorbancia expressiva na faixa de comprimento de onda
avaliada. Observa-se tanto para a formulacdo de nanoesfera, quanto para
nanocapsulas, cujo teor de coestabilizador é maior, que a absorbancia fica
proxima de zero na regido do espectro avaliada (Figura 6b e Figura 6c).
Desta forma, demonstra-se que o método é seletivo a progesterona frente
aos componentes das nanoparticulas de PMMA (polimero, emulsificante,
coestabilizador).

3.3.2 Linearidade e Limites de Quantificacao (LQ) e Deteccio
(LD)

O teste de linearidade para quantificacdo de P4 (Figura 7)
considerou a média de trés curvas obtidas por repeti¢des auténticas com
oito niveis de concentracdo (n = 24). A curva padréo resultante apresentou
coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9995, indicando elevado indice de
proporcionalidade entre concentracdo e absorbancia na faixa de 2 e
50 mg.L1.

Figura 7 — Curva padrdo para quantificacdo da progesterona em cloroférmio.
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A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados (Tabela 2)
confirmou que a regressdo linear foi significativa (Fcaicutado >> Feritico). O
modelo também ndo apresentou sinais de falta de ajuste, uma vez que o
valor de Feitico Neste caso foi maior que 0 Feaiculado para um nivel de
significancia de 0,05.
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Tabela 2 - Anélise de Variancia para o teste de linearidade.

Fonte de Soma Graus de Média Valores de F
Variacdo Quadratica Liberdade Quadritica  Fealculado  Feritico®
Regressdo 4,971063 1 4971063  8100,492 4,30
Residuos 0,013501 22 0,000614

Falta de

- 0,002676 6 0,000446  0,659173 2,74
Ajuste

Erro puro 0,010825 16 0,000677

Total 4,984564 23

@V/alores criticos de F para o teste ANOVA unilateral (p < 0,05).

Com base nos dados de linearidade e por meio das Equacdes (1) e
(2) foi possivel estimar os valores de LD e LQ, os quais foram 0,3 e
1,0 mg.L, respectivamente. O método demonstrou ser apto a detectar e
quantificar pequenas concentra¢fes do analito na amostra. Considerando
uma faixa ideal de trabalho entre 10 e 40 mg.L*, o LQ corresponde a 10%
do menor valor dessa faixa, sendo, portanto, aceitavel para o método.

3.3.3 Precisao e Exatidao

A determinacdo da precisdo do método avaliou a repetibilidade
(intracorrida), preciséo intermediaria (intercorridas) e reprodutibilidade
(interlaboratorial). Na Tabela 3 sdo apresentados os dados de
repetibilidade, os quais foram medidos em trés niveis de concentracdo
com sete repeticdes cada. Os niveis de concentracdo correspondem a
valores proximos aos maximos e minimos do teste de linearidade e um
valor intermediario.

Tabela 3 - Avaliacdo da repetibilidade do método em trés niveis de concentracao.

Amostra C (mg.L") C (mg.L) C (mg.L)
Padrao 52,0 26,0 2,1
1 53,6 26,8 2,3
2 54,3 27,1 2,2
3 52,4 27,0 2,4
4 53,5 27,4 2,3
5 53,3 27,1 2,3
6 52,8 27,4 2,1
7 53,7 27,0 2,4
Média (mg.L )" 53,4 + 0,6 27102 23+0,1
DPR (%)’ 1,194 0,781 4,564
Rec. (%)° 102,62 104,3 109,38

! Média * desvio padréo; > Desvio padréo relativo; * Recuperagio.
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De acordo com a Resolugdo n°899/2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003), que estabelece um guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos, o limite méaximo aceitavel
para o desvio padrdo relativo (DPR) em ensaios de precisdao é 5%.
Observa-se na Tabela 3, que os valores obtidos para os trés niveis de
concentracdo sdo inferiores a este parametro. O valor do DPR mais
elevado para concentracdo 2,1 mg.L™ ja era esperado, pois neste nivel de
concentracdo, pequenas variagdes podem representar proporcdes
elevadas em torno da média.

A precisdo intermediaria levou em consideracdo fatores que
permitem comparar resultados em um mesmo laboratério, realizando
analises em dias diferentes e por analistas diferentes. As andlises foram
realizadas em trés niveis de concentracdo e com sete repeticdes. Os
resultados de média, desvio padréo, desvio padrdo relativo e recuperacdo
sdo apresentados na Tabela 4.

Os resultados de DPR ficaram inferiores a 5% na avaliacdo da
precisdo intermediaria, inclusive para as concentracbes maximas e
minimas avaliadas. Para a concentragdo intermediaria o maior valor de
DPR foi de 2,9%. Através do teste t de Student foi possivel comparar as
médias e verificar se estas apresentam diferenca estatistica. Os valores
de t, calculados e criticos, sdo apresentados na Tabela 5.

Em todas as comparagdes possiveis, as médias encontradas para a
concentracdo maxima e intermediaria ndo apresentaram diferenca ao
nivel de confianga de 95%, ou seja, 0 método néo apresentou resultados
estatisticamente diferentes se realizado em dias diferentes ou por analistas
diferentes. Para a concentracdo minima, a comparacao entre as médias de
“Dia 1/Analista A vs Dia 2/Analista A” e “Dia 1/Analista A vs Dia
2/Analista B” apresentaram diferenca estatistica para o referido nivel de
confianca. Contudo, variacGes sdo esperadas e aceitaveis para valores de
concentracdo proximos ao limite de quantificacéo.

Deve-se considerar também as especificagbes técnicas do
equipamento que, de acordo com o fabricante, possui exatidao
fotométrica de 0,002 Abs e a repetibilidade fotométrica de 0,001 Abs.
O desvio de repetibilidade inerente ao equipamento corresponde a
aproximadamente 2% dos valores de absorbancia medidos na
concentracdo de 2 mg.Ll. Portanto, as limitacdes técnicas do
equipamento ja comegam a influenciar os resultados nesse nivel de
concentracao.
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Os resultados obtidos para reprodutibilidade em um segundo
laboratério (Lab. B) sdo apresentados na Tabela 6. As médias de sete
repeticdes realizadas em dois dias distintos apresentaram DPR inferior a
5%, portanto aceitavel.

Tabela 6 — Resultados da avaliagdo da reprodutibilidade do método.

C Padrao - Y 3. N DPR Rec.
(oL Variagio ~ Média (mg.L") (%) (%)
Dia 1/ Lab. 26,9+0,8 31 103,3

26,0 A B
Dia Zé Lab. 272412 45 104,6

1 Média + desvio padrdo (n=7)

A comparacdo de médias interlaboratoriais foi realizada pelo teste
t de student e os resultados dos valores de t calculado e t critico sdo
apresentados na Tabela 7. De acordo com os dados, ndo ha diferenca
estatistica nas médias ao nivel de confianca de 95% para todas as
comparacdes possiveis, ou seja, 0s resultados obtidos para o Lab. B em
dias diferentes ndo diferem entre si e também néo diferem das médias
obtidas no Lab. A.

Tabela 7 — Teste t de Student para os dados de média na avaliacdo da
reprodutibilidade.

Lealculado feritics™

Dia2/Lab.A Dial/Lab.B Dia2/Lab.B "
Dia 1/ Lab. A 0,460862 0,758094 0,334817 2,1788
Dia 2/ Lab. A - 0,921832 0,119142 2,1788
Dia 1/ Lab. B - - 0,697063 2,1788

* valor de t para o teste bilateral (p < 0,05; GL = 12).

A exatiddo do método foi avaliada por meio dos resultados de
recuperacdo (Rec.) obtidos pela Equacdo (4). Nas Tabela 3 e Tabela 4,
observa-se que a diferenca entre valores recuperados e tedricos, para as
concentragdes intermediérias e maximas, foi inferior a 7%. Valores mais
elevados, de até 16%, foram obtidos para o nivel de concentragdo minimo.
Para as andlises realizadas no Lab. B essa diferenca foi inferior a 5%
(Tabela 6). Portanto, de modo geral, os dados de recuperagdo foram
satisfatorios e compativeis com o método proposto.
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3.3.4 Robustez

A robustez foi avaliada considerando a possibilidade de aquisicdo
de solventes de diferentes marcas comerciais. Na Tabela 8 sdo
apresentados os resultados da comparacdo das analises realizadas com
solventes de dois fornecedores distintos.

Tabela 8 — Resultados de robustez para analises com diferentes marcas do
solvente.

A Marca A Marca B
mostra C (mg.L) C (mg.LY)
1 25,1 25,0
2 26,6 25,4
3 26,9 25,3
4 27,1 26,5
5 27,1 26,2
Média (mg.mL™") 26,6 £ 0,82 25,7 +0,62
DPR (%) 3,2 2,5
Rec.(%) 102,3 98,8

aN4o ha diferenca significativa entre as médias pelo teste t de Student (p < 0,05).

Os resultados demonstraram que o uso de solventes de grau
analitico de fornecedores diferentes ndo interferiu na analise. A
comparacdo das médias ndo apresentou diferenca estatistica ao nivel de
significancia de 0,05 para o teste t de Student. E também néo
apresentaram diferenca estatistica com relagéo a concentracdo padrdo de
26 mg.L™.

3.3.5 Determinacio de Progesterona em Nanoparticulas de
PMMA

Conforme verificado na Figura 6, o0 método mostrou-se seletivo
com relacdo aos componentes da formulagdo, mesmo em diferentes
proporcdes de polimero e coestabilizador. Para verificar a recuperacgéo de
progesterona em nanoparticulas de PMMA, reacBes de polimerizacdo
foram realizadas com as formulacdes apresentadas na Tabela 1, variando
apenas a concentracdo de progesterona adicionada. O ensaio de
recuperacao ndo avalia a eficiéncia de encapsulagdo, pois ndo ocorre a
separacao do polimero da fase aquosa por centrifugacdo previamente a
andlise, apenas procede-se a secagem e a determinacdo da progesterona
presente para fins de comparagdo com a quantidade inicial adicionada. Na
Tabela 9 sdo apresentadas a concentragéo de progesterona calculada com
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base na massa adicionada a formulag&o, a concentragdo obtida por meio
da analise espectrofotométrica e o percentual de recuperagéo.

Tabela 9 — Recuperacdo de progesterona em nanoparticulas de PMMA.

Formulacio” P4 (mg.g)™ P4 Rec.(mg.g)™ Rec. (%)
NS 2mg P4 1,99 2,04 + 0,08 102,6
NS 4mg P4 4,29 4,46 £0,13 104,0
NS 6mg P4 5,98 6,39 0,71 106,9
NS 20mg P4 20,36 18,17 £ 0,83 89,3

NC 20mg P4 19,99 20,19 + 1,67 101,0

*FormulagBes de nanoesferas (NS) e nanocapsulas (NC) preparadas conforme Tabela 1, exceto
pela concentragdo de progesterona (P4); **concentracdo de P4 com base na massa adicionada;
***concentracdo de P4 recuperada calculada por meio da curva padréo.

Os indices de recuperagdo em analises com nanoparticulas
poliméricas ficaram dentro do esperado e compativeis com os testes de
precisdo e exatiddo (Tabelas 3 e 4), revelando que o método mostra-se
robusto com relagdo aos componentes da formulagdo, os quais nédo
apresentaram influéncias na quantificacdo do farmaco.

3.4 CONCLUSOES

Os ensaios demonstraram que o método ¢é seletivo, preciso, exato
e robusto para a determinacdo de progesterona em nanoparticulas
poliméricas de PMMA. Em todos os testes relativos a preciséo, o DPR foi
inferior a 5%. Com relacdo & exatiddo, a diferenca percentual méxima
obtida entre a progesterona adicionada e recuperada foi de 7% para a
concentracdo intermedidria de trabalho (26 mg.L1). Os ensaios realizados
com nanoparticulas apresentaram resultados satisfatdrios, indicando que
a matriz polimérica e seus componentes, quando solubilizados em
cloroférmio, ndo interferem na quantificacdo da progesterona.
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4 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PMMA POR
POLIMERIZACAO RADICALAR EM MINIEMULSAO E
ENCAPSULACAO DE PROGESTERONA

41 INTRODUCAO

Baseado nos estudos desenvolvidos no grupo de pesquisa voltados
a sintese de nanoparticulas biocompativeis de PMMA para a liberacéo de
farmacos (ROMIO et al., 2009a, STEINMACHER et al., 2010;
BERNARDY et al., 2010; FEUSER et al., 2014), este trabalho tem por
objetivo investigar a aplicacdo deste polimero na encapsulacdo de
progesterona, avaliando os efeitos da presenca do farmaco na cinética de
polimerizac&o, nas caracteristicas estruturais das particulas, interacfes do
farmaco com a matriz polimérica, além da eficiéncia de encapsulacdo e
liberacdo in vitro.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Materiais

Os reagentes e materiais utilizados foram metacrilato de metila
(MMA, > 99,5%) como mondmero, iniciador 2,2’-azo-bis-isobutironitrila
(AIBN, > 98%), progesterona (> 99%), cloroférmio (> 99%) e dodecil
sulfato de sodio (SDS, > 99%) adquiridos da Sigma-Aldrich. Lecitina de
soja (Alpha Aesar) utilizada como emulsificante. Tetrahidrofurano (THF,
> 99,9%, Merck). Crodamol GTCC® (triglicerideos de cadeia média
composto de acidos caprico e caprilico), adquirido da Alpha Quimica,
utilizado como coestabilizador. Hidroquinona 1% (Nuclear). Agua
deionizada. Todos os reagentes e solventes sdo de pureza analitica. O
inciador AIBN foi previamente recristalizado em metanol, filtrado e
secado a vacuo.

4.2.2 Preparo da Miniemulsao e Reac¢oes de Polimerizacao

A metodologia de preparo da miniemulséo, assim como a escolha
dos componentes das formulacfes, foi realizada de acordo com o0s
trabalhos de Romio et al. (2009a; 2009b), Steinmacher et al. (2010) e
Bernardy et al. (2010). A fase orgénica que compde a miniemulsao foi
preparada a partir do mondmero (MMA), emulsificante (lecitina),
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coestabilizador (Crodamol GTCC) (Figura 8), iniciador hidrofébico
(AIBN) e o farmaco progesterona quando especificado. Esses
componentes foram homogeneizados com agitagdo magnética por 10
minutos, e em seguida, misturados a agua, permanecendo por mais 40
minutos em agitacdo. A emulsdo formada foi submetida ao processo de
reducdo do tamanho das gotas por meio de ultrassonificacdo com sonda
da marca Fisher Scientific, Sonic Dismembrator Model 500, 400 W. A
sonificacdo teve duracdo de 4 minutos em amplitude de 60%, utilizando
o modo “pulse on” por 10 segundos e “pulse off” por 5 segundos. O
recipiente contendo a emulsdo foi imerso em banho de gelo para evitar a
elevacdo de temperatura e ativagdo do iniciador.

A miniemulsdo preparada foi dividida igualmente em tubos de
vidro, os quais foram preenchidos com nitrogénio gasoso para eliminagao
do oxigénio do meio. Os tubos foram fechados e imersos em banho
termostatico a 70°C para inicio da reacéo de polimerizacéo.

Figura 8 — Estrutura quimica: a) lecitina (R1 e R2 so grupos alifaticos lineares
com C15-C20 e até 4 ligagdes duplas); b) triglicerideos de cadeia média composto
de &cidos céprico e caprilico.
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Fonte: Romio et al. (2009b)

4.2.3 Caracterizacio

A caracterizagdo das amostras de miniemulsdo e do produto
originado das reacdes de polimerizacédo foi realizada no Laboratorio de
Controle de Processos (LCP), do Departamento de Engenharia Quimica
e Engenharia de Alimentos (EQA) da UFSC, exceto quando especificado.
A caracterizacdo envolveu anélise dos seguintes parametros:

4.2.3.1 Tamanho Médio das Particulas (Dp)

Ao longo da reacdo de polimerizagdo amostras foram retiradas em
tempos predefinidos para acompanhamento do tamanho médio das
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particulas, o qual foi determinado por Espalhamento Dindmico de Luz
(Dinamic Light Scattering — DLS), utilizando equipamento Zetasizer,
Nano Series (Malvern Instruments). Previamente a leitura, as amostras
foram diluidas na proporcéo aproximada de 1:20 com &gua saturada de
monémero.

4.2.3.2 Potencial Zeta

Foi determinado em amostras selecionadas utilizando equipamento
Zetasizer, Nano Series da Malvern Instruments em pH normal do latex
(4,6 £ 0,5) e temperatura ambiente (24 °C).

4.2.3.3 Conversdo Gravimétrica (Xg)

A conversao gravimeétrica foi obtida por meio da raz&o entre massa
do polimero presente no reator e a massa de monémero alimentada. Para
determinacdo da fracdo polimérica formada, amostras de latex foram
submetidas & secagem em estufa com convecc¢do forgada na temperatura
de 60°C. Para interromper a reacdo de polimerizacdo no momento da
retirada da amostra, foi adicionado solu¢do aquosa de hidroquinona 1%
ao latex. O célculo de X4 foi realizado conforme Equagéo (5).

Xy = (5)

Fm é a fracdo de mon6mero alimentada no reator.
Fp(t) é a fracdo méssica de polimero determinada pela Equacéo (6):

(Mrs _ th)
M

E, () = (6)

Onde:

Mys: massa de reiduo seco (g);

Mhnq: massa hidrogquinona (g);

Mi:: massa de latex (g);

Fsnp: fracdo de solidos ndo polimerizados.

A fragdo de solidos ndo polimerizados (Fsnp) € determinada pela
Equacdo (7) e corresponde aos componentes da formulagdo que nédo
reagem, mas permanecem no polimero formado.
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Fsnp = M. (7
T

Onde:

Msnp:  massa de solidos ndo polimerizados (iniciador,
coestabilizador, emulsificante e farmaco);

M;: massa do meio reacional.

A fragdo de mondmero alimentada no reator Fr, é determinada pela
Equacéo (8):

Ep =—— (8)

Onde M, € a massa de mondmero utilizada.
4.2.3.4 Distribuigdo de Massa Molar

A distribuicdo de massa molar do polimero foi determinada por
Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) utilizando Cromatégrafo
Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) modelo LC-20A (Shimadzu) e trés
colunas Shim Pack GPC 800 Series 300 x 8 mm (GPC 801, GPC 804 e
GPC 807) da marca Shimadzu. O equipamento conta com detector de
indice de refracho RID-10A e injetor automatico SIL-20A.
Tetrahidrofurano (THF) foi utilizado como fase mével a uma vazdo de
1 mL.min" e temperatura de 35°C. As amostras foram preparadas com
0,02 g de polimero seco solubilizadas em 4 mL de THF, e posteriormente
filtradas em filtro de teflon com 0,45 um de didmetro de poro. As
distribuicbes de massas molares e massas molares médias foram
determinadas com base na curva de calibracdo elaborada a partir de
padrdes de poliestireno com massas molares entre 580 g.mol* e
9,835 x 10 g.molL.

4.2.3.5 Teor de Mondmetro Residual no Latex

O teor de monbmero residual foi determinado em amostras
selecionadas de latex ao término das reagfes de polimerizagdo. A anélise
foi realizada por Cromatografia Gasosa (CG), em equipamento Shimadzu
GC-2010AF com Forno Headspace Shimadzu AOC-5000 e detector de
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ionizagdo de chama, usando a técnica de evaporacao total da fracédo volatil
da amostra. Os parametros do equipamento utilizados nas andlises e na
elaboracéo da curva de calibragdo séo apresentados na Tabela 10.

A curva de calibragdo foi preparada com amostras padrdo de
miniemulsdo contendo o mon6émero a ser medido, analisadas em
triplicata. A relagdo linear entre massa de monémero no vial (M), dada
em gramas, e area do pico integrado (A) apresentou coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,993 e é dada pela Equacéo (9).

A=62438x107° M,, 9)

Para determinar o teor de monémero presente nas amostras, 5 pL
de latex obtido ao término da reagéo de polimerizagdo foi adicionado ao
vial e submetido a andlise.

Tabela 10 — Pardmetros do CG utilizados nas anélises de mondmero residual
Parametro Descricao

RTX-5 (silica fundida 5%

difenil/95% dimetilpolisiloxano),

Restek (30m x 0,25mm di x filme

Coluna capilar

0,25um)
Gés de arraste Nitrogénio
Fluxo do gas de arraste 1,39 mL.min'?
Temperatura detector 300 °C
Temperatura injecdo 280 °C
Modo de injecdo Split (1:10)
Temperatura do forno HeadSpace 110°C por 4min
Programacéo de temperatura do 60 °C até 230 °C com uma taxa
forno de aquecimento de 20 °C.min’!
Temperatura seringa 120°C
Volume de inje¢do 1uL

4.2.3.6 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

Anélises em TEM foram realizadas para caracterizacdo da
morfologia de nanoparticulas poliméricas com e sem farmaco. Gotas de
amostra (latex) diluidas em agua a 0,05% foram pingadas em grade de
cobre de 300 mesh cobertas com Formvar. ApGs a secagem, as amostras
foram recobertas com filme de carbono para minimizar a degradacdo do
polimero sob o feixe de elétrons. As andlises foram realizadas a 100 kV.
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4.2.3.7 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC foi utilizada para verificar a temperatura de
transicdo vitrea (Ty) do polimero e possiveis interacBes deste com o
farmaco. As analises foram realizadas em equipamento Perkin-Elmer
(Jade DSC), no Laboratdrio de Propriedades Fisicas de Alimentos
(PROFI) da UFSC. Amostras de 5 mg foram analisadas em faixa de
temperatura de 25 a 180°C, com rampa constante de
aquecimento/resfriamento de 20°C.min, em atmosfera de nitrogénio
com vazdo de 20 mL.min?l. Foram realizados dois ciclos de
aquecimento/resfriamento. Considerou-se 0 segundo ciclo para calculo
da T

4.2.3.8 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As analises de FTIR foram realizadas em espectrometro Agilent
Technologies (Cary 600 Series). Para obtencdo dos espectros, amostras
de nanoparticulas secas a 60°C foram incorporadas em KBr, seguido da
compressdo para formacdo de pastilhas. As analises foram conduzidas
com varreduras na faixa de 4000 - 400 cm%, com resolucédo de 2 cm™.

4.2.4 Determinacao da Eficiéncia de Encapsulacio (EE)

A Eficiéncia de Encapsulacdo (EE, %) foi determinada por meio
da relacdo entre a massa de progesterona recuperada na fragdo polimérica
precipitada e a massa de progesterona adicionada & formulagdo. O
procedimento foi adaptado de Steinmacher (2010). Foram preparadas
amostras referéncia com a mesma formulacdo, porém sem progesterona,
as quais serviram de branco nas leituras espectrofotométricas.

O preparo das amostras de latex com e sem progesterona foi
simultdneo e ambas foram submetidas ao mesmo tratamento. A fase
organica foi preparada em quantidade suficiente para as duas reacdes,
sendo que apds a homogeneizacdo do meio, esta foi dividida em duas
por¢des com massas iguais e em apenas uma delas foi adicionada a
progesterona. Esta amostra foi agitada por mais 10 minutos, enquanto a
amostra referéncia era sonificada para reducdo do tamanho das gotas.
Ap0s as duas amostras terem passado pelo ultrassom, a reagdo prosseguiu
conforme item 4.2.2.

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo amostras de
1,5 mL latex foram centrifugadas em centrifuga Eppendorf 4515R a
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13528 xg por 45 min. O sobrenadante foi separado e o tubo contendo o
precipitado foi colocado em estufa com circulagéo de ar a 60 °C até massa
constante. O residuo seco no tubo eppendorf foi dissolvido em 10 mL de
cloroférmio e filtrado em filtro de teflon (PTFE) com 0,2 um de abertura
de poro. A absorbancia das amostras foi medida em 253 nm. Os resultados
foram expressos em mg de progesterona por mL de solucéo, conforme
curva padrao obtida no Capitulo 3.

O calculo da eficiéncia de encapsulacao foi realizado conforme a
Equacdo (10).

EE (%) = Mrec
(/0) = m* 100 (10)
P4 t

Mi: € massa de latex adicionada ao tubo eppendorf, Me € a massa
de progesterona recuperada no residuo seco e Fps € a fracdo de
progesterona no latex, sendo estes Ultimos determinados pelas
EquagBes (11) e (12), respectivamente.

Cpy *V *FD

Myec(9) = 1000 (11)
M
Fpy = 1\/;4 (12)
T

Onde:

Cra4: concentracdo de progesterona na amostra determinada por
meio da curva de calibracdo (mg.L™);

V: volume de cloroférmio utilizado na solubilizacdo da
amostra (mL);

FD: fator de diluicao;

Mpa: massa de progesterona adicionada a formulacao (g)

My: massa do meio reacional (g).

4.2.5 Ensaios de Liberacéo in vitro

Os ensaios foram realizados de acordo com Im e Sah (2009).
Aliquotas de 250 ul de latex foram diluidas em 4,75 mL de solucéo de
dodecil sulfato de sédio (SDS) 5% (pH = 7,3; condut. = 5,7 mS.cm™;
T =20 °C). As amostras foram homogeneizadas em vortex e incubados
a 37°C sob agitacdo orbital de 160 rpm.
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Ao longo do ensaio, amostras referéncia e com progesterona foram
retiradas da incubadora para determinacdo da progesterona liberada. As
amostras referéncia passaram pelo mesmo tratamento das demais e
serviram como branco nas leituras espectrofotométricas. Para separacao
da fracdo solida (polimérica), as amostras foram centrifugadas em
4025 xg por 45 min. Aliquotas do sobrenadante foram diluidas com
SDS 5% a um fator conhecido e posteriormente filtradas em filtro de
teflon (PTFE) com 0,2 um de abertura de poro. O liquido filtrado foi
submetido a leitura espectrofotométrica em 253 nm. O resultado da
absorbancia foi convertido para concentracéo (mg.L™) por meio de curva
de calibracdo realizada com progesterona pura em solucdo de SDS 5%.
Os resultados da validacdo de método para quantificacdo de progesterona
em SDS 5% sdo apresentados no Apéndice |. A porcentagem de
progesterona liberada foi calculada conforme Equagdo (13).

t CP40

C
Liberagio (%) = —= 100 (13)

CP4—E

Onde Cps é a concentragdo (mg.Lt) de progesterona determinada
na amostra no tempo t. Cpao € a concentragdo (mg.L?*) de progesterona
livre (ndo encapsulada) determinada por meio da Equacédo (14). Cpsc € a
concentragdo de progesterona total encapsulada (mg.L!), calculada pela
Equago (15).

Mpyr(1 — EE
Cpap = % « 1000 (14)
m
Mpyy * EE
Cpap = % «1000 (15)
m

EE é a eficiéncia de encapsulacdo. Vi, € 0 volume (mL) do meio de
liberacdo e Mpat € a massa (g) total de progesterona contida na aliquota
de latex adicionada ao meio de liberacdo, determinada conforme
Equacéo (16).

Mpyr = Fpy * My, (16)

Onde Fps € a fracdo de progesterona no latex, determinada pela
Equagdo (12) e M;; é a massa de latex adicionada aoc meio de liberagao.
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Os dados de liberagao foram tratados com regresséo ndo linear no
programa OriginPro 8 SPR (OriginLab Corporation, 2007) utilizando os
modelos matematicos Primeira Ordem, Higuchi, Lei de Poténcia (modelo
Peppas) e Weibull, representados pelas Equagdes (17) a (20),
respectivamente, adaptados de Papadopoulou et al. (2006) e Costa e
Lobo (2001).

y(&) = yoe™* 17)

y(t) = kvt (18)

y(t) = kt" (19)

y(t) = A— (A - B)exp(—at”) (20)

Onde:

y(t): liberagdo em funcdo do tempo (t);

yo: liberacéo inicial

k: constante cinética;

n: expoente que caracteriza 0 mecanismo de transporte na equacao
Lei de Poténcia;

A: assintota superior (liberacdo final);

B: assintota inferior (liberagdo inicial);

a: constante cinética;

b: expoente que caracteriza 0 mecanismo de transporte na equagéo
de Weibull.

As equacBes Primeira Ordem, Higuchi e Lei de Poténcia foram
aplicadas aos dados iniciais até 60% da liberacdo méxima, enquanto a
equacdo de Weibul foi aplicada em toda extensdo da curva, de acordo com
Kosmidis et al. (2003a) e Papadopoulou et al. (2006).

4.2.6 Determinacio da Estabilidade Fisica do Latex

Foi realizado estudo de avalia¢do da estabilidade fisica do latex ao
longo do tempo. Para tal, amostras foram armazenadas em refrigerador a
4°C por um periodo de 6 meses. Foram monitorados os parametros pH,
Dp, PDI e alteragdes aparentes como formacgao de precipitado e separacéo
de fases.



86
4.3 RESULTADOS E DICUSSAO

4.3.1 Avaliacdo Preliminar da Estabilidade da Miniemulsio e
Cinética de Polimerizacao

Previamente a avaliagdo da eficiéncia de encapsulacéo, avaliou-se
a estabilidade da miniemulsao na presenca do farmaco. A proporcao entre
os componentes foi mantida constante, exceto pela presenca ou nao de
progesterona. Os exp. 1, 2, 3 e 4, apresentados na Tabela 11, foram
realizados sem a presenca de iniciador. Apés o preparo da miniemulséo,
as amostras foram colocadas em banho a 70°C e o didmetro médio das
gotas (Dg) foi monitorado.

Tabela 11 - Formulagfes para avaliacdo da estabilidade e cinética de
polimerizagdo de miniemulsdo destinada ao preparo de nanocépsulas
(Experimentos 1, 2 e 5) e nanoesferas (Experimentos 3, 4 e 6) de PMMA com P4.

Aﬂ?lf)esa Fase Organica
Exp Agua AIBN Lecitina Crodamol MMA P4
: (2 () (2 (2 (2 (Mgps-gritex)
1 24,0170 - 0,0918 3,0183 3,0755 -
2 24,0014 - 0,0902 3,0039 3,0185 1,12
3 24,0563 - 0,0955 0,6146 5,4220 -
4 24,0384 - 0,0912 0,6090 5,4030 1,15
5 48,0820  0,1404 0,1822 6,0301 6,0257 1,12
6 48,0829  0,1406 0,1819 1,2532 10,8832 1,08

A miniemulsdo é um sistema metaestavel, com pseudoequilibrio
gue pode durar desde horas até dias, dependendo da formulagéo e modo
de preparo (EL-AASSER; SUDOL, 2004). O emulsificante (lecitina) e o
coestabilizador (Crodamol) evitam a desestabilizacdo das goticulas. O
primeiro evita a degradacdo das gotas causada pela coalescéncia, ja o
segundo, inibe a degradacéo difusional (ASUA, 2002).

Na Figura 9 sdo apresentados os resultados de Dg e PDI para 0s
Exp. 1, 2, 3 e 4. Observa-se que as formulagfes apresentaram elevada
estabilidade. Mesmo submetidas ao aquecimento, simulando condicdes
reacionais de polimerizacdo, o didmetro das gotas ndo sofreu alteracdes
consideraveis. A adicdo de 1 mgps.graex elevou ligeiramente o indice de
polidispersdo para a formulacdo do Exp. 2 e ndo apresentou nenhum
efeito nos pardmetros avaliados para a formulacéo do Exp. 4.
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Verificada a estabilidade da miniemulsdo, as mesmas formula¢des
foram repetidas, porém com a adicdo do iniciador hidrofébico AIBN na
fase organica (Exp. 5 e 6). Considerando que o monémero MMA
apresenta certa solubilidade em agua (150 mmol.L?), a utilizacdo de
iniciador hidrofdbico é aconselhavel para evitar nucleacéo secundaria e a
formagdo de particulas de PMMA puro na fase aquosa (TIARKS;
LANDFESTER; ANTONIETTI, 2001). O diametro médio e PDI das
nanoparticulas ao longo das reacBes de polimerizagdo sdo apresentados
na Figura 10.

Figura 10 — Didmetro médio (Dp) e indice de polidisperséo (PDI) de
nanoparticulas durante a polimerizagdo em miniemulsdo para formacéao de
nanocapsulas (Exp. 5) e nanoesferas (Exp. 6).
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Na formulagdo do Exp. 5, o coestabilizador estd em quantidade
elevada, por isso, também ird compor o nicleo hidrofébico das particulas
no modelo casca-nucleo denominado nanocapsulas (NC). Ja a formulagédo
do Exp. 6, possui elevada quantidade de mondémero, que ao reagir
produzira nanoparticulas com uma matriz polimérica sélida, denominadas
nanoesferas (NS).

As nanocapsulas apresentaram Dp entre 240 e 260 nm, e PDI entre
0,20 e 0,25. As nanoesferas apresentaram Dp entre 160 e 185 nm. Estas
possuem estreita distribuicdo de tamanho, com PDI abaixo de 0,13.
Ambas as formulagdes foram submetidas as mesmas quantidades de
energia no preparo da miniemulsdo (mesma amplitude e tempo de
ultrassom), contudo, a viscosidade do Crodamol é maior que a do MMA,
dificultando o cisalhamento das gotas.

Os dados de Dp e PDI obtidos na sintese de nanoparticulas com P4
refletem a estabilidade da miniemulséo. A relagdo Dp/Dg foi de 1,05 para
nanocapsulas e 1,01 para nanoesferas. Portanto, 0 aumento no tamanho
médio das particulas foi insignificante, indicando a auséncia ou néo
relevancia de fenbmenos de degradacéo (coalescéncia e difusional) e a
nucleacdo das gotas como principal mecanismo reacional (SCHORK et
al., 2005).

O potencial zeta representa o potencial eletrostatico decorrente das
cargas presente nas camadas superficiais das particulas. O valor deste
parametro é resultado das interacfes entre 0 meio dispersante e 0s
componentes da formulacdo que possuem grupos funcionais ou cargas
ibnicas. Em geral, suspenses coloidais com valores elevados (negativos
ou positivos) de potencial zeta, possuem alta estabilidade fisica devido as
forcas eletrostaticas repulsivas entre as particulas (AUDONNET;
MALAQUIN; VIOVY, 2011; SCHAFFAZICK et al., 2003). Os valores
de potencial zeta registrados na Tabela 12 confirmam a estabilidade da
miniemuls&o.

Em alguns casos, pode ocorrer interacdo eletrostatica entre
farmaco e polimero, alterando o potencial na superficie das particulas.
Alonso et al. (1991) observaram a diminuicdo (em médulo) do potencial
zeta em nanoparticulas de PBCA com o aumento da concentracdo de
farmaco hidrofilico sulfato de amicacina, sugerindo a neutralizacdo de
cargas superficiais devido a adsorcdo do farmaco. A P4 possui carater
hidrofdébico e mais afinidade em permanecer no interior das gotas, o que
pode ser observado na Tabela 12, onde as miniemuls@es preparadas com
e sem farmaco (Exp. 1 e 2; 3 e 4) ndo apresentaram diferencas no
potencial zeta para a concentragdo avaliada. Portanto, a P4 permaneceu
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inerte a formulagdo, ndo interagindo com o0s demais componentes
presentes nas camadas externas das gotas.

Tabela 12 — Potencial Zeta (mV) determinado em miniemulsdo (nanogotas)
e latex (nanoparticulas) com formulacdo de nanocapsulas (Exp. 1,2 e 5) e
nanoesferas (Exp. 3, 4 € 6).

Potencial Zeta (mV)*

Formulagdo Exp. - -

t=0min t =280 min

1 -35,7+4,0 -385+26

NC 2 -341+14 -36,6 £ 2,6

5 -37,3+0,6 -39,8 2,7

3 442+11 -43,4+1,6

NS 4 -447+5,3 -46,3+1,1

6 -453+25 -38,8+2,0

*Meédia £ desvio padrdo (n = 3); pH =4,6 £ 0,5.

Em modulo, todas as formulagdes apresentaram valores de
potencial elevados, favorecendo a estabilidade das miniemulsdes. Apés a
polimerizacdo (Exp. 5 e 6), o potencial zeta de ambas as formulagdes
convergiram para valores préximos, indicando que as nanoparticulas
formadas  possuem  caracteristicas  superficiais  semelhantes
eletrostaticamente, possivelmente devido a formacdo da camada
polimérica externa nas nanocépsulas. A completa encapsulacéo do 6leo e
a formag&o de uma camada polimérica continua na superficie externa das
nanoparticulas podem levar a resultados de potencial semelhantes entre
nanocdpsulas e nanoesferas. Em  estudo realizado  por
Mosqueira et al. (2000), ndo foram encontradas alteragdes no potencial
zeta decorrente do uso de diferentes ndcleos oleosos (Miglyol, oleato de
etila, 6leo de soja, 6leo mineral e dodecano) na formacéo de nanocapsulas
com PLA, sugerindo que os resultados eram devido a completa
encapsulacéo do 6leo.

Devido a baixa volatilidade do Crodamol, que é constituido de
triglicerideos de acido caprico e caprilico, portanto, um triglicerideo de
cadeia média (TCM), este foi considerado como sélido ndo polimerizado
e incluido no calculo da conversdo gravimétrica. Na Figura 11 é
apresentado a evolugéo da conversdo gravimétrica e taxa de reacdo para
0s Exp. 5 e 6. O comportamento na cinética de polimerizacdo para
formacdo de nanocapsulas e nanoesferas na presenca de 1 mgpa.gatex * foi
muito semelhante. Mais de 90% do polimero é formado em até 100 min



91

de reacdo. A taxa de reacdo maxima é atingida entre 10 e 20 min em
ambos 0s casos. Aos 280 min de reacdo a conversdo atingida para
nanocapsulas foi de 97,6 + 2,0% e para nanoesferas 98,1 + 1,1%.

Figura 11 — a) Converséo (Xg) e b) taxa de reacdo (Rp) durante a polimerizacéo

em miniemulséo para formacao de nanocapsulas (Exp. 5) e nanoesferas
(Exp. 6).
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A reducdo na taxa de reacdo (Rp) para nanocapsulas observada na
Figura 11b ndo prejudicou a conversdo polimérica e pode ser decorrente
do menor numero de particulas no sistema (maior Dp), 0 que leva
consequentemente ao aumento da relagdo nimero de radicais por
particulas e a elevacgdo da probabilidade de terminacdes.

De modo geral, os Exp. 1 a 6 demonstram que as formulagdes
avaliadas apresentam estabilidade e cinética de polimerizagdo favoravel
a encapsulacéo de P4. Os dados de PDI e potencial zeta indicam que a
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formulagdo de nanoesfera (Exp. 3 e 4) apresentou maior estabilidade e
homogeneidade nos resultados, o que era esperado em decorréncia do
menor teor de 6leo.

4.3.2 Caracterizacio e Eficiéncia de Encapsulacio

Com base nos resultados da se¢éo anterior (4.3.1), foram definidas
as formulages para sintese de nanocéapsulas e nanoesferas de PMMA, as
quais estdo dispostas na Tabela 13. Desta forma, a proxima etapa é a
avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo e quantidade de P4 que é possivel
incorporar nestes sistemas sem alterar as caracteristicas estruturais e
morfoldgicas das nanoparticulas.

Tabela 13 — FormulagBes de miniemulsdo para avaliagdo da eficiéncia de
encapsulacéo com diferentes concentracdes de P4.
Agua AIBN Lecitina Crodamol MMA

Formulacgao

(%) (%) (%) (%) (%)
Nanoesfera 79,5 0,200 0,300 2,00 18,0
Nanocapsula 79,5 0,200 0,300 10,0 10,0

Inicialmente sdo apresentados os Exp. 7 a 14 (Tabela 14), nos quais
sdo avaliados os parametros didmetro médio das gotas (Dg, inicial) e
particulas (Dp, final), indice de polidispersdao (PDI), conversdo
gravimétrica (Xg) e eficiéncia de encapsulagio (EE) para a formulagéo de
nanoesfera com diferentes concentracdes de P4. Em cada experimento,
reacbes poliméricas chamadas Referéncia (Ref.) foram realizadas
paralelamente. Estas possuem a mesma proporcgao entre 0s componentes
gue a reacdo principal, porém, sem o farmaco.

Avaliando cada experimento, observa-se que até a concentracdo de
12 mgpa.gLaeex* NA0 hé sinais de instabilidade na miniemulsdo. Todas as
reacdes demonstraram valores de Dg e Dp proximos. Os baixos valores
de PDI indicam que as particulas possuem estreita distribuicdo de
tamanho, com excecéo dos Exp. 7P4 e 12P4. Porém, nestas rea¢fes o Dp
e PDI relativamente elevados ndo sdo resultados das reacfes de
polimerizacdo, e sim, de fatores experimentais no preparo da
miniemulsdo, pois sdo aproximados aos valores de Dg e seus respectivos
PDI.
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Tabela 14 — Diametro médio das nanogotas (Dg, t = 0min) e nanoparticulas (Dp,
t = 280 min), indice de polidispersdo (PDI), conversdo (Xg) e eficiéncia de
encapsulacéo (EE) para formulagdo de nanoesfera com diferentes concentracbes
de P4.

T T
TRef 00 16109 Oé%gf 177419 Oé%g’f 895+40 -
P4 1,0 194£0,1 oézygoi 205+ 2,4 Oé?gf 84,5+0,2 f%i)
8Ref? 0,0 179 4.2 ob%g 41' 183+1,9 O(‘)l’g’; 924+60 -
8P42 1,0 192412 062,511 176 +2,6 Oc’fgf 98,9 + 4,4 ioff
9Ref 00  161+16 Ob%c?zi 168+1,7 06%8; 868+01 -
9P4 30  160+33 o(,)%g 5 16911 o(,)%ggi 88,2+0,9 19*:’3‘;
10Ref 0,0 15703 06%821 182+0,0 06%811 901+15 -
10P4 40  161+06 06%811 171404 06(,)531 94,6+03 3%12
1IRef 00  158+11 Ob%c?zi 162425 Oé%gzi 801+01 -
11P4 6,0 170£0,2 0(,)1,8; 17416 o(,)(?gli 84,7+1,1 ioz'g
12Ref 00  191+23 0(,)]’.(?71 200+3,1 O(’)%ggi 88,1+19
12P4 90  207+12 062,321 235+28 062,0311 86,8+ 02 i’%g
13Ref 0,0 158172 Ob%gf 166 +0,7 0&85 860404 -
13p4 120 17303 Oé%gli 175+ 4,7 o(,)%g 15009 155;66
14Ref? 00  156+15 061,861 169+0,9 06%831 918+05 -
14P42 120 167414 06%811 182+0,7 O(’)%gf 90,3+19 3%21

10s experimentos 8 e 14, sdo repeticdes dos exp. 7 e 13, respectivamente, porém,
realizados com o dobro da massa de cada componente;
2Concentracio de P4 com relacdo & massa total de latex.

Os testes realizados com nanocapsulas (Tabela 15) também
demonstraram elevada eficiéncia de encapsulacdo (>80%) para
concentragdes até 12 mgpa.guaext. Conforme relatado na se¢do anterior,
os dados de diametro médio das particulas para nanocapsulas apresentam
maior dispersdo se comparado as nanoesferas. Contudo, 0 mesmo ocorre
para reagGes com e sem P4 e essas variacdes ndo sdo consideraveis a
ponto de comprometer o produto ou indicar desestabilizagdo do sistema.
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Tabela 15 — Didmetro médio das nanogotas (Dg, t = Omin) e nanocapsulas
(Dp, t = 280 min), indice de polidispersdo (PDI), conversdo (X) e eficiéncia de
encapsulagdo (EE) para formulacdo de nanocapsula com diferentes
concentragdes de P4.

T T
I5Ref 0,0  278+36 Oézygf 254413 Oé%goi 863+09 -
15P4 40  245+33 Oélygf 268+ 14 o(,)?:(())oi 89,7+0,3 322';
16Ref 00  253+86 0(‘)2’591 252408 061’321 882+15 ;
16P4 60  220%01 Ob%gli 250+1,0 Oc’fgf 87,1+ 1,0 iogy,g
17Ref 0,0  228+18 06%11 267+0,7 chéf 864+17 -
17P4 120 235:03 Oé%g; 278+0,6 0(,)2‘§li 91,0+ 0,6 fgi

Comparativamente, os dados de eficiéncia de encapsulagao obtidos
por Leimann et al. (2015) foram superiores a 98% em estudo com blendas
poliméricas biodegradaveis formadas a partir de PHBV, PCL e PLLA.
Steinmacher (2010) também obteve EE préxima a 100% em trabalho
realizado com nanoesferas e nanocapsulas de acetato de polivinila
(PVAC) com aproxidamente 5 mgps.guatex *. Desta forma, verifica-se que
o carater hidrofébico do farmaco eleva o potencial de incorporacdo em
diferentes nanoparticulas poliméricas suspensas em meios aquosos.

Para fins de verificagdo do comportamento das nanocépsulas com
P4, os pardmetros Dp, PDI e Xy foram monitorados ao longo da reacéo
(Exp. 16) e sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 — Dp, PDI e Conversédo para NC com 6 mgpa.giaex - (EXp. 16).
340 -
310 |
280 4 A
508, @ ) ¢ ¢
220 |
190 H

160 - ® Exp. 16 - Ref.

130 A A Exp. 16 - P4 6mg.g-1
100

Dp (nm)

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tempo (min)

0,35 -
0,30 -1
0,25 {®
020 o * 2 2
0,15 A

0,10 A
0,05 -1
0,00

>
>e

PDI

® Exp. 16 - Ref.
AEXxp. 16 - P4 6mg.g-1

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 30
Tempo (min)

e A e

Conversao
[ ] J

@ Exp. 16 - Ref.
D) AEXp. 16 - P4 6mg.g-1
0,0 o kil

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tempo (min)

Considerando que o propésito do trabalho, é importante elevar ao
méaximo o teor do farmaco nas nanoparticulas para reduzir o volume de
administragdo e atingir a dose clinica desejada. Sendo assim, confirmado
a adequacdo das nanocapsulas e nanoesferas para encapulacdo de até
12 mgpa.guaex?, buscou-se aumentar essa concentracdo e avaliar os
efeitos na cinética de reacdo e estabilidade do latex. Os resultados séo
apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Diametro médio das nanogotas (Dg, t = 0min) e nanoparticulas (Dp,
t = 280 min), indice de polidispersdo (PDI), conversdo (Xg) e eficiéncia de
encapsulagdo (EE) para formulagdes com 20 e 36 mgpa.gustex .

P4 Dg PDI Dp PDI X, EE

EXPY mggh) om) g  am)  op "PPE %) (%)
1Rt 09 p0f G0 AME OUE e B
RV A W I e
19Ref 0,0 13?; 06%821 1??31' Oé%gf 1,08 187252 ]
R o ST
20Ret 00 23?21 Oéz,gli Zi? 062’8111 112 ] %’,62 -
0P4 200 23’281' 06?811 2%721' 062,031i 1,19 18%’(’1 338"77’1
20Ref 0,0 ng’f 06%391 2?1,l7i 062’8; 16 18% 11 ]
TR A A

*NS: Exp.18 e 19; NC: Exp.20 e 21.

Considerando os experimentos 7 a 21, a conversdo média para
amostras referéncia foi de 86,9 + 4,0 % e para amostras com P4 foi de
87,2 £ 6,0 %. As médias ndo apresentaram diferenca significativa pelo
teste t-student (p > 0,05). Para Dg e Dp referéncia, as médias foram
190 + 43 nm e 202 * 44 nm, respectivamente. Para amostras com P4, 0s
valores médios foram 197 £ 31 nm e 215 £ 47 nm, respectivamente. As
médias de Dg e Dp ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste
Tukey (p > 0,05). Portanto, a variabilidade nos dados de amostras
referéncia é semelhante as amostras com P4 em diferentes concentragdes.

Comparando as EE apresentadas na Tabela 16 com a Tabela 14 e
Tabela 15, em ambas as estruturas (NS e NC) foi observado aumento
consideravel no desvio padrdo das médias (maior variabilidade) em
amostras com mais de 20 mgpa.guaex’, possivelmente devido a
guantidade de farmaco incorporada. Ainda, com relagdo a NC, uma
pequena fracdo de particulas menos densas podem ndo precipitar durante
a centrifugacdo em consequéncia da elevada relacdo 6leo/PMMA em sua
composi¢do, isso pode subestimar os indices de EE ou causar
variabilidade na resposta, pois a recuperacdo do farmaco é realizada na
fracdo polimérica precipitada.

Por meio dos dados apresentados, verificou-se que € possivel obter
nanocapsulas e nanoesferas com até 20 mgpa.guaex’ mantendo elevada
eficiéncia de encapsulagdo e estabilidade das nanoparticulas. Com isso,
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decidiu-se avaliar a morfologia das nanoparticulas com essa concentracao
de farmaco por meio de microscopia eletronica. As imagens para NS sdo
apresentadas na Figura 13, e para NC na Figura 14.

Figura 13 — Micrografias de MET de nanoesferas (NS): (a) PMMA
(E& 18 Ref); (b) PMMA com 20 m@ps.gae” (Exp. 18 P4).
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Figura 14 — Micrografias de MET de nanocapsulas (NC): (a) PMMA
(Exp. 20 Ref; (b) PMMA com 20 mgp4.gLéterx'1 (Exp. ZO_P_A}).

Conforme verificado nos trabalhos de Romio et al. (2009a; 2009b)
e Bernardy et al,. (2010), a proporcéo de 1:9 e 1:1 entre MMA:Crodamol
favorecem, respectivamente, a formacao de particulas com morfologia de
nanoesferas e nanocapsulas. Na Figura 13 sdo observadas particulas
esféricas solidas com menor dispersdo de tamanhos. Na Figura 14, as
particulas séo formadas por um nucleo (Crodamol) e uma camada externa
(polimero) de coloragdo mais escura, caracteristico de nanocéapsulas.
Estas apresentam maior dispersdo de tamanhos, confirmando os dados
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obtidos por DLS. A incorporacdo de 20 mgps.gaex Nas nanoparticulas
ndo revelou alteragcdes na morfologia.

A presenca de mondmero residual nas amostras de latex €
indesejada, pois pode elevar a toxicidade da formulacdo. Neste sentido,
foram realizadas analises em cromatografia gasosa para medir o teor de
mondmero na formulagdo apds o término das reagfes. Os resultados séo
apresentados na Tabela 17. Os dados indicam que o teor de monémero na
amostra é baixa, inferior a 0,6%. Esses resultados concordam com os
obtidos por Feuser et al. (2016), o qual ndo detectou monémero residual
em amostras de PMMA sintetizado em miniemulsdo com formulacéo
semelhante.

Tabela 17 — Teor de mondmero residual obtido por cromatografia gasosa ao
término das reagdes (t = 280 min).

Formulagao P4 (mgpa.gLitex) Mondmero Residual (%)
NS - 0,60
NS 20 0,20
NC - 0,10
NC 20 0,20

A exemplo do que ocorre com a taxa de reacdo, ja relatado
anteriormente, a diminuig&o do didmetro médio das particulas pode elevar
a massa molar do polimero. Sistemas com nimero maior de particulas
(menor Dp) possuem menor relacdo de nimero de radicais/particulas, o
que diminui a probabilidade de rea¢fes de terminacdo, permitindo o
crescimento da cadeia e a elevagdo do Mw. Tal fato pode ser verificado
na Tabela 18, onde observamos que as nanoesferas (Dp menor) possuem
Mw e Mn maior que as nanocépsulas. Estes resultados estdo de acordo
com Tiarks; Landfester e Antonietti (2001) que observaram o aumento de
Dp e reducdo de massa molar com o aumento da concentracdo de
hexadecano em nanocapsulas de PMMA.

Outro fator que pode ocasionar diminuicdo da massa molar sdo
reacOes de transferéncia de cadeia para o 6leo. O aumento do teor de
hidrofdbico na particula pode elevar a taxa de reagdes de transferéncia de
cadeia para o 6leo e a consequente terminacdo do radical monomérico,
limitando o0 aumento da massa molar. Esse efeito é mais pronunciado com
6leos que possuem insaturacdes na cadeia (GUO; SCHORK, 2008), ndo
sendo o caso do Crodamol, que é composto de acidos graxos de cadeias
saturadas (acidos céprico e caprilico). Contudo, resultados em que o
aumento da quantidade do hidrofébico baseado em triglicerideos de
cadeia média leva a diminuicdo da massa molar, foram obtidos por
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Bathfield, Graillat, Hamaide (2005) e Steinmacher et al. (2010) com
nanoparticulas de poliacetato de vinila (PVAc) sintetizadas em
miniemulsé&o.

Tabela 18 — Massa molar média ponderal (Mw), numérica (Mn) e dispersividade
(P) de nanoparticulas de PMMA com diferentes concentragfes de P4.

Formulaca (mgpiimex'l) P4 (%)* Mw(kDa) Mn(kDa) P
" 0,0 0.0 6711 1967 34
40 20 5075 195.0 26

" 0.0 0.0 5013 149.9 33
12,0 6.0 4446 146.2 30

" 0,0 0.0 5115 151.9 3.4
20,0 9.0 4448 1641 27

" 0,0 0.0 544.9 1765 31
36,0 16,0 4837 1748 28

o 0,0 0.0 436.1 1374 3.2
20,0 9.0 3782 1103 34

o 0.0 0.0 4777 1131 4.2
36,0 16,0 3395 1195 28

*Concentracdo percentual (m/m) de P4 em relagdo a fracdo de sélidos no latex.

Apesar da massa molar média numérica (Mn) ndo indicar
influéncia da P4 neste pardmetro, a média ponderal (Mw) do polimero
com P4 foi inferior ao polimero referéncia em todas as medidas.
Analisando a distribuicdo de massa molar para as amostras com 20 e
36 mgpa.guaext (Figura 15), observa-se essa diminuicdo de massa molar
com um leve deslocamento das curvas para a esquerda (menor Log Mw).
A molécula de P4 é relativamente estavel (FAYAD et al., 2013;
VIDALES et al., 2014) e é relatado a possibilidade de formagdo de
radicais apenas na presenca de UV (GETOFF et al., 2008; GETOFF et
al., 2011). Portanto, reacdes de transferéncia de cadeia para o farmaco nao
€ um mecanismo considerado para o processo nas condicfes avaliadas.
Apesar da diminuico de Mw néo ter alterado o produto final, sugere-se
estudo adicional para melhor elucidar o comportamento de Mw na
presenca de P4.
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Amostras de nanoesferas de PMMA com P4 foram analisadas em
DSC para verificar possiveis interagdes do farmaco com o polimero e os
efeitos na temperatura de transigdo vitrea (Tg). Na Figura 16a é
apresentada a varredura para a P4 pura na primeira rampa de
aquecimento. Observa-se a ocorréncia de um Unico evento endotérmico
em 128°C, o qual corresponde a fusdo do composto. Na segunda rampa
de aquecimento (dados ndo apresentados), a analise apresentou pico
semelhante, porém iniciando em 121°C. Considerando que a P4 pode
existir em diferentes formas cristalogréaficas no estado sélido, ou seja,
apresenta polimorfismo, os valores estdo préximos aos esperados. Sao
conhecidos dois estados polimdrficos para a P4: a forma | é estavel
termodinamicamente e se funde a aproximadamente 129°C; a forma Il
pode ser obtida ap6s a fusdo e arrefecimento do composto na forma I,
possui estado metaestavel e temperatura de fusdo em torno de 122°C
(LEGENDRE; FEUTELAIS; DEFOSSEMONT, 2003;
DEFOSSEMONT; RANDZIO; LEGENDRE, 2004). Conclui-se que o
estado predominante de P4 na amostra em estudo refere-se a forma I.

O PMMA apresenta, geralmente, estrutura amorfa com T4 proximo
de 100°C. A degradacdo térmica do polimero ocorre em torno de 400°C
e ndo ha pico referente a temperatura de fusdo (Tm), pois o polimero é
amorfo (LUCAS, SOARES; MONTEIRO, 2001). Na Figura 16b constam
as curvas de DSC (22 rampa de aquecimento) para as nanoparticulas de
PMMA com e sem P4. Na faixa de temperatura entre 30 e 180°C,
visualiza-se um Unico evento endotérmico caracteristico da transicao
vitrea.

A amostra de nanoesferas de PMMA sem farmaco apresentou
curva caracteristica para esse polimero com Ty estimada em 87°C, valor
inferior ao citado na literatura para 0o PMMA puro devido a composi¢o
das particulas que possui aproximadamente 10% do teor de s6lidos em
Crodamol. O farmaco promoveu a diminui¢do da T4 das nanoparticulas.
Amostras com 4, 12 e 36 mgpea.guaex’ apresentaram, respectivamente,
Ty de 83; 77 e 71°C. Esse efeito também foi relatado por Im; Sah (2009),
onde a P4 fez diminuir o valor de Tg de microesferas de PLGA. Os
autores verificaram a reducéo da Tg em concentracdes de P4 de até 17%.
Jang e Sah (2011) chegaram & mesma conclus&o, porém em concentragdes
de até 23,1%. Em concentracdes mais elevadas o decréscimo ndo é
significativo, por isso, ambos sugerem que a P4 pode agir como um
plastificante e seu efeito atinge um limite, uma vez que a matriz € saturada
pelo farmaco.
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Figura 16 — (a) Curva de DSC para P4 pura; (b) curvas de DSC para
nanoparticulas de PMMA com P4 em diferentes concentragdes.
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Anélises em DSC da mistura fisica de NS PMMA Ref. e P4 nas
proporcdes de 6 e 16%, simulando amostras com 12 e 36 Mgpa.Qratex > €M
condicdes onde o farmaco ndo foi encapsulado, sdo apresentadas no
Apéndice Il (Figura 49). Na avaliacdo da 12 rampa de aquecimento dessas
amostras, a fusdo da P4 livre foi observada no intervalo entre 120 e 133°C.
Em amostras de NS com 12 e 36 mgrs.Qraex * €ncapsulada, esse evento
esteve ausente, indicando que a P4 se encontra completamente dispersa
no polimero. Jang e Sah (2011) observaram que em microesferas de
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PLGA, o pico referente a fusdo da P4 ficou ausente até a concentragéo de
14,5%, indicando a completa solubilidade do farmaco na matriz
polimérica. Em 35,2%, o pico de fusdo ficou visivel indicando a
ocorréncia de formacdo da mistura de poliformos cristalinos de P4
(forma | e Il) na microesfera.

As interacdes da P4 com as particulas foram analisadas por meio
de espectros obtidos em FTIR, apresentados na Figura 17. Em NS de
PMMA, assim como em P4 pura, ocorreram bandas de absorcao na regido
entre 3000 - 2800 cm decorrentes do estiramento nas ligacdes -C—H;
— C—CH3z e -O-CH3 (STUART, 2004). Progesterona possui ainda bandas
caracteristicas do estiramento das ligacbes —C=0 no carbono ligado ao
radical metila (1698cm?) e da cadeia ciclica (1661 cm™)
(ZOPPETI et al., 2007; LEIMANN et al. 2015), além de absor¢do em
870 cm* referente a deformacgéo fora do plano do hidrogénio ligado ao
carbono sp? (ARAYA-SIBAJA et al., 2013).

Figura 17 — FTIR de nanoparticulas (NS) de PMMA e P4.
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Particulas de PMMA apresentam absorgdo pronunciada em
1729 cm! correspondente ao estiramento nas ligagdes —C=0, além de
outras bandas decorrentes da deformacdo das ligagdes —CH2 (1485;
1145 cm?), ligagdes —O-CH3 (1450 - 1434 cm?), ligacGes
— C—-CH3 (1382; 962 cm™), ligagdes —-C-O-C (1189 cm™) e estiramento
de -C-C-O- (1265 — 1238 cm™!) (STUART, 2004).

O espectro das particulas de PMMA, apresentado na Figura 17,
ndo € alterado com a encapsulacdo de P4 até concentracBes até
20 mgpa.gLaex’, provavelmente devido a completa dispersdo do farmaco
no interior das particulas poliméricas (ELSAID ALI; TAHER;
MOHAMED, 2013; BUTANI; YEWALE; MISRA, 2016; PUCEK;
LEWINSKAB; WILKA, 2016). Para concentracio de 36 mgps.guatex?, ha
diminuicdo da intensidade de bandas relativas ao PMMA e o
aparecimento de bandas referentes a progesterona (1698, 1661
e 870 cm™). Neste nivel de concentragdo parte do farmaco pode estar
exposto na superficie das particulas. Esses resultados foram confirmados
com a andlise a mistura fisica de NS PMMA Ref. com farmaco (dados
apresentados no Apéndice Il - Figura 48), onde as bandas relativas a P4
foram detectadas nas misturas com 6 e 9% de P4 (simulando formulagdes
de 12 e 20 MQpa.guatex ).

4.3.3 Liberacio in vitro

Ensaios de liberacdo in vitro foram realizados para obtencédo de
informacOes acerca da resisténcia imposta pela matriz polimérica a
difusdo do farmaco em um meio completamente favoréavel a solubilizacéo
deste. Os resultados sdo apresentados na Figura 18. A P4 apresentou
solubilidade em SDS 5% de 9,6 mg.mL™, concordando com o valor
determinado por Im e Sah (2009). Com isso, 0 meio garante a condicao
de solubilidade completa do farmaco presente na amostra
(condicéo “sink™) e se mostrou inerte as nanoparticulas poliméricas.

O contato das particulas com a solucdo promove a liberacdo
imediata da P4 que se encontra aderida a superficie. Para NS, a liberacéo
inicial foi de aproximadamente 20% da quantidade encapsulada,
enquanto para NC esse valor foi inferior a 2%. Esse comportamento se da
em virtude das interagcBes que ocorrem entre fArmaco/particula/meio de
liberac8o. Farmacos hidrofébicos como a P4 tendem a ficar solubilizados
no nucleo oleoso das NC, aumentando o tempo de liberacdo. Enquanto
em NS, parte do farmaco fica adsorvido na camada superficial das
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particulas, causando efeito burst (MEMISOGLU-BILENSOY et al.,
2006; BAZYLINSKA et al., 2014; CRUZ et al., 2006).

Figura 18 — Liberacdo in vitro de P4 encapsulada em nanoparticulas de PMMA
(12 MQpa.Quitex ).
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A transferéncia da P4 das NC para o meio de liberagdo ocorreu de
forma mais lenta se comparada as NS, ficando limitada a um maximo de
50% em todo o tempo avaliado. Possivelmente a fragdo néo liberada ao
longo do teste pode ser decorrente do grau de solubilizacdo da
progesterona no Crodamol GTCC®, estimado em 36,2 MQpa.Qratex
(LAND; LI; BUMMER, 2005) e presente em maior quantidade no nucleo
dessas particulas.

A cinética de liberacdo foi avaliada com a aplicacdo dos modelos
Primeira Ordem, Higuchi, Lei de Poténcia e Weibull (Tabela 19. A
equacao de Higuchi descreve a liberagdo como um processo de difuséo
baseado na Lei de Fick, dependente da raiz quadrada do tempo. Tanto
Higuchi quanto a Lei de Poténcia sdo validas para tempos relativamente
curtos, por isso, geralmente limitam-se a explicar os primeiros 60% da
curva de libera¢do (KOSMIDIS et al., 2003a; PAPADOPOULOU et al.,
2006). Na Lei de Poténcia, k é a constante cinética e n é o0 expoente que
caracteriza o mecanismo de liberagéo. Para geometrias esféricas, n = 0,43
quando a difusdo de Fick é o mecanismo que controla a liberagdo e
n = 0,85 (ou n = 1 para filme) quando a cinética é de ordem zero (Case-
Il transport) e o processo é controlado pelo intumescimento do polimero.
Valores de n entre 0,43 e 0,85 indicam a sobreposi¢do de ambos 0s
fendmenos, também chamado de transporte anémalo (SIEPMANN;
PEPPAS, 2012). Contudo, a analise da liberacdo por meio desse modelo
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ndo foi conclusiva visto que o ajuste ndo se mostrou adequado
considerando os valores de R%j (Tabela 19).

Tabela 19 — Coeficientes obtidos na aplicagéo das equagdes Lei de Poténcia e
Weibull aos dados de libera¢do da progesterona.
Eq. Primeira Ordem: y(t) = y,Exp(—kt)

Coeficientes NS NC
Valor (erro) Valor (erro)
Yo 20,143 (1,847) 7,216 (2,085)
k 0,097 (0,012) 0,075 (0,015)
RZadj 0,949 0,838
Eq. Higuchi: y(t) = kvt
Coeficientes NS NC
Valor (erro) Valor (erro)
k 15,785 (2,030) 6,535 (0,692)
RZadj 0,398 0,858
Eq. Lei de Poténcia: y(t) = kt™
Coeficientes NS NC
Valor (erro) Valor (erro)
k 12,815 (2,114) 2,853 (0,885)
n 0,608 (0,0829) 0,827 (0,112)
RZadj 0,954 0,944
Eq. Weibull: y(t) = A — (A — B)Exp(—at?)
Coeficientes NS NC
Valor (erro) Valor (erro)
A 96,040 (2,264) 49,062 (2,260)
B 21,664 (4,781) 2,357 (5,320)
b 1,818 (0,332) 1,483 (0,385)
a 0,073 (0,006) 0,062 (0,009)
RZadj 0,991 0,973

A equacdo empirica de Weibull j& foi alvo de criticas quando
utilizada para explicar processos de dissociacdo/liberacdo, devido
principalmente & falta de fundamentos cinéticos e natureza ndo-fisica dos
pardmetros (COSTA; LOBO, 2001). Porém, devido &s evidéncias
experimentais que comprovam o uso bem-sucedido deste modelo na
cinética de liberacdo, estudos posteriores validaram, por meio de
simulagBes computacionais e pressupostos teoricos, a utilizacdo da
equacdo Weibull como uma forma geral para estudos de liberacdo de
farmacos. Inclusive, verificaram que a expansdo em série do termo
exponencial revelou que, quando o produto at® é pequeno, a equagéo de
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Weibull se aproxima da Lei de Poténcia (KOSMIDIS et al. 2003b;
2003c).

Os valores do expoente b foram associados aos mecanismos de
liberagdo por Papadopoulou et al. (2006). Segundo o0s autores, para
b<0,75 a liberacéo segue a difusdo de Fick. Quando 0,75<b<1 a liberacéo
ocorre por mecanismos combinados (difusdo de Fick e intumescimento).
Por fim, quando b>1 a curva exibe forma sigmoidal e o processo de
liberagcdo ndo é explicado pela difusdo de Fick ou intumescimento. Neste
caso, 0s autores denominam o processo de “mecanismo complexo” e
sugerem que esse comportamento é frequente em farmacos hidrofdbicos,
onde os aspectos de solubilidade s&o relevantes na cinética de liberag&o.

Esse comportamento foi verificado na liberagdo da P4 com NS e
NC de PMMA, cujo valor de b foi 1,82 e 1,48 para os respectivos modelos
de particulas (Tabela 19). A presenca de outros agentes hidrofobicos nas
particulas, como o Crodamol, também pode influenciar na difusdo do
farmaco. Ressalta-se que a aplicacdo da equacdo de Weibull para tempos
inferiores a 60 horas, como por exemplo 30 horas, conduz a resultados
semelhantes, com coeficientes b>1. Portanto, conforme discutido por
Papadopoulou et al. (2006) e Kosmidis et al. (2003b; 2003c), a aplicagdo
deste modelo pode ser dada em toda a extencéo da curva e ndo apenas a
fracdo inicial como indicado para a Lei de Poténcia.

4.3.4 Estabilidade Fisica do Latex

Particulas poliméricas em miniemulsdo apresentam estabilidade
fisica varidvel de acordo com a formulacdo, forma de preparo e
armazenamento, podendo durar de horas até meses (EL-AASSER,;
SUDOL, 2004). Considerando esse aspecto, buscou-se avaliar o diametro
de particulas, PDI e pH ao longo do tempo, para verificar possiveis
fendmenos de degradacdo como coalescéncia e difusdo. Observou-se
também o aspecto macroscopico visual do latex. Na Figura 19 séo
apresentadas as medices realizadas.
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Figura 19 — Avaliacdo do Dp (nm), PDI e pH do latex com P4 (20 Mgps.Qustex )
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Os resultados indicaram que o latex com progesterona apresentou
excelente estabilidade fisica quando conservado em refrigeracéo por até
6 meses apds o preparo. Proximo a esse periodo comegam a ser
observados pequenos grumos nas bordas do frasco e em 7 meses
observou-se o principio de sedimentacdo, indicando possivel separacdo
de fases. Esses resultados ocorreram apenas no latex contendo P4 e foram
mais perceptiveis na formulagdo de NC. Contudo, observou-se a elevacéo
do Dp e PDI em ambas as formulacGes ap6s 6 meses. O latex sem P4
seguiu estavel e sem alteragdes visuais no periodo avaliado. O pH também
permaneceu constante, confirmando a estabilidade quimica do polimero.
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4.4 CONCLUSOES

As formulagdes avaliadas foram adequadas a incorporacdo de até
20 mgpa.gLaex* de progesterona e se mantiveram estaveis por 6 meses. As
nanoesferas apresentaram didmetro médio entre 150 e 200 nm, e as
nanocapsulas entre 250 e 300 nm. Nas concentracGes avaliadas, a
progesterona ndo influenciou o tamanho médio de particulas, cinética de
reacdo e conversao final do mondmero. A distribui¢do de massa molar do
polimero em particulas com farmaco ndo sofreu alteracdo consideravel.
A EE para concentracdes de até 12 mgpa.graex* ficaram acima de 90%.
Contudo, em amostras com mais de 20 mgps.gLaex’ €SS€ parametro
apresentou maior variabilidade nos resultados.

O farmaco possui acéo plastificante sobre o polimero, verificado
por meio da diminuicdo da temperatura de transi¢do vitrea de amostras
com concentragbes crescentes de progesterona. As andlises em FTIR
mostraram que o espectro de absor¢do das particulas néo foi alterado com
a incorporacdo de até 20 mgps.gLaex® de progesterona, porém com
36 mgpa.gLaext houve dimuicdo da intensidade de bandas relativas ao
polimero e aparecimento de bandas referentes ao farmaco. Este resultado
associado as variacdes nos dados de eficiéncia de encapsulacdo desta
formulagdo pode estar relacionado a ndo encapsulacdo completa do
farmaco no interior do polimero.

Na liberacdo in vitro em nanoesferas, aproximadamente 20% da
progesterona encapsulada foi liberada instantaneamente ao meio. Esse
efeito é devido ao farmaco estar adsorvido em camadas superficiais das
particulas. Em nanocapculas apenas 2% foi liberado instantaneamente,
demonstrando gque esse modelo de particula apresentou maior potencial
de retencdo do farmaco hidrofébico em decorréncia da solubiliza¢do no
nicleo dleoso das particulas. Em termos de mecanismos de transporte,
ambos os casos apresentaram perfil sigmoidal, ndo estando relacionado
apenas com difusdo de Fick (b > 1), essa condi¢do pode ser devido as
caracteristicas de solubilidade do farmaco na matriz polimérica e meio de
liberacdo.
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5 ENCAPSULACAO E LIBERACAO IN VITRO DE
PROGESTERONA EM NANOPARTICULAS DE P(MMA-co-AA)

5.1 INTRODUCAO

A insercdo de grupos carboxilicos na cadeia de PMMA,
provenientes da copolimerizagdo com &cido acrilico (AA), pode tornar o
polimero responsivo ao pH. Apesar do metacrilato de metila (MMA) ndo
possuir alta hidrofobicidade, h& relatos de copolimerizacdo em
miniemulsdo direta com acido acrilico (WU; SCHORK; GOOCH, 1999;
CAMPOS; FERRAZ; PINTO, 2016), a qual € benéfica para aplicacdes
biomédicas, pois permite a sintese de particulas em meio livre de
solventes organicos. Desta forma, este capitulo aborda a encapsulacéo e
posterior liberacdo in vitro de progesterona em nanoparticulas de
P(MMA-co-AA) preparadas por polimerizacdo em miniemulsao direta.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Materiais

Os reagentes e materiais utilizados foram metacrilato de metila
(MMA, > 99,5%) e acido acrilico (AA, > 99,5%) como mondmeros,
iniciador 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN, > 98%),
progesterona (> 99%), cloroférmio (> 99%), dodecil sulfato de sédio
(SDS, > 99%), citrato de sddio (99%), acido citrico (99%), hidréxido de
sodio (NaOH, 99%), acido cloridrico (HCI, 37%), cloreto de sédio (NaCl,
99,5%), hidrogenoftalato de potéassio (99,9%), fosfato de sddio
monobasico (NaH2PO., 99%) e fosfato de sddio dibasico (NazHPOa,
99%) adquiridos da Sigma-Aldrich. Lecitina de soja (Alpha Aesar)
utilizada como emulsificante. Tetrahidrofurano (THF, > 99,9%, Merck).
Crodamol GTCC® (triglicerideos de cadeia média composto de acidos
caprico e caprilico), adquirido da Alpha Quimica, utilizado como
coestabilizador. Hidroquinona 1% (Nuclear). Agua deionizada. Todos os
reagentes e solventes sdo de pureza analitica. O inciador AIBN foi
previamente recristalizado em metanol, filtrado e secado a vacuo.
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5.2.2 Preparo de Nanoparticulas de P(MMA-co-AA)

As reagdes de polimerizacdo de P(MMA-co-AA) seguiram 0
mesmo protocolo descrito no item 4.2.2. A formulacdo para sintese de
nanoesferas seguiu as proporcdes descritas na Tabela 13, porém, a fracdo
monomérica foi composta de MMA e AA com proporc6es molares de
8,66:1,34 (9:1; m/m), respectivamente, adaptado de Campos; Ferraz e
Pinto (2016) e Peixoto (2013).

5.2.3 Caracterizacio e Eficiéncia de Encapsulagio

Os pardmetros de caracterizacdo das particulas de P(MMA-co-AA)
foram: tamanho médio; potencial zeta; conversdo gravimétrica;
microscopia eletronica de transmissdo (MET); distribuicdo de massa
molar; calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e espectrometria de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). As andlises foram
realizadas de acordo com os métodos ja descritos no item4.2.3. A
eficiéncia de encapsulacédo (EE) foi calculada de acordo com o protocolo
descrito no item 4.2.4.

A determinacdo de grupos carboxilicos nas particulas foi realizada
por titulagio potenciométrica conforme método adaptado de
Zhang et al. (2014b), utilizando pHmetro Hanna HI 3221. Primeiramente,
amostras de 2 g de latex foram dispersas em 15 mL de agua deionizada
fervida (condutividade 0,05 puS.cm; isenta de CO>) e agitadas em vortex.
Posteriomente foram centrifugadas por 1 h a 6000 rpm (3743 xg) em
temperatura de 20°C. A centrifugacdo foi suficiente para separacdo da
fase polimérica. A fase aquosa (sobrenadante) apresentou aspecto limpido
e foi titulada com NaOHO0,1M a um fluxo de 0,1 mL.min! para
determinacdo das cargas acidas livres. A cada volume adicionado, pH e
condutividade eram monitorados. A andlise foi realizada em triplicata. O
preparo e padronizacdo das solugGes foram realizados conforme
Apéndice IV.

Para determinacdo dos grupos carboxilicos presentes na superficie
das particulas, a fase polimérica (precipitado) foi suspensa com 20 mL de
solugdo de NaCl 0,5 M e 5 mL de NaOH 0,1 M. A quantidade de base
adicionada excede 0 necessario para neutralizar todas as cargas acidas
decorrentes do  acido  acrilico contido na  formulacdo
(aprox. 5 x 10 mols). A mistura foi deixada em agitagdo magnética por
uma noite para atingir o equilibrio de ionizacdo. Os ions hidroxilas (OH")
ndo reagidos com o acido da amostra foram titulados
potenciométricamente com HCI 0,1 M em fluxo de 0,1 mL.min.
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Medidas de condutividade foram realizadas concomitantemente para
confirmacdo do ponto estequiométrico. Com essa determinacdo foi
possivel quantificar as cargas &cidas das particulas decorrentes da
ionizagdo de grupos carboxilicos expostos (superficiais) a fase aquosa,
considerando desprezivel a degradacao de particulas.

A estimativa dos grupos carboxilicos ndo ionizados (cadeias
poliméricas internas) foi realizada pela diferenca entre 0 nimero de mol
total de AA presente na amostra (quantidade adicionada a formulagéo)
menos a quantidade presente na fase aquosa e na superficie das particulas.
Considerou-se que todo acido presente na amostra é decorrente da
ionizagdo do AA.

5.2.4 Ensaios de Liberacéo in vitro

Os ensaios de liberacdo foram realizados em solucfes tampdes
pH3+£0,2;6+0,2e8%0,2 preparados em solucdo de SDS 5%. O meio
de liberacdo pH 3 + 0,2 foi preparado com tampdo citrato, formado pela
mistura de 93 mL de &cido citrico 0,1 M e 7 mL de citrato de sédio 0,1 M.
O meio pH 6 + 0,2 foi preparado com tampao fosfato formado por 92 mL
de NaH.PO4 0,2 M e 8 mL de Na;PO40,2 M. O meio pH 8 £ 0,2 foi
preparado com tampao fosfato formado de 5,3 mL de NaH2PO4 0,2 M e
94,7 mL de NaPO4 0,2 M. Todos os tampdes foram preparados em
solucdo de SDS 5% e o pH aferido antes do inicio dos testes. O restante
do procedimento e tratamento de dados seguiu o protocolo ja relatado no
item 4.2.5.

53 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Caracterizacio de P(MMA-co-AA) e Encapsulacio de
Progesterona

As reacGes de sintese do copolimero P(MMA-co-AA) com
iniciador hidrofébico AIBN permitiram a producdo de particulas com
diametros entre 200 e 300 nm. A inclusdo de 12 mgps.Qraex® Na
formulagdo ndo alterou o tamanho de particula, tampouco o PDI,
conforme observado na Figura 20.
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Figura 20 — Didmetro médio (Dp) e indice de polidispersdo (PDI) de particulas
de P(MMA-co-AA) referéncia (Ref.) e com 12 mgps.Quatex .
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Em ambas as reacdes, a evolucao de Dp foi semelhante. As gotas
apresentavam inicialmente tamanho de 190 nm, o qual foi elevado com a
formacdo das particulas para aproximadamente 250 nm. Contudo,
considerando que o tamanho estabilizou apds 140 min de reacédo e o PDI
ndo apresentou tendéncia de elevacdo, ficando inferior a 0,2 em todas as
medicdes, essa elevacdo no Dp ndo caracteriza instabilidade no sistema
devido a coalescéncia ou degradacdo difusional. A distribuicdo de
tamanho das particulas da reacdo pode ser observada na Figura 21.
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Figura 21 — Distribuic8o de tamanho de particulas de P(MMA-co-AA).
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A reacdo de polimerizagdo foi processada em meio &cido
decorrente da ionizagdo do proprio acido acrilico com o propdsito de
evitar o inchamento das particulas durante a polimerizacao, pois pretende-
se avaliar a liberacdo do farmaco com o aumento de pH. Possivelmente o
aumento de Dp ao longo da reacdo é decorrente da interacdo do acido
poliacrilico hidrofilico, presente na superficie das particulas, com agua e
outros sitios hidrofilicos presentes no meio. Os grupos carboxilicos
promovem a formagéo de camada filamentosa (inchamento) em torno das
particulas. O &cido acrilico polimeriza rapidamente em meio acido. O
aumento do teor desse comondmero também pode elevar o tamanho de
particulas devido a formacgdo de blocos poliacrilicos mais longos na
formacdo do copolimero localizado na interface particula-dgua
(HOLZAPFEL et al. 2005)

A conversao gravimétrica (Xg) foi crescente em até 100 min de
reacdo, onde estabilizou em aproximadamente 80% (Figura 22). A taxa
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de reacdo (Rp) apresentou valor maximo em 20 min. Em ambos os
parametros ndo houve influéncia relevante da P4.

Figura 22 — Converséo (X,) e taxa de reacdo (Rp) durante polimerizagdo em
miniemulsdo para formacéo de nanoesferas de P(MMA-co-AA) com
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O aumento do teor de P4 para 20 mgpa.Qraex > causou elevacdo no
tamanho das particulas, cuja formulagdo com gotas de aproximadamente
260 nm produziu particulas com 404 nm (Figura 23). Neste caso, houve
a estabilizacdo do crescimento das particulas ap6s 200 min de reacdo e 0
PDI ficou abaixo de 0,2 sem tendéncia de elevagdo.
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Figura 23 — Didmetro médio (Dp) e indice de polidispersdo (PDI) de
nanoparticulas de P(MMA-co-AA) referéncia (Ref.) e com 20 Mgpa.giatex .
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Amostras com e sem P4 apresentaram curvas de conversdo
gravimétrica e taxas de reacdo semelhantes (Figura 24). A eficiéncia de
encapsulacéo foi de 90,6 + 5,9 % para amostras com 12 mgpa.gratex™ €
60,2 £6,9 % para amostras com 20 mgpa.guaex. Os valores foram
compativeis aos testes com o homopolimero PMMA apresentados no
Cap. 4.
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Figura 24 — Conversao (X,) e taxa de reacdo (Rp) durante a polimerizagdo em
miniemuls&o para formag&o de nanoesferas de P(MMA-co-AA) com
20 MQpa.Qratex .
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Os resultados indicam uma desaceleracdo da reagdo na presenga
do AA. A taxa de reacéo para o homopolimero PMMA apresentado no
Cap. 4 alcangcou 2,5x 10° mol.min?, enquanto as reacdes de
copolimerizagdo do P(MMA-co-AA) apresentaram maximos entre
6 e 9x 10* mol.min. Essa reducdo na taxa pode ter refletido na
conversao final do polimero que ficou entre 75 — 85%, inferior ao PMMA
gue em geral apresentou conversdes acima de 85%. A diminuicdo da taxa
de reacdo decorrente do aumento da concentragdo de mondmeros
carboxilicos em reacdes de copolimerizacdo também foi observada por
Aradjo et al. (2006).
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Reacdes com mondmeros hidrofilicos como é o caso do AA, ficam
susceptiveis a nucleacdo homogénea, onde as cadeias poliméricas sdo
iniciadas a partir de oligdmeros presentes na fase aquosa. A utilizagéo de
iniciador hidrofébico (AIBN) em concentragdes adequadas tende a
reduzir esse fendmeno, elevando a migracdo de moléculas de AA
solubilizadas na fase aquosa para os sitios de polimerizagdo nas
particulas. O efeito do iniciador foi verificado por Campos, Ferraz e
Pinto (2016) em estudo de copolimerizagcdo em miniemulsdo de MMA e
AA, no qual estimaram que a incorporacdo de AA com iniciador
hidrofdébico (BPO) chegou a 10% em mol, enquanto para reagcdes com
iniciador hidrofilico (KPS) foi de apenas 1%.

O fato das particulas produzidas serem monodispersas (PDI < 0,2;
Figura 20, 21 e 23) corrobora como indicativo da ndo ocorréncia ou ndo
relevancia da nucleacdo na fase aquosa. Outro fator a colaborar na
estabilidade do sistema é o potencial zeta, que ficou entre -40 e -45 mV,
0 que é favoravel para repulsdo eletrostatica entre particulas.

Em reacGes de copolimerizagdo em estado estacionario é possivel
estimar teoricamente a composicdo do polimero por meio da cinética
estabelecida no modelo terminal de copolimerizacdo. Para um sistema
com dois monémeros (MMA e AA), as razles de reatividade sdo
definidas como r; = K11/K12 e riy = K2o/Kz1, onde Kij é a constante cinética
de reacdo (ODIAN, 2004). Sendo 1=MMA e 2 = AA, os valores de r
obtidos da literatura a 25 °C para polimerizagdo em massa séo: r, = 0,418;
ri = 1,73 (BRANDRUP; IMMERGUT; GRULKE, 2003).

Por meio da equagdo de copolimerizagdo (ver Apéndice Ill), a
incorporacao tedrica de AA no polimero seria de aproximadamente 25%
(em cada 100 meros na cadeia polimérica, 25 seriam de AA).
Considerando as concentragfes de mondmeros alimentadas, ¢ uma
estimativa relativamente alta e decorre da afinidade reativa entre
mondmero e comondmero. A razdo de reatividade reflete a preferéncia
entre homopolimerizag¢do e copolimerizagdo. Sendo assim, temos neste
caso < 1, logo a reacdo do radical MMA™* ocorre preferencialmente com
AA.

Conforme relatado anteriormente, o aumento do pH promove a
neutralizagdo de cargas acidas do meio e, consequentemente, a ionizacéo
dos grupos carboxilicos elevando o tamanho das particulas devido ao
aumento da camada filamentosa superficial causado pelas interagdes com
moléculas de &gua (inchamento). Esse efeito pode ser observado na
Figura 25, em testes realizados com a solubilizacdo do latex (1:20) em
tampdes com diferentes pHs. O tamanho das particulas ao término da
reacdo de sintese era de 404 nm em pH 2,6 e teve um aumento de
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aproximadamente 100 nm com a elevagdo do pH até 8 em funcdo da
ionizag8o dos grupos carboxilicos e inchamento das particulas.

Figura 25 — Tamanho de particula (Dp) de P(MMA-co-AA) com P4
(20 mgpa.gLatext) em fungéo do pH.
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Deve-se salientar que o comportamento observado na Figura 25 é
valido somente para as condi¢des estabelecidas neste trabalho. Alteracdes
no método de sintese e variagdes nas proporcdes de comondmeros podem
produzir comportamentos distintos. Em estudo realizado por Barba et al.
(2009) com copolimerizacao radicalar em massa de MMA e AA, variando
teores entre monémeros de 25 a 75%, os autores identificaram relacéo
linear proporcional entre pH de dissolucéo e intumescimento e proporgdo
de mondmero hidrofébico (MMA). Enquanto o copolimero com 60%
(v/v) de MMA dissolve em pH 6,2 e intumesce em pH 5,6, 0 copolimero
com 75% de MMA ndo apresentou dissolucdo na faixa de pH de 4 a 8,
apenas intumescimento em pH 6,5. Os autores ndo avaliaram o tamanho
de particula, pois realizaram o estudo com a adicdo do polimero em po
em solugéo tampao.

O comportamento de particulas frente as mudancas no pH é
dependente da morfologia e estrutura das mesmas, as quais sao
determinadas no processo de sintese. Halacheva et al. (2014) sintetizou
P(MMA-co-AA) (>27% AA em mol) por polimerizagdo radicalar em
massa e produziu microparticulas na faixa de 1 a5 um por meio da técnica
de evaporacdo do solvente. Os autores verificaram diminuicdo no
tamanho das particulas com o aumento do pH de 6 a 10. Esse efeito foi
atribuido a dissociacdo gradual de grandes particulas em agregados
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menores, decorrentes da ionizacdo de grupos COOH e enfraguecimento
de ligacBes hidrofobicas, aumentando, portanto, a solvatagdo das
particulas. Tal comportamento difere do observado na Figura 25 em
virtude da sintese de particulas em miniemulsdo, em baixo pH (previne
intumescimento) e com concentracdo relativamente baixa de AA e de
solidos (previne dissociacdo das particulas com aumento do pH e
formacéo de gel). Neste caso, ocorreu polimerizagdo das nanogotas em
meio aquoso, estabilizadas pelo emulsificante ndo iénico, com a maior
concentracdo do comonémero hidrofilico (AA) na camada externa das
particulas.

A confirmacdo da presenga de grupos carboxilicos na superficie
das particulas e consequentemente a incorporacéo de AA no copolimero
foi realizada por meio de titulacdo potenciométrica e condutimétrica,
cujos resultados e calculos sdo apresentados no Apéndice IV. Na Figura
26 sdo apresentados os resultados da fracdo de cargas é&cidas distribuidas
na fase aquosa, superficie e interior das particulas (amostras sem
farmaco).

Figura 26 — Fracdo de cargas 4cidas tituladas em latex de P(MMA-co-AA).
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Devido a hidrofilicidade do AA, é esperado encontrar grupos
acidos distruidos entre a fase aquosa e polimérica, especialmente na
superficie das particulas. Desta forma, o latex foi diluido e centrifugado
para separacdo destas fases. A centrifugagdo foi suficiente para obtencéo
de sobrenadante limpido, o qual foi titulado com NaOH e revelou fracédo
molar &cida de 0,323 + 0,001, significando que do total de mols de AA
adicionados a formulacéo, aproximadamente 32% estdo solUveis na fase
aquosa, seja na forma monomérica ou ligada a oligbmeros que nao
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precipitaram durante a centrifugacdo. Deve-se considerar também, que o
acido acrilico é um &cido fraco, por isso, estima-se que aproximadamente
4,3% do H* presente no meio aquoso pode ser decorrente da constante de
ionizagdo (calculos no Apéndice V), podendo ter sido dissociado das
camadas mais externas das particulas (pontas filamentosas) durante a
solubilizacdo do latex em agua deionizada.

A fase polimérica foi ressuspensa em solugéo basica e ap0s atingir
o0 equilibrio, os ions OH remanescentes foram titulados. A solucéo foi
preparada com NaCl para aumentar a forca ibnica do meio e o potencial
de ionizagéo. Com base nos ions OH- adicionados e titulados, foi estimado
a fragdo de H* presente na fase polimérica exposta ao meio aquoso, cujo
valor foi 0,540 + 0,023.

Desta forma, considerando que todo AA adicionado a formulacao
se manteve no latex, seja no meio aquoso ou incorporado ao copolimero,
estimou-se por diferenca, a fragdo de H* no interior das nanoparticulas,
em areas nao expostas, por isso ndo titulado. Essa fracdo foi de
0,138 + 0,022, logo, a fragdo molar total de AA estimado nas particulas
poliméricas em relagdo a quantidade adicionada é de 0,677 + 0,001 (AA
superficial + no interior das particulas). Considerando que a composicéo
monomérica de alimentacdo continha 13,4% de AA (em mol), a
guantidade incorporada foi de aproximadamente 9%, valor compativel
com os resultados obtidos com iniciador hidrofébico por Campos, Ferraz
e Pinto (2016).

A elevada fragdo de COOH obtida na superficie das particulas esta
de acordo com estudo realizado por Araujo et al. (2006), no qual observou
gue em reacdes de copolimerizacgdo de acetato de vinila e acrilato de butila
com mondmeros carboxilicos AA e MAA, particulas com AA
apresentaram maior concentragdo de grupos COOH na superficie,
enquanto no copolimero de MAA havia maior fracdo de grupos
enterrados.

Na Figura 27 sdo apresentadas micrografias das particulas de
P(MMA-co-AA) obtidas em MET. As particulas apresentaram
morfologia tipica de nanoesferas, com aspecto homogéneo e sélido. Na
Figura 28 sio apresentadas micrografias de particulas com P4. E possivel
observar que particulas menos densas tendem a formar aglomerados
devido a intensidade do feixe de elétrons. Esse fendmeno é comum na
anélise de nanoparticulas poliméricas e lipidicas em microscopia
eletrénica de transmissdo. N&o foi possivel identificar alteragdes na
morfologia das particulas quando comparadas amostras com e sem P4,
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Figura 27 — Imagens obtidas em MET de particulas P(MMA-C0-AA).
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Figura 28 — Imagens obtidas em MET de particulas P(MMA-co-AA) com
P4 (20 MQps.QLatex ).

Na andlise de massa molar, a amostra referéncia apresentou Mw
de 373,3 kDa e Mn de 122,0 kDa. Os valores foram préximos as amostras
com 20 mgpa.guaex, que apresentaram Mw de 354,6 kDa e Mn de
132,4 kDa. Sendo assim, ndo houve influéncia do farmaco no crescimento
da cadeia polimérica, o que é confirmado na andlise da distribuicdo de
massa molar apresentada na Figura 29.
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Figura 29 — Distribuicdo da massa molar em nanoparticulas de
P(MMA-co-AA) com P4,
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Comparado aos dados do homopolimero PMMA apresentados na
Tabela 18, verificou-se que o copolimero apresentou menor massa molar,
provavelmente devido a inclusdo de meros AA nas cadeias poliméricas,
gue posssuem menor massa molar, mas também pode ser decorrente da
dificuldade de dessorcdo dos radicais para 0 meio aquoso devido a
camada filamentosa na superficie das particulas, aumentando a
probabilidade de terminagdo radicar e impedindo o crescimento das
cadeias, conforme relatado por Peixoto (2013).

Foram realizadas analises em FTIR para verificacdo das interacdes
da matriz que comp®e as nanoparticulas com o farmaco encapsulado. As
cadeias poliméricas de P(MMA-co-AA) possuem grupos hidroxila e
reducdo proporcional de grupos metilas se comparado ao homopolimero
PMMA. Contudo, conforme observado na Figura 30, ambos apresentam
estiramento nas ligagdes -C-H, -C—CH3; e -C—CHj3 (3000 — 2800 cm?)
(STUART, 2004). Outras bandas comuns no PMMA também estdo
presentes no P(MMA-co-AA), como é o0 caso da absorcdo pronunciada
em 1729 cm? correspondente ao estiramento nas ligagdes —C=0;
deformacdo das ligacdes — CH2 (1485; 1145 cm™), ligacdes -O-CH3
(1450 — 1434 cm?), ligacbes -C-CH3 (1382; 962 cm™), ligacdes
—C-0-C (1189 cm) e estiramento de —-C-C-O- (1265 — 1238 cm?)
(STUART, 2004).

Por meio da analise do FTIR de particulas com P4, verifica-se que
0 espectro de infravermelho ndo é alterado com a incorporagéo de P4 na
concentragdo de 12 mgpa.guaex. N@o ha sinais de ocorréncia de
interacdes quimicas entre farmaco e polimero. A auséncia de bandas
referente ao farmaco indica sua completa disperséo na matriz que compde
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as particulas (ELSAID ALI; TAHER; MOHAMED, 2013; BUTANI;
YEWALE; MISRA, 2016; PUCEK; LEWINSKAB; WILKA, 2016).
Esse resultado foi confirmado com a andlise da mistura fisica de NS
P(MMA-co-AA) Ref. com 6% de P4, que representa a propor¢do de P4
em solidos na formulagéo com 12 mgpas.guaext. Os resultados da anélise
sdo apresentados no Apéndice Il (Figura 50) e as bandas referentes a P4
sdo detectadas na mistura fisica nesta proporc¢ao.

Com 20 mgpa.guaex* ha diminuicdo da intensidade de absorgao de
bandas relativas ao polimero e o aparecimento de bandas referentes a P4
(1698, 1661 e 870 cm!). Neste nivel de concentracédo, o farmaco altera o
espectro de absorcdo das particulas. Conforme verificado na analise de
FTIR do PMMA, apresentada no Cap. 4, essa alteracdo no espectro
devido ao farmaco s6 foi observada em 36 mgps.guaex®. Possivelmente,
por possuir maior nimero de grupos metilas, 0 PMMA confere maior
hidrofobicidade as particulas, favorecendo a solubilizacdo da P4.

Figura 30 — FTIR de nanoparticulas de P(MMA-co-AA) e P4.
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Para verificar os efeitos da progesterona na estrutura do polimero,
especialmente na temperatura de transicédo vitrea (Tg), foram realizadas
analises de DSC, as quais séo apresentadas na Figura 31.

Figura 31 — DSC de nanoparticulas de P(MMA-co-AA) com P4,
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Na faixa de temperatura entre 35 e 175°C, visualiza-se um Unico
evento endotérmico caracteristico da transicdo vitrea. A amostra de
particulas referéncia analisada apresentou T4 estimada em 85°C. De modo
semelhante ao que ocorre com PMMA (Figura 16b), o farmaco promove
a diminuicdo da Ty das nanoparticulas de P(MMA-co-AA). Com
12 mgpa.guaex * de P4 a T4 estimada foi de 75°C e com 20 mgpa.graex* foi
reduzida para 64°C.

5.3.2 Liberagio In Vitro

Testes de liberag&o in vitro de P4 encapsulada em P(MMA-co-AA)
foram realizados em diferentes pHs. O meio foi composto de tampdo
preparado em solucdo de SDS 5%, onde a P4 apresentou solubilidade
estimada em 9,6 mg.mL, considerada elevada e suficiente para garantir
a condigdo “sink” do sistema.

Os perfis de liberacdo sdo apresentados na Figura 32. Com a
solubilizacéo do latex no meio de liberacéo, a P4 fracamente adsorvida
na superficie das particulas foi prontamente liberada. As amostras nos
pHs 3; 6 e 8 apresentaram, respectivamente, valores iniciais de liberagdo
de 8; 11 e 9%. O célculo da fragdo liberada considera a P4 nao
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encapsulada, a qual foi estimada por meio da eficiéncia de encapsulacéo
da amostra utilizada nos testes.

Figura 32 — Liberacdo in vitro da P4 encapsulada em nanoparticulas de
P(MMA-co-AA) (12 mgpa.Qistex)-
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A liberacdo em pH 6 e 8 ocorreu de forma mais répida se
comparado ao pH 3. Em 24 horas de teste, as amostras em pH 6 € 8 ja
haviam liberado 85% da P4 encapsulada, enquanto a amostra em pH 3
havia liberado aproximadamente 50%. Conforme discutido
anteriormente, acima do pKa do polimero (~4,5) comega a ocorrer a
ionizacdo dos grupos carboxilicos presentes nas cadeias poliméricas,
causando o inchamento das particulas devido a interacdo com a agua e
outras moléculas hidrofilicas presentes no meio. Como a fase aquosa é
rica em SDS, a P4 ¢ liberada mais facilmente das particulas (Figura 33)
(HOLZAPFEL et al., 2005; DAI; RAVI; TAM, 2008).
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Figura 33 — Nanoparticulas de P(MMA-co-AA) e a liberacdo de progesterona.
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Os modelos de Weibull e Lei de Poténcia foram aplicados aos
dados de liberagdo, os coeficientes sdo apresentados na Tabela 20.
Conforme ja discutido no item 4.3.3, na Lei de Poténcia n é o expoente
que caracteriza 0 mecanismo de liberacdo. Esse modelo é vélido para
tempos relativamente curtos, por isso foi aplicado aos dados iniciais em
até 60% (normalizados) da curva de liberagdo (KOSMIDIS et al., 20033;
PAPADOPOULOU et al., 2006). A qualidade do ajuste para este modelo
nao foi satisfatoria (R?%gj < 0,95), por isso nao é possivel concluir sobre o
mecanismo de liberacdo apenas por meio analise de n. Os desvios nos
resultados, inerentes aos testes de liberagdo em suspensdo, podem
dificultar a aplicacdo precisa de modelos e elevar o erro associado a cada
pardmetro estimado.

Tabela 20 - Coeficientes obtidos na aplicacdo das equagfes Lei de Poténcia e
Weibull aos dados de liberacdo de P4 em P(MMA-co-AA).
Equacéo Lei de Poténcia: y(t) = kt™

- pH 3 pH 6 pH 8
Coeficientes Valor (erro) Valor (erro) Valor (erro)
k 11,691 (2,534) 29,479 (4,872) 24,591 (4,298)
n 0,468 (0,082) 0,326 (0,064) 0,400 (0,089)
RPadj 0,917 0,944 0,918

Equagio Weibull: y(t) = A — (A — B)Exp(—at?)

- pH 3 pH 6 pH 8
Coeficientes Valor (erro) Valor (erro) Valor (erro)
A 60,861 (2,376) 92,933 (6,857) 91,558 (4,100)
B 5,371 (7,337) 24,442 (20,598) 16,619 (10,397)
b 0,921 (0,251) 0,845 (0,495) 0,922 (0,327)
a 0,078 (0,012) 0,079 (0,032) 0,096 (0,018)

RZadj 0,987 0,952 0,970
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A correlagdo do mecanismo de liberagdo com o modelo de
Weibull, por meio do expoente b, ja abordada no item 4.3.3 do Cap. 4, €
aplicada também neste caso. Os valores sdo apresentados na Tabela 20
ficaram entre 0,845 e 0,922, portanto, mecanismos combinados estdo
presentes na liberacdo (intumescimento/difusao).

Polimeros com sitios hidrofilicos e baixa cristalinidade, como é o
caso do P(MMA-co-AA), sdo mais susceptiveis ao intumescimento.
LiberacOes que ocorrem inteiramente por esse processo sdo de ordem
zero, possuindo taxas independentes do tempo. Neste caso, 0 processo
seria controlado pela absorcdo do meio de liberacdo (geralmente agua),
gue causa o inchamento do sistema. No caso do P(MMA-co-AA), esse
processo pode ser relevante, pois grupos de acido carboxilico e carbonila
presentes no polimero, além da baixa cristalinidade, favorecem ligacdes
de hidrogénio com a dgua e o relaxamento das macromoléculas, podendo
levar ao inchamento da particula e consequentemente liberacdo do
farmaco.

54 CONCLUSOES

Particulas de P(MMA-co-AA) produzidas por polimerizacdo em
miniemulsdo apresentaram tamanho entre 200-300 nm com
12 mgpa.gLatex * de progesterona. O aumento do teor de progesterona para
20 mgpa.guaeex* causou elevacdo no tamanho, atingindo aproximadamente
400 nm. Em todos os casos o0 tamanho de particulas (t =280 min) foi
maior que o tamanho de gotas (t = 0 mim), essa elevacéo esta associada
possivelmente as interacfes de grupos carboxilicos com agua e outros
sitios hidrofilicos presentes no meio. Amostras com e sem progesterona
apresentaram curvas de conversao gravimétrica semelhantes, com indices
de conversdo préximos a 80%. Verificou-se na andlise titulométrica do
latex que aproximadamente 32% das cargas acidas decorrentes do AA
estdo na fase aquosa, 54% estao aderidas a superficie das particulas e 14%
estdo sob a forma ndo exposta no interior das particulas.

A eficiéncia de encapsulacdo foi de 90,6 = 5,9 % para amostras
com 12 mgps.gLaex* de progesterona e de 60,2 + 6,9 % para amostras com
20 mgpa.guLaex . O farmaco ndo influenciou a distribuicdo de massa molar.
As amostras referéncia apresentaram Mw de 373,3 kDa, semelhante as
amostras com 20 mgea.Qiatex - de progesterona, cujo valor foi 354,6 kDa.

A progesterona atua como plastificante em P(MMA-co-AA),
porém de modo mais intenso se comparado ao PMMA. A Tg das
nanoparticulas referéncia estimada em 85°C foi reduzida para 64°C com
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20 mgpa.guaex de farmaco. Na andlise em FTIR, a formulagcdo com
20 mgpa.gLaex* apresentou bandas referentes a progesterona. Neste caso,
uma fracdo da P4 pode néo estar completamente encapsulada no interior
das particulas.

A liberacdo in vitro ocorreu de forma mais rapida em pH 6 e 8 se
comparado ao pH 3, possivelmente devido a ionizacdo dos grupos
carboxilicos e inchamento das particulas. Em 24 horas de teste, as
amostras em pH 6 e 8 j& haviam liberado 85% da progesterona
encapsulada, enquanto a amostra em pH 3 havia liberado
aproximadamente 50%. A presenca do processo de intumescimento na
liberacdo foi confirmada com a aplicagdo da equacdo de Weibull aos
dados, cujos coeficientes indicaram mecanismos combinados de
transporte (intumescimento e difusao).
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6 OBTENCAO DE MICROEMULSAO COM TENSOATIVO
NAO IONICO PARA LIBERACAO DE PROGESTERONA

6.1 INTRODUCAO

Microemulsbes apresentam potencial para liberacdo de farmacos
nas diferentes vias, seja transdérmica ou parenteral. Esses sistemas podem
apresentar elevada solubilidade para farmacos hidrofobicos, baixa
viscosidade e alta estabilidade, o que os torna atrativos para administracao
intramuscular e subcutanea. Contudo, para formulagdes injetaveis o
nimero de excipientes torna-se mais restrito, sendo um desafio aliar as
potencialidades da microemulsdo com componentes de baixa toxicidade.
A progesterona com forma idéntica a natural é de dificil solubilizacdo em
formulagdes aquosas. Quando incorporada em 6leo, a aplicacdo pode ser
dificultada devido a viscosidade e o perfil de liberagdo pode néo ser
sustentado. Considerando o exposto, esta etapa do trabalho teve por
objetivo obter e caracterizar microemulsdo com tensoativo ndo idnico,
com elevada solubilidade para progesterona, além avaliar o perfil de
permeacédo deste farmaco em célula de difusdo.

6.2 MATERIAIS E METODOS
6.2.1 Materiais

Crodamol GTCC® (triglicerideos de cadeia média composto de
acidos caprico e caprilico), adquirido da Alpha Quimica foi utilizado
como fase oleosa. Progesterona (> 99%), Polisorbato 80 (Tween 80%),
1-butanol, dodecil sulfato de sbdio (SDS, > 99%) adquiridos da
adquiridos da Sigma-Aldrich. Agua deionizada foi utilizada nas
formulagdes.

6.2.2 Preparo da Microemulsiao

A microemulséo foi preparada pelo método titulométrico de agua
conforme Chen et al. (2004). O 6leo, tensoativo e cotensoativo foram
misturados e homogeneizados com agitacdo magnética por 5 minutos.
Agua foi adicionada a fase organica por meio de titulagdo conforme
proporcao estabelecida no diagrama ternario. A mistura foi mantida em
agitacdo magnética por 20 minutos a temperatura ambiente (24°C).
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Posteriormente, foi deixada em repouso para atingir o equilibrio e
avaliada quanto a formacdo de microemulsdo, emulsdo ou gel. A
caracterizacdo desses sistemas foi feita visualmente, observando aspectos
como transparéncia/translucidez, opacidade, separacdo de fases e
formacao de gel (formulagdes que ndo apresentam mudancgas no menisco
com inclinagdo a um angulo de 90°), além de leituras
espectrofotométricas para medidas de transmitancia em 520, 600 e
700 nm e observacBes em microscopio de luz polarizada se necessario.
Foram consideradas microemulsbes as formulagBes que apresentaram
translucidez (visual e transmitancia média acima de 90%), fluidez e que
ndo apresentaram separacgao de fases.

6.2.3 Construcio do Diagrama de Fases

O diagrama de fases pseudoternario (6leo, tensoativos e agua) foi
construido conforme as proporcdes estabelecidas na Tabela 21,
considerando massa total de 4 g para cada amostra. Em todas as
formulagdes o tensoativo corresponde a mistura Tween 80/1-butanol na
propor¢do 2:1. Inicialmente foram avaliadas as formulacGes de 1 a 36
com limites de 10 a 80% de cada componente para identificagdo da regido
de formacdo de microemusao no diagrama. Com base nos dos resultados
obtidos nesta primeira etapa, foram adicionadas
mais 10 formulagdes (37 a 46) para melhor delimitacdo da regido de
fronteira entre microemulsdo e emulséo.

6.2.4 Incorporacio de Progesterona na Microemulsio

A incorporacdo da progesterona foi avaliada em formulagdes
selecionadas de microemulsao. Farmaco foi adicionado a fase organica, o
frasco foi vedado e a mistura submetida a agitacdo magnética intensa por
30 minutos em temperatura ambiente (24°C). O restante do procedimento
de preparo e caracterizagdo da microemulsdo seguiu conforme descrito
anteiormente (6.2.2). Apds 24 horas de repouso a amostra foi
caracterizada novamente e verificado a ocorréncia de precipitado ou
separagao se fases. Amostras com quantidades crescentes de progesterona
foram avaliadas até identificacdo do ponto de saturacdo (formacdo de
precipitado).
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Tabela 21 — FormulagBes avaliadas para construgdo do diagrama de fases
pseudoterndrio: proporgdes massicas entre 0s componentes.

FO" Oleo™ Tensoativo™ Agua FO Oleo Tensoativo Agua

1 0,10 0,80 0,10 24 0,30 0,20 0,50
2 0,10 0,70 0,20 25 0,40 0,20 0,40
3 0,20 0,70 0,10 26 050 0,20 0,30
4 0,10 0,60 0,30 27 0,60 0,20 0,20
5 0,20 0,60 0,20 28 0,70 0,20 0,10
6 0,30 0,60 0,10 29 0,10 0,10 0,80
7 0,10 0,50 0,40 30 0,20 0,10 0,70
8 0,20 0,50 0,30 31 030 0,10 0,60
9 0,30 0,50 0,20 32 040 0,10 0,50
10 0,40 0,50 0,10 33 0,50 0,10 0,40
11 0,10 0,40 0,50 34 0,60 0,10 0,30
12 0,20 0,40 0,40 3% 0,70 0,10 0,20
13 0,30 0,40 0,30 36 0,80 0,10 0,10
14 0,40 0,40 0,20 37 0,05 0,45 0,50
15 0,50 0,40 0,10 38 0,10 0,45 0,45
16 0,10 0,30 0,60 39 015 0,45 0,40
17 0,20 0,30 0,50 40 0,20 0,45 0,35
18 0,30 0,30 0,40 41 0,25 0,45 0,30
19 0,40 0,30 0,30 42 0,25 0,50 0,25
20 0,50 0,30 0,20 43 0,25 0,55 0,20
21 0,60 0,30 0,10 44 0,30 0,55 0,15
22 0,10 0,20 0,70 45 0,35 0,60 0,05
23 0,20 0,20 0,60 46 0,35 0,55 0,10

*FO: formulagéo; **Oleo: Crodamol GTCC®; ***Tensoativo: mistura de
Tween 80®/1-butanol (2:1).

6.2.5 Caracterizacio
6.2.5.1 Determinacéo de pH e condutividade

A condutividade elétrica da microemulsdo e dos componentes da
formulacdo (&4gua, Crodamol e mistura tensoativo/cotensoativo) foi
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medida em equipamento Gehaka CG 1800. O pH foi medido em
equipamento MS Tecnopon mPA210. Ambas as leituras foram realizadas
em temperatura ambiente (24°C). Estes parametros foram determinados
em todas as formulagfes do diagrama.

Os dados de condutividade foram analisados com planejamento de
mistura utilizando delineamento axial (CORNELL, 2002) com as
composigdes apresentadas na Tabela 21. Os pontos no interior do espaco
simplex sdo equidistantes (varia¢des de 0,1 para componentes originais
no intervalo de 0,1 a 0,8), exceto para as formulacdes 37 a 46, que foram
acrescidas para investigar a regido de fronteira da microemulsdo. A
andlise considerou as seguintes restricdes nas formulagdes: 0,1 <0 <0,8;
0,1<T<08; 01<A<08 Onde O, T e A representam,
respectivamente, as fracdes massicas dos componentes 6leo, tensoativo e
dgua. Das 46 formulagfes apresentadas na Tabela 21, 44 foram
andlisadas. As formulacdes 37 e 45 ndo atendem a restri¢do estabelecida,
por isso ndo foram consideradas. As fragdes originais dos componentes
(0,1a0,8) foram codificadas em intervalos de
0 a1 (pseudocomponentes), por meio da relacdo apresentada na
Equacéo (21).

P — L1
Z xl Z LI
Onde:

x; = fracéo do pseudocomponente i (0 <x; <1);

xi = fracdo do componente original i (0,1 <x; <0,8);

L = restri¢do inferior para o componente i (0,1);

>xi = soma das fracdes da mistura (1);

>Li = soma das restricbes inferiores de todos o0s
componentes (0,3).

X = (21)

A analise dos resultados foi realizada no programa Statistica 7.0
(StatSoft, Inc., 2004) por meio de modelos de regressdo (linear,
quadrético, cubico especial e cubico completo). Andlise de variancia
(ANOVA) foi aplicada para verificacdo da adequacdo dos modelos e
significancia dos coeficientes com intervalo de confianca de 95%
(p <0,05).


http://www.wiley.com/WileyCDA/Section/id-302475.html?query=John+A.+Cornell
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6.2.5.2 Anélise da Distribuicdo de Tamanho

O diametro das gotas foi determinado em amostras selecionadas
por Dispersdo Dinadmica de Luz (Dynamic light scattering — DLS)
utilizando instrumento Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
UK). Antes das leituras, as amostras foram filtradas em filtro com
porosidade de 0,22 um. O indice de polidispersdo (PDI) foi utilizado
como medida da homogeneidade e distribuicdo do tamanho das gotas.
Cada medida foi realizada em triplicata.

6.2.5.3 Reologia e Viscosidade

Redmetro HAAKE MARS, equipado com programa MARS II, foi
utilizado para avaliar as propriedades reoldgicas de amostras selecionadas
de microemulsdo. As andlises foram realizadas com 5,5 mL de amostra.
A taxa de cisalhnamento aplicada foi de 0 a 600 s*. As medidas foram
realizadas em temperaturas de 20 + 0,5 e 37 + 0,5°C. O comportamento
reoldgico foi avaliado pela relagdo entre tensdo de cisalhamento (t) e taxa
de cisalhamento (y). Sistemas que mostraram proporcionalidade entre
estes parametros (R?> 0,99) foram considerados fluidos Newtonianos e
tiveram a viscosidade (n) determinada.

6.2.6 Estudo de Permeacio In Vitro

Os experimentos de liberacdo in vitro foram adaptados de
Ren et al. (2012) e conduzidos em células de difusédo tipo Franz com area
superficial de 1,65 cm?. O compartimento receptor foi preenchido
completamente (13 mL) com solugdo de SDS 5% e conectado em banho
termostatico com temperatura de 37 + 0,5°C. A solucéo receptora foi
mantida em agitacdo utilizando barra magnética. O compartimento
doador foi carregado com 2 mL de amostra e separado do meio receptor
por membrana de celulose (Axiva Cat. No. 160047GXI; 0,45 um). Antes
da montagem da célula, a membrana permaneceu por 20 min imersa no
meio de liberacéo.

Aliquotas de 0,5 mL foram retiradas em tempos predeterminados
e volume igual de SDS 5% foi adicionado ao compartimento receptor
ap6s cada amostragem, mantendo a condi¢do sink do sistema. As
amostras foram diluidas e analisadas em espectrofotémetro UV-Vis a
253 nm. A concentracdo de progesterona foi calculada por meio de curva
de calibracdo (Apéndice 1). Os experimentos foram realizados em
triplicada.
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Os dados de liberagéo foram tratados com regresséo ndo linear no
programa OriginPro 8 SPR (OriginLab Corporation, 2007) com modelos
cinéticos de Higuchi e Lei de Poténcia, ja mencionado no capitulo 4,
definidos pelas Equacdes (18) e (19) (HIGUCHI, 1961; SIEPMANN;
PEPPAS, 2012). Contudo, neste caso y(t) € substituido por m(t), que
expressa a massa acumulada que passa por unidade de area da
membrana (mg.cm2) em funcéo do tempo (t).

O sistema experimental emprega uma membrana separando dois
compartimentos e assume que o gradiente de concentracdo entre eles
opera em condigdes sink, ou seja, a concentragdo no compartimento
doador é muito maior que no compartimento receptor. Medindo a massa
acumulada de farmaco (m) que passa por unidade de area da membrana
em funcdo do tempo, pode-se obter em estado estacionario a regido linear
da curva, cuja inclina¢do corresponde a constante de fluxo J, definido a
partir da primeira lei de Fick, conforme Equacéao (22) (AULTON, 2005).

dm _ = DxGoxK 22)
dt h

Onde:

D: coeficiente de difusdo;

Co: constante de concentracdo do farmaco na solucdo doadora;

K: coeficiente de particdo entre as solucBes nas interfaces da
membrana;

h: espessura da membrana.

Muitas vezes ndo é possivel separar os valores de D e K, e a
determinacédo de h pode néo ser precisa devido a tortuosidade dos canais
presentes na membrana. Desta forma, define-se o coeficiente de
permeabilidade Kp, expresso pela Equagéo (23).

_D*K

Kp =— (23)

Sendo assim, a constante de fluxo J pode ser simplificada
conforme a Equacéo (24).

J=KpC, (24)
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1 Diagrama de Fases Pseudoternario

Neste estudo, formulagdes de microemulsdo foram avaliadas como
alternativa para a solubilizacdo e liberagdo de P4. Sistemas para uso
parenteral devem utilizar somente componentes biocompativeis,
injetaveis, esterelizaveis, ndo pirogénicos, ndo irritantes para 0s nervos e
ndo hemolitico (DATE; NAGARSENKER, 2008a). Sendo assim, o
sistema avaliado possui como fase oleosa um triglicerideo de cadeia
média (Crodamol GTCC) e como tensoativo ndo idnico o polisorbato 80
(Tween 80), ambos apropriados para formulagdes farmacéuticas de uso
parenteral, por apresentarem boa compatibilidade e baixa toxicidade
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009a). O Polisorbato 80 é considerado
seguro para uso parenteral pela FDA (U. S. Food and Drug
Administration), licenciado para medicamentos parenteral no Reino
Unido e estd na lista de ingredientes aceitveis do Canadd (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009b).

Devido a necessidade de cotensoativo para formacdo da
microemulsdo, este trabalho avaliou o uso de butanol por se tratar de um
alcool de cadeia média e em geral ampliar a area de formacdo de
microemulsdo se comparado com alcodis de cadeias menores, como o
etanol (HO; HSIAO; SHEU, 1996; NANDI; BARI; JOSHI, 2003).
FormulagGes de microemulsdo contendo butanol e destinadas ao uso
parental podem ser encontradas nos trabalhos de Nornoo; Osborne e
Chow (2008) e Nornoo e Chow (2008). De acordo com o FDA, butanol €
considerado um solvente de menor toxicidade e risco a salde humana
(Classe 3), estando na mesma classe do etanol. Essa categoria engloba
solventes que ndo apresentam riscos significativos quando utilizados em
produtos farmacéuticos em niveis aceitaveis (U.S.FDA, 2012). O uso de
etanol ¢ mais comum em formulacdes injetaveis. Apesar de alguns
produtos conterem até 50% de etanol na composicdo, 0 uso de
concentragcbes elevadas pode provocar dor no local da injecdo
intramuscular e degeneracdo de nervos se for aplicada préxima a este
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009c).

O diagrama de fase pseudoternéario (Figura 34) foi elaborado
seguindo as composi¢Oes da Tabela 21 acrescidas de pontos na regido de
interface entre emulsdo/microemulsdo para melhor delimitagcdo. Por meio
do diagrama verificou-se a possibilidade de obtencdo de microemulsées
com uma ampla faixa de variagdo entre os componentes (regido
demarcada com cor). Sendo possivel utilizar até 40% de fase oleosa ou



140

até 50% de agua. O teor minimo necessario de Tween80/1-butanol
encontra-se proximo a 45%.

Figura 34 — Diagrama de fase pseudoternério para o sistema agua, Crodamol e
Tween 80/1-butanol (2:1) indicando a regido de formacéo de microemulséo
(ME) e escolha das formulages de trabalho (FO38 e FO46).

Agqua
00,10

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Crodamol Tween 80/Butanol

A ampla regido do diagrama ndo demarcada formou emulsGes
homogéneas opacas com diferentes niveis de viscosidade ou sistemas bi
e trifasicos que ndo eram de interesse neste trabalho. Todas as
formulagBes obtidas na regido de microemulsdo apresentaram
transmitancia média (520, 600 e 700 nm) acima de 90% e transmitancia
em 700 nm acima de 95%.

A adicdo de agua na fase organica previamente preparada com
Tween 80, butanol e Crodamol, formou microemulsdo ap6s poucos
minutos de agitagdo, ndo sendo necessario solubilizar o Tween 80 em
agua conforme descrito para outros sistemas que utilizam esse tensoativo
na formulacdo (CHEN et al., 2004)

Dentre as formulagbes obtidas com caracteristicas de
microemulsdo, foram selecionadas duas para realizacdo de testes de
incorporacdo da progesterona e caracterizacdo. Para a escolha das
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formulagBes de trabalho, priorizaram-se as que possuem 0S menores
teores de tensoativo. Assim, foram escolhidos os pontos FO38 e FO46. O
primeiro possui proporgdo entre Crodamol/tensoativo/agua de 10:45:45,
e 0 segundo 35:55:10.

6.3.2 Incorporacio de Progesterona na Microemulsio

A partir dos dados obtidos no diagrama pseudoternario, avaliou-se
a incorporacédo de P4 nas formulagdes selecionadas (FO38 e FO46). Os
dados séo apresentados na Tabela 22, juntamente com a solubilidade da
P4 obtida na literatura para 0s componentes puros. A incorporacgao da P4
foi avaliada com a adicdo previa do farmaco na fase organica. Verificou-
se que solubilidade da P4 adicionada na microemulsdo pronta é
consideravelmente inferior (dados ndo apresentados), devido a
dificuldade de incorporacdo na matriz formada pelos componentes
o6leo/tensoativo/agua.

Tabela 22 — Incorporagdo de P4 nas microemulsdes FO38 e FO46 e solubilidade
nos componentes puros.

Solubilidade P4

Componente (mg.mL") Fonte
Crodamol 36,2 Land; Li e Bummer (2005)
Tween 80 11,9 Nandi; Bari e Joshi (2003)
Isobutanol 35,6 Nandi; Bari e Joshi (2003)
Agua 0,007 Nandi; Bari e Joshi (2003)
Amostra Crodamol Tween 80 1-Butanol Agua  Incorporagio P4

(%) (%) (%) (%) (mgpa.gme™)

FO38 10,0 30,0 15,0 45,0 24,7

FO46 35,0 36,7 18,3 10,0 52,5

Cosiderando que a FO38 possui 45% de agua, foi possivel
incorporar quantidade consideravel de P4 na formula¢do. Em termos
percentuais, foram incorporados 2,4% (m/m) de P4 na microemulsdo. Em
estudos de liberagdo transdérmica € comum o uso de 1% (m/m) de P4
(BIRUSS; KAHLIG; VALENTA, 2007; BIRUSS; VALENTA, 2008).
Hosmer et al. (2009) utilizou 1% de P4 em duas formulagbes com
proporgdes de Gleo/tensoativo/dgua de 20:47:33 e 14:63:23. Neste caso,
foi utilizado como tensoativo a mistura Tween 80/glicerideos de cadeia
média/propileno glicol (1:1:1) e 6leo Myvacet como fase oleosa.
Ren et al. (2012), avaliando microemulsdo para adminstracdo parenteral
(subcutanea) a base de Miglyol 812N, agua e mistura de tensoativos
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Solutol HS15/Span 80/etanol, também utilizou P4 como modelo de
farmaco hidrofdbico na concentragdo de 1% (m/m).

Devido ao maior teor de Crodamol e tensoativo, a FO46
proporcionou elevada solubilidade a P4 (52,5 mgps.gme™). Este valor é
considerado elevado para este farmaco que é de dificil solubilizacao,
sendo superior aos valores obtidos na literatura para o Crodamol puro e
isobutanol (Tabela 22). Em microemulsdo com maior teor de tensoativo
contendo Tween 80/propileno glicol/acido oleico/agua (56:14:15:15),
Maghraby (2012) determinou a solubilidade da P4 de 21,7 mg.mL™,
conseguindo aumentar para 48,7 mg.mL somente com a adi¢do de 20%
de etanol.

6.3.3 Caracterizacio

A elucidacdo precisa da estrutura interna da microemulsdo e
determinacdo dos limites de transi¢do entre microemulsdo O/A, A/O e
bicontinua é uma tarefa complexa e envolve diversas técnicas de analises
complementares (MOULIK; PAUL, 1998; ACHARYA; HARTLEY,
2012).

A condutividade elétrica estd correlacionada com a estrutura
interna da formulacdo, por isso é um parametro que auxilia na
identificacdo do tipo de microemulsdo formada. Sistemas A/O
apresentam valores extremamente baixos, enquanto microemulsdes O/A
possuem condutividade semelhante a um meio aquoso normal (MOULIK;
PAUL, 1998). Neste trabalho, a condutividade dos componentes isolados
que formam a microemulsdo é inferior a 1,5 puS.cm, inclusive a agua
deionizada utilizada, que apresentou 0,05 pS.cm L. Contudo, apds a
mistura verificou-se a elevacdo da condutividade em amostras com maior
teor de &gua, o que era esperado em decorréncia da transi¢do da &gua para
a fase continua e a solubilidade de eletrélitos. Formulagdes com mais de
25% de agua e menos de 25% de Crodamol apresentaram elevacédo
consideravel na condutividade (> 60 puS.cm), indicando uma possivel
regido de transicéo entre microemulsdo A/O e O/A.

Na Figura 35 é apresentada a evolucdo da condutividade das
amostras do diagrama pseudoternario. O modelo quadratico foi
significativo (p < 0,01; R?=10,910; RZjustado=0,898) e os fatores
relacionados ao teor de agua (linear e quadréatico) e tensoativo foram os
mais relevantes, conforme observado na analise de variancia (ANOVA)
e efeitos da Tabela 23.
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Figura 35 — Condutividade obtida para as formulagdes do diagrama de fase
pseudoternario com aplicagdo do modelo quadratico (O: Crodamol;
T: Tween 80/butanol; A: agua).
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Tabela 23 — Andlise de variancia (ANOVA) dos modelos aplicados aos dados de
condutividade e coeficientes (componentes originais) para 0 modelo quadrético.

ANOVA
Modelo Valor de F p-value R? R Jjustado
Linear 78,159 <0,05 0,792 0,782
Quadratico 16,651 < 0,05 0,910 0,898
Cubico Especial 0,197 0,660 0,911 0,896
Cubico 2,054 0,125 0,924 0,904

Efeitos Modelo Quadriatico (Componentes Originais)
Limites Limites

Fator Coeficientes Erro Padrio p-value Confianca Confianga
(-95%) (-+95%)
Crodamol (O) 4,219 19,750 0,831 -35,764 44,201
Tween 80/Butanol (T) -51,212 20,045 <0,05 -91,792 -10,632
Agua (A) 194,313 19,717 <0,05 154,396 234,230
oT 85,776 72,531 0,244 -61,055 232,608
OA -401,999 75,302 <0,05 -554,442  -249,556

TA 240,280 68,839 < 0,05 100,922 379,637
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Como a definicdo de microemulsdo considera essencialmente
formulagBes com trés componentes (6leo, tensoativo e fase aquosa), a
condutividade foi analisada no intervalo restri¢cdo de 10 a 80% para cada
um deles, onde O, T e A corresponde a fragdo massica de Crodamol,
tensoativo e agua, respectivamente. O modelo quadratico, considerando
os coeficientes para 0s componentes originais (decodificados), é
apresentado na Equacao (25).

Condutividade = (4,219 * 0) — (51,212 * T) + (194,313 * (25)
A) + (85,77 * 0 * T) — (401,999 * O * A) + (240,280 = T * A)

Os valores médios de transmitancia, pH, condutividade, didmetro
médio das gotas (Dg) e indice de polidispersio (PDI) para as
microemulsbes FO38 e FO46 sdo apresentados na Tabela 24.
Considerando todas as amostras do diagrama, as leituras de pH néo
apresentaram variacOes significativas. De modo geral, ficaram em torno
da neutralidade, entre 5,5 e 7,5; 0 que é apropriado em formulactes
injetaveis para evitar efeitos adversos. Para administragdo intramuscular
sdo aceitaveis valores de pH entre 2 -12, ja para a via subcutanea a faixa
é reduzida para 3 -9, pois a taxa de diluicdo € menor, resultando em maior
potencial de irritacdo no local de injecdo. Em ambos os casos podera
causar ardor se for administrado formulacGes nesses extremos de pH
(STRICKLEY, 2004).

Tabela 24 — Valores médios® de Transmitancia (T), pH, condutividade, Dg e PDI
para as microemulsdes FO38 e FO46 com e sem P4.

Condut.
0,
Amostra T (%) pH (uS.cm) Dg (nm) PDI
FO 38 923+26 6,42+029 961+33 45+09 0,66+0,02
FO38P424mg 946+32 6,38+0,36 840x42 42+09 059+0,01
FO46 946+11 750+x044 6519 93+25 0,33+0,04

FO46 PA50mg 945+36 7,20+x025 78+21 84+17 0,34+0,05
!Média + DP (n = 3).

A adicdo de P4 em valores préximos aos limites de saturacdo nao
alterou de forma expressiva os parémetros avaliados na Tabela 24. Devido
ao baixo teor de fase dispersa nas formulagfes selecionadas, o tamanho
médio das gotas ficou inferior a 10 nm, se aproximando de uma estrutura
micelar. Contudo, micelas diferem estruturalmente de microemulsdes,
pois ndo possuem necessariamente trés componentes definidos como fase
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dispersa, fase continua e tensoativos (TRIVEDI; KOMPELLA, 2010).
Nao ha um limite definido na literatura para o tamanho das gotas em
microemulsdo, apenas o consenso de que estas devem ser pequenas 0
suficiente para garantir que o sistema seja translicido a luz visivel. Date
e Nagarsenker (2008a) sugerem tamanhos inferiores a 150 nm. Enquanto
Talegaonkar et al. (2008) indicam que usualmente a faixa de tamanho
obtida fica entre 20 — 200 nm. Em estudo de microemulsdo contendo
acido oleico, Tween 80, propileno glicol e agua, Chen et al. (2004)
encontraram tamanhos que variaram de 12,7 a 81,5 nm, sendo que 0
menor diametro foi obtido para a concentracdo de 1,5% de 6leo e 68,5%
de agua.

O indice de polidispersdo (PDI) ¢ uma medida adimensional da
amplitude da distribuicdo de tamanho de particulas ou gotas no caso de
emulsBes. Os valores apresentados na Tabela 24 sdo relativamente
elevados, contudo, comuns para sistemas de microemulsdo onde ha
formacéo de nanogotas sem o uso de homegeizadores de alta pressdo ou
ultrassom. Ainda, deve-se considerar que 0 pequeno didmetro das gotas
pode superestimar o valor deste parametro. Neste caso, torna-se mais
apropriado avaliar a distribuicdo de tamanho, a qual é apresentada nas
Figuras 36 e 37.

Figura 36 — Distribuicdo do tamanho de gotas: a) FO38; b) FO38 P4 24 mg.g™.
30 q 30 q

b
25 @ ,54 2
S g
£ 20 1 S 20 A
g 15 A 5151
£ 10 | =10 A
5 _
0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
Tamanho (nm) Tamanho (nm)
Figura 37 — Distribuigdo do tamanho de gotas: a) FO46; b) FO46 P4 50 mg.g.
20 30 b
a
® 16 ) . 25
g 12 E 20
7] ‘% 15
g 8 § 10
= =
4 T 5
0 +———rrrrm rre— ' 0 +—r—rrrm "
0,1 1 10 100 0,1 1 10 100

Tamanho (nm) Tamanho (nm)



146

Observando a Figura 36, o tamanho das gotas da FO38 ficou entre
2 e 10 nm. Para a FO46 (Figura 37) ficaram entre 4 e 30 nm. Essas
proporcdes também podem ser confirmadas pelos dados de transmitancia
da luz visivel, que ficaram acima de 90% em todas as amostras. Dados
semelhantes foram obtidos por Hathout et al. (2010), com microemulsao
composta de &cido oleico, Tween 20, Transcutol® e agua para liberacdo
transdérmica de testosterona, cujos diametros médios ficaram entre 10 e
13 nm, e PDI de 0,25 a 0,89. Date e Nagarsenker (2008b) obtiveram
didmetros médios entre 10 e 30 nm com PDI de 0,40 a 0,90 em diversas
formulagdes a base de agua e Solutol HS 15, para liberacéo parenteral do
anestesico propofol.

Uma das principais vantagens da microemulsdo em formulagoes
injetaveis esta na possibilidade de solubilizar elevadas quantidades do
farmaco e apresentar baixas viscosidades (LEE et al., 2002).
Comportamento reolégico newtoniano e baixas viscosidades também sdo
pardmetros de estabilidade da formulacdo (MORENO; BALLESTEROS;
FRUTOS, 2003). Em composi¢cdes cuja fracdo volumétrica da fase
dispersa € relativamente baixa, as goticulas de agua ou 6leo possuem
tamanho nanométrico. Se estas goticulas ndo apresentarem interagdes, a
viscosidade resultante da microemulsao sera baixa, podendo ser adequada
a administracdo parentérica, oral, pulmonar ou ocular. Para liberacéo
topica de farmacos, sistemas mais viscosos sdo preferidos (LAWRENCE;
REES, 2012).

Na Figura 38 é apresentada a variagdo da tensdo de cisalhnamento
(r) como funcdo da taxa de cisalhamento (y) para FO38 (Figura 38a) e
FO46 (Figura 38b), nas temperaturas de 20 e 37°C. Para ambas as
formulacdes se observa uma relagéo linear entre as variaveis (R > 0,999),
indicando comportamento Newtoniano em ampla faixa de cisalhamento.
A presenca de 24 mgpes.gme na FO38 e 50 mgps.gme™ na FO46 nédo
alterou o comportamento reolégico das amostras.

As propriedades reoldgicas de microemulsées dependem das
caracteristicas fisicas de cada componente, bem como das interacGes entre
eles. Mudancas microestruturais que levam a transicdo de um sistema
bicontinuo para descontinuo sdo, muitas vezes, refletidas na reologia.
Microemulsfes biontinuas podem exibir comportamento Newtoniano
(viscosidade constante) em baixas e médias taxas de cisalhamento e
comportamento pseudopléstico em altas taxas. J& microemulsdes
descontinuas, apresentam comportamento Newtoniano em ampla faixa de
cisalhamento. Contudo, deve-se considerar que a reologia, por ser uma
propriedade macroscopica, pode ndo ser sensivel suficientemente para
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detectar mudangas microestruturais discretas (FANUN et al., 2001;
ACHARYA; HARTLEY, 2012).

Figura 38 — Variagdo da tensdo de cisalhamento (t) como fun¢do da taxa de
cisalhamento (y) para: a) FO38; b) FO46 com e sem P4 nas temperaturas de
20 e 37°C.
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Na Tabela 25, observa-se que todas as formulagGes apresentaram
viscosidades baixas (40,1-44,6 mPa.s a 20 = 0,5°C) se for considerando
0 teor de Tween 80 nas amostras e sua elevada viscosidade
(375-480 mPa.s). Como o Crodamol possui baixa viscosidade, a FO46
ndo apresentou diferencas consideraveis em relacédo a FO38.
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Tabela 25 — Viscosidades (n) das microemulsfes FO38 e FO46, com e sem P4,
nas temperaturas de 20 e 37°C, e dos componentes Crodamol e Tween 80.

1n (mPa.s)
Amostra T = 20°C T = 25°C T =37°C
Crodamol 28-32* - -
Tweem 80 - 375 - 480** -
FO38 40,1 - 28,2
FO38 P4 24mg 41,1 - 21,4
FO46 39,6 - 23,6
FO46 P4 50mg 44,6 - 23,5

Dados obtidos de: *Rowe; Sheskey e Quinn (2009a); **Fabricante.

Em 37°C as viscosidades foram reduzidas quase a metade dos
valores em 20°C. Considerando a temperatura corporal, essa reducao é
benéfica, pois pode facilitar ainda mais a aplicacdo intramuscular ou
subcutdnea. Contudo, deve-se avaliar o efeito de diluicdo e o
comportamento da microemulsdo ao entrar em contato com agua presente
nos tecidos. O perfil de liberacdo do farmaco também depende desses
fatores. Inclusive, alguns estudos buscam formulagBes que sofram
transicdo de fase de microemulsédo para cristal liquido apés a aplicacéo e
assim, promover a liberacdo lenta do farmaco (REN et al., 2012;
WU etal., 2014).

Outras microemulsdes em estudo para administracdo de farmacos
apresentaram viscosidades maiores. Wu et al. (2014) determinaram
viscosidade entre 280-300 mPa.s a 20°C e comportamento Newtoniano
de microemulséo para uso subcutaneo contendo triglicerideos de cadeias
médias como fase oleosa, 4gua, Solutol HS 15, Span 80 e etanol. Jain;
Fernandes e Patravale (2010), em microemulsdo para administragdo
intravenosa de etoposida, um inibidor de tumores, composta de Capmul®,
PEG 400/Tween 80/Epikuron®135F e agua, obtiveram viscosidade de
107 mPa.s.

6.3.4 Permeacio in vitro

Considerando as caracteristicas da microemulsdo, que
impossibilita realizacdo de testes de liberacdo em suspensdo, foram
realizados ensaios de permeacdo utilizando célula de difusdo do tipo
Franz para avaliar a difusividade da P4 incorporada na microemulséo.
Estudos de permeabilidade e liberacdo in vitro sdo Uteis como etapa
preliminar a testes clinicos, pois permitem conhecer a dindmica de
transporte do farmaco sem interferéncias de fatores bioldgicos. O farmaco
deve ser sollvel na solugdo receptora para garantir a condicéo sink, por
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isso foi utilizado solugdo de SDS 5%, na qual a P4 possui elevada
solubilidade (9,6 mg.mL1), conforme discutido nos itens 4.3.3 e 5.3.2.

Na Figura 39 séo apresentados os dados acumulativos de massa de
P4 permeada por unidade de area ao longo do tempo para amostras de
Crodamol (controle) e microemulsdo (FO38 e FO46).

Figura 39 — Perfil de permeac&o de P4 incorporada em: a) Crodamol;
b) microemulsdo (FO38 e FO46).
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Observa-se que a liberacdo em Crodamol é rapida, seguindo uma
trajetoria linear até 24 h. A P4 incorporada em microemulsdo permeou
mais lentamente, em especial a formulagdo FO46, cujo montante em 48 h
foi de 10,3 mg.cm, enquanto a FO38 liberou 16,8 mg.cm=. Em ambos
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05 casos, essas quantidades sdo inferiores a amostra de Crodamol, que em
32 h permeou 18,1 mg.cm™ de P4.

Na Tabela 26 sdo apresentados os parametros obtidos com a
aplicacdo dos modelos ndo lineares aos dados. A equacdo de Higuchi
considera a proporcionalidade entre a quantidade cumulativa de fA&rmaco
liberado e a raiz quadrada do tempo, como indicador para a liberagédo
controlada por difusdo. Contudo, a equacdo deve ser usada com cautela,
pois deriva de pressupostos pseudo-estacionarios que dificultam sua
aplicacdo em sistemas reais. As hipoteses que devem ser consideradas
sdo: concentracdo do farmaco no sistema muito superior a solubilidade;
difusdo unidimensional; as particulas sdo muito menores que a espessura
do sistema; intumescimento (inchaco) das particulas desprezivel;
difusividade constante; condi¢do sink (SIEPMANN; PEPPAS, 2012).
Considerando a hipdtese de aceitacio desses pressupostos para o sistema
em estudo, observa-se por meio dos valores de RZ%j (Tabela 26), que a
equacdo de Higuchi ndo foi adequada aos dados de permeacéo.

Tabela 26 — Pardmetros obtidos com a aplicagdo dos modelos de Higuchi e Lei
de Poténcia aos dados de permeacdo in vitro.
Equacio de Higuchi: m(t) = k\/t

Coeficientes Crodamol FO38 FO46
Valor (erro) Valor (erro) Valor (erro)
kg 2,663 (0,206) 2,191 (0,066) 1,342 (0,046)
RZadj 0,882 0,977 0,968

Equacio Lei de Poténcia: m(t) = kt"

Coeficientes Crodamol FO38 FO46
Valor (erro) Valor (erro) Valor (erro)
k 1,039 (0,082) 1,515 (0,065) 0,938 (0,075)
n 0,836 (0,024) 0,616 (0,013) 0,613 (0,024)

RZadj 0,995 0,997 0,991

A lei de poténcia é um modelo mais abrangente, cujo expoente n
pode indicar o mecanismo predominante de liberacdo. A equacdo de
Higuchi ¢ a solugéo para um caso especifico desta lei, aplicada a por¢do
inicial dos dados, quando n = 0,5. Considerando que a liberagdo ocorre a
partir de um filme fino, quando n = 0,5 ha predominancia da difusdo no
transporte. Quando n = 1, a taxa de liberagdo independe do tempo e a
cinética torna-se de ordem zero. Neste caso 0 mecanismo € conhecido
como transporte de caso Il (case-1l transport), o qual indica liberagdo
controlada por intumescimento ou eroséo (SIEPMANN; PEPPAS, 2012).
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Para os ensaios realizados com Crodamol e microemulséo, a lei de
poténcia aplicada em toda extensdo dos resultados apresentou ajuste
adequado aos dados, com RZg>0,99 e baixos desvios. Nas trés
formulagBes apresentadas na Tabela 26 foram obtidos 0,5 <n < 1,0,
correlacionados com transporte anémalo, ou seja, ha presenca dos
mecanismos de difusdo e erosdo. Conforme Papadopoulou et al. (2006),
para esses casos, a Lei de Poténcia pode ser aplicavel em toda extensdo
dos resultados. E de fato quando aplicada apena a porcao inicial dos dados
(60%) produziu coeficientes semelhantes para Crodamol (n = 0,965;
R%q;=0,999); FO38 (n = 0,592; RZ%g = 0,993) e FO46 (n = 0,576;
Rzadj =0,970).

O maior valor de n foi observado para a amostra controle
(n =0,836). Neste caso a P4 esta dissolvida em Crodamol puro, onde ndo
h& barreiras impostas ao transporte além da membrana e viscosidade do
6leo, 0 que pode acelerar os mecanismos difusivos, tendendo a uma
cinética de ordem zero. Isso ocorre inicialmente, onde a velocidade de
liberacdo parece ser controlada exclusivamente por erosdo. Quando
aplicada a lei de poténcia nas primeiras 24 h, temos n = 0,898 + 0,011
(R%g; = 0,999), e no periodo até 10 h, n = 0,965 + 0,013 (R2%qj = 0,999).
Essa relacdo linear pode ser verificada na Figura 39, representado pela
linha tracejada.

As amostras com progesterona incorporada em microemulsao
apresentaram n~0,61 para toda extensdo dos resultados e valores ainda
menores para a por¢do inicial da curva (n<0,60). Possivelmente a
estrutura nanométrica propriciada pelos tensoativos auxilia na
manutencdo do sistema e retarda a liberacdo do farmaco, atuando como
barreira ao fluxo difusivo, o qual é reduzido e passa controlar a velocidade
de permeacéo do farmaco.

Conforme apresentado na Equacdo (22), quando em estado
estacionario a curva de permeacdo apresentou comportamento linear,
onde o fluxo (J) passa a ser constante. Na Tabela 27 é apresentada a
constante de fluxo obtida para cada formulacdo, assim como o coeficiente
de permeabilidade, definido pela Equacdo (23) e calculado pela
Equagcdo (24).

Tabela 27 — Fluxo (J) e coeficiente de permeabilidade (Kp) da P4.

Formulacio J (mg.cm%.h) Kp x 103 (cm.h)
Crodamol 0,65 20,4
FO38 0,29 12,8

FO46 0,17 3,0
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Em regime estacionario, o fluxo de farmaco obtido para FO38 foi
guase 2 vezes menor que a amostra controle, enquanto o fluxo da FO46
foi aproximadamente 3,8 vezes menor. Esse comportamento era esperado
em virtude da barreira difusiva imposta pela microemulsdo, tornando-a
mais adequada a liberacdo sustentada se comparada ao Crodamol puro,
pois permitiu incorporagdo de quantidade expressiva de P4 e apresentou
baixo fluxo, ou seja, aumento da capacidade de retencao.

E comum a utilizacdo de formulagdes com o farmaco em sua
atividade termodindmica maxima visando manter o fluxo elevado e
constante, e consequentemente, prolongar a eficacia clinica. Nessas
condi¢des, as moléculas em solucdo saturada estdo em equilibrio com o
s6lido puro ndo dissolvido (AULTON, 2005). Considerando esse aspecto,
0s testes de permeacdo foram realizados com as formulacGes contendo a
concentracdo maxima possivel de P4, conforme testes de incorporacéo
apresentados na Tabela 22.

O fluxo é dependente da concentracdo de farmaco na solugdo
doadora, a qual pode mudar de uma formulagdo para outra, por isso,
calcula-se o coeficiente de permeabilidade que normaliza esses efeitos.
Os valores de Kp apresentados na Tabela 27, foram préximos aos obtidos
em estudo de permeacéo realizado por Biruss; Kéhlig e Valenta (2007),
com pele abdominal suina e P4 incorporada em diferentes microemulsées
a base de lauril éter de polioxietileno, etanol, éleo de eucalipto e agua,
cujos coeficientes de permeabilidade ficaram entre 8,4x 10° e
14,4 x 103 cm.hL.

A microemulsdo FO46 permite a incorporacdo de elevada
guantidade de progesterona, aproximadamente o dobro da FO38, esse fato
somado ao baixo fluxo, levou a um Kp de apenas 3 x 10 cm.h't. Outra
consideracgdo a ser destacada é com relacdo a FO38, que incorpora menos
progesterona que o Crodamol puro devido ao teor de 4gua na formulacéo,
porém o Kp foi inferior a solucdo controle. Sendo assim, a analise do
coeficiente de permeabilidade confirma que as formulagGes de
microemulsdo podem ter acéo sustentada na liberacdo de progesterona.

6.4 CONCLUSOES

Os componentes avaliados possibilitaram a formacdo de
microemulsdo em ampla regido do diagrama de fases. Foram selecionadas
duas formulagGes para caracterizacdo: FO38 e FO46. A primeira possui
teor de agua de 45% e 10% de Crodamol e foi possivel incorporar
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24,7 mgpa.gme L. A FO46, com 10% de dgua e 35% de Crodamol, permitiu
incorporar até 52,5 mgps.gme .

A condutividade das formulagBes que compdem o diagrama de
fases pode ser explicada por modelo quadratico, cujos efeitos
significativos foram relacionados ao teor de &gua e tensoativo. A analise
deste parametro em toda extensao do diagrama permitiu melhor conhecer
a estrutura interna da microemulséo. A condutividade foi
significativamente crescente para formulagdes com mais de 25% de agua
e menos de 25% de Crodamol. Nessa regido, possivelmente a agua
encontra-se na fase continua da microemulsdo. O pH das formulagtes
FO38 e FO46 ficou entre 6,4 e 7,5, sendo apropriado para administragdo
parenteral. As gotas apresentaram tamanho inferior a 30 nm.

A analise reologica revelou que ambas as formulacdes
apresentaram comportamento Newtoniano em ampla faixa de
cisalhamento (0 — 600 s2). As viscosidades foram inferiores a 44,6 mPa.s
a 20°C. Em todos os parametros, as formulagfes FO38 e FO46 ndo
apresentaram alterages consideraveis na presenca de progesterona. De
modo geral e sob os aspectos avaliados, a progesterona apresentou
elevada solubilidade nas microemulsdes formuladas, as quais possuem
estabilidade e potencial de compatibilidade para prosseguir com testes
necessarios ao desenvolvimento de produto injetvel ou transdérmico.
Contudo, deve-se ressaltar a necessidade de estudos de toxicidade da
formulacdo devido a elevada concentracdo de tensoativos.

Nos ensaios realizados em célula de difusdo verificou-se que a
progesterona incorporada apenas em Crodamol (controle) apresentou
rapida permeacdo e perfil linear até 24 h. A quantidade liberada
acumulada em 32 h foi 18,1 mg.cm?. As microemulsGes apresentaram
permeacdo mais lenta, especialmente a formulagdo FO46, cuja quantidade
acumulada em 48 h foi 10,3 mg.cm?, enquanto a FO38 liberou
16,8 mg.cm?. A anélise da liberacdo com o modelo lei de poténcia
revelou que a amostra controle apresentou perfil tendendo a ordem zero
(n ~1) até 24 h, neste caso o processo é controlado por erosdo, ja que ndo
ha barreiras difusivas além do 6leo. Nas amostras de microemulséo, a
influéncia do mecanismo difusivo foi considerdvel (n ~ 0,61).
Possivelmente a estrutura nanométrica propriciada pelos tensoativos
auxilia na manutencdo do sistema e retarda a liberacdo do farmaco,
atuando como barreira ao fluxo difusivo, o qual é reduzido e passa
controlar a velocidade de permeagéo do farmaco.
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7 ENCAPSULACAO E LIBERACAO IN VITRO DE
PROGESTERONA  EM NANOPARTICULAS LIPIDICAS
SOLIDAS

7.1 INTRODUCAO

Nanoparticulas a base de lipideos sélidos foram desenvolvidas
para ser uma alternativa a outros modelos convencionais de liberacdo de
farmacos como emulsdes, nanoparticulas poliméricas e lipossomos. Em
geral, esses sistemas sdo constituidos de uma matriz lipidica sélida na
gual é incorporado o farmaco. Geralmente, NLS sdo constituidas de
materiais biodegradaveis e que ja& sdo utilizados em produtos
farmacéuticos e cosméticos. Considerando o potencial de utilizacdo de
NLS como carreador de farmacos hidrofobicos, este capitulo aborda a
producdo de NLS a partir de lipideos sélidos (acido laurico, &cido
estedrico e monoestearato de glicerila) e liquido (Crodamol GTCC®) para
encapsulacdo de progesterona. Séo avaliados aspectos de estrutura,
estabilidade, limites de incorporagdo e eficiéncia de encapsulagdo da
progesterona, além de ensaios de permeacdo em célula de difuséo.

7.2  MATERIAIS E METODOS
7.2.1 Materiais

Crodamol GTCC® (triglicerideos de cadeia média composto de
acidos caprico e caprilico), adquirido da Alpha Quimica utilizado como
lipideo liquido. Pluronic® F-127 utilizado como tensoativo ndo idnico,
dodecil Sulfato de Sddio (SDS, 99 %); acido laurico (C12H2402; p.f. 43 -
44°C); monoestearato de glicerila (C21H4204; p.f. 56 - 60°C); acido
estedrico (CigHz60; p.f. 67 — 71°C) adquiridos da Sigma-Aldrich. Agua
deionizada foi utilizada nas formulagdes.

7.2.2 Preparacio das Nanoparticulas Lipidicas Solidas

O procedimento de preparo das nanoparticulas lipidicas sélidas
(NLS) foi realizado conforme Meneses (2016) e Das et al. (2011), as quais
foram obtidas a partir de um lipideo so6lido e um lipideo liquido
(Crodamol GTCC). Solugdo de Pluronic F-127 de concentragdo
0,2 % (m/m) em 4gua foi utilizada como tensoativo ndo iénico. Realizou-
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se estudo preliminar com a avaliacdo de trés lipideos solidos: acido
laurico, monoestearato de glicerila e acido estearico. Foram avaliados 0s
seguintes teores de lipideo em solugdo: 0,5 1,0; 25 e
5,0% (Miipideo (total)/ VPiuronic 0,2%). Em todas as formulagbes a proporcéo
entre lipideo sélido e Crodamol foi 2:1.

Incialmente o lipideo liquido e solido foram misturados e
aquecidos em temperatura 10°C acima de seu respectivo ponto de fusdo,
mantendo agitacdo por 10 min. A amostra foi resfriada a temperatura
ambiente e entdo foi adicionada progesterona em quantidade previamente
estabelecida. Novamente a mistura foi aquecida para completa fusdo dos
lipideos mantendo a agitagdo por mais 10 min. A solugéo de Pluronic F-27
foi aquecida a mesma temperatura e adicionada na fase orgénica para
formacdo da emulsdo, a qual ficou sob agitacdo por 30 min em
temperatura constante.

A emulsdo foi submetida a ultrassom (Fischer Scientific,
Ultrasonic Dismembrator Model 500, 400 W) por 1 min (30 sone 10 s
off) em amplitude 50% para redugdo do tamanho das gotas. Por fim, as
particulas lipidicas solidas foram formadas com o resfriamento da
nanodispersdo em banho de gelo (2 — 4°C) por 10 min. Agitacdo
magnética foi mantida durante o processo de ultrassom e resfriamento.

7.2.3 Caracterizacao

7.2.3.1 Anélise da Distribui¢do de Tamanho

O tamanho das particulas (Dp) e o indice de polidispersao (PDI)
foi determinado em triplicata por Espalhamento Dinadmico de Luz
(Dinamic Light Scattering — DLS), utilizando equipamento Zetasizer,
Nano Series da Malvern Instruments. As amostras foram devidamente
diluidas em &gua deionizada e posteriormente as medidas foram
realizadas em temperatura ambiente (24°C).

7.2.3.2 Determinacéo do Potecial Zeta
Foi determinado em amostras selecionadas utilizando equipamento

Zetasizer, Nano Series da Malvern Instruments em pH 4,7 £ 0,2 e
temperatura ambiente (24 °C).
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7.2.3.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As analises de FTIR foram realizadas em espectrdmetro Agilent
Technologies (Cary 600 Series). Para obtencdo dos espectros, amostras
liofilizadas de NLS foram incorporadas em KBr, seguido da compressédo
para formacdo de pastilhas. As analises foram conduzidas com varreduras
na faixa de 4000 - 400 cm, com resolugdo de 2 cm™.

7.2.3.4 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As analises foram realizadas em equipamento Perkin-Elmer (Jade
DSC). Amostras liofilizadas de NLS foram analisadas em faixa de
temperatura de 10 a 160°C, com rampa constante de
aquecimento/resfriamento de 20°C.min, em atmosfera de nitrogénio
com vazdo de 20 mL.min. Foram realizados dois ciclos de
aquecimento/resfriamento.  Considerou-se o0 segundo ciclo de
aquecimento para determinacdo da temperatura de fus&o.

7.2.3.5 Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

Analises em TEM (JEM-1011 - 100 kV) foram realizadas para
caracterizacdo morfoldgica das particulas com e sem farmaco. Amostras
de NLS foram diluidas em agua deionizada a 0,5% e pingadas em grade
de cobre de 300 mesh cobertas com Formvar. Apds a secagem, as
amostras foram recobertas com filme de carbono para minimizar os
efeitos de degradacdo do feixe de elétrons.

7.2.4 Estabilidade Fisica

Foi realizada avaliacdo da estabilidade fisica da suspensdo de
nanoparticulas lipidicas ao longo do tempo. Para tal, amostras foram
armazenadas em refrigerador a 4°C por um periodo de 60 dias e
monitorados os parametros Dp, PDI e EE, além de alteracfes aparentes
como formacdo de precipitado e separacdo de fases.

7.2.5 Determinacio da Eficiéncia de Encapsulacio

O protocolo de determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE)
foi adaptado de Meneses (2016). O processo consiste na separa¢do do
farmaco ndo encapsulado por meio de ultrafiltragdo e centrifugacdo.
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Amostras em duplicatas de 500 pL da dispersdo de NLS foram colocadas
em dispositivo de ultrafiltraggo AMICON® ultra, ultracel — 100 kDa
(Millipore) e centrifugadas a 9168 xg (10000 rpm) por 30 min em
centrifuga Sigma modelo 3-16 KL. Aliquotas de 250 uL do permeado
foram diluidas em solucéo de SDS 5% e a absorbancia medida em 253 nm
usando espectrofotbmertro UV-Vis Rayleigh, modelo UV-2601. A
concentracdo de P4 (Cips) foi determinada por meio da curva de
calibracdo (Apéndice 1), considerando o devido fator de diluicéo.

Posteriormente, a fase organica retida no filtro foi lavada com a
adicdo de 400 pL de SDS 5% e centrifugada a 9168 xg por 30 min.
Novamente, aliquotas do permeado foram diluidas em solucdo de
SDS 5%, a absorbancia foi medida em 253 nm para obtencdo da
concentracdo na P4 na solucéo de lavagem (Czps).

Para o calculo da EE, considerou-se a concentragao total (Cpar) de
P4, calculada com base na massa adicionada no preparo da dispersdo de
NLS e a concentracdo de P4 livre (ndo encapsulada), obtida pelo
somatorio de Cipae Copa, conforme a Equacéo (26)

Cpar — (Cipy + C
EE (%) = par — (C1py 2P4-)x1

00 (26)

CP4T

7.2.6 Estudo de Permeacio In Vitro

Os experimentos de liberacdo in vitro foram adaptados de
Ren et al. (2012) e conduzidos em células de difuséo tipo Franz seguindo
0 protocolo j& descrito no Cap. 6, item 6.2.6. Os dados de liberagdo foram
tratados com regressdo ndo linear no programa OriginPro 8 SPR
(OriginLab Corporation, 2007) utilizando modelos cinéticos da Lei de
Poténcia (modelo Peppas) e Weibull, representados pelas EquacGes (19)
e (20). A constante de fluxo (J), definida a partir da primeira lei de Fick,
conforme Equacdo (22), foi estimada a partir da regido linear da curva e
o coeficiente de permeabilidade (Kp) calculado por meio da Equacéo (24),
ambas apresentadas no Cap. 6.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Caracterizacio de Nanoparticulas Lipidicas Solidas e
Eficiéncia de Encapsulacio

Um estudo preliminar foi realizado para avaliagdo da producgéo de
NLS com lipideos que apresentam diferentes pontos de fuséo: &cido
laurico (C12H2402; p. f. 43 — 44°C), monoestearato de glicerila
(C21H4204; p. f. 56 — 60°C) e &cido estedrico (C1sHssO2; p. f. 67 — 71°C).
Os valores de tamanho de particulas e PDI nas diferentes concentracdes
sdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28 — Diametros de particulas (Dp) e indice de polidispersdo (PDI) para
NLS preparadas com diferentes lipideos.

Lipideo Sélido Teor de Lipideo (%)* Dp (nm) PDI

0,5 130+1 0,32 +£0,04
Acido LAurico 1 144 +1 0,23 +£0,02
2,5 197 +£5 0,28 £ 0,05
5 2416 0,29 + 0,05
0,5 352+2 0,25 £ 0,01
- - 1 341+1 0,20 £0,01
Acido Esteéarico 25 344+5 017 +0.04

5 > 1000 > 0,40
0,5 146 £ 1 0,14 £ 0,02
Monoestearato de 1 243 +2 0,22 £0,02
Glicerila (MEG) 2,5 232+4 0,19 £0,01
5 353+9 0,39 £ 0,07

*Teor total de lipideo (MLipigeo/ Vsolugao) Na formulacéo (lipideo sélido + Crodamol).

Dentre os lipideos avaliados, 0 acido laurico é o que possui menor
cadeia de carbono, consequentemente, menor ponto de fusdo, o qual é
reduzido ainda mais com a incluséo de Crodamol na formulagdo. Para a
mesma condi¢do de preparo, 0s menores diametros de particulas foram
obtidos com 4cido laurico. Contudo, o sistema ndo apresentou
homogeneidade e mesmo em baixas concentragBes, uma fracdo
consideravel do lipideo ndo foi incorporada nas particulas. A utilizagéo
deste lipideo requer o estudo de outros tensoativos que aumentem a
estabilidade do sistema ou de inclusdo de processo de filtracdo para
retencdo do lipideo ndo disperso.

Um dos objetivos desse estudo preliminar foi verificar o teor
maximo que lipideo que é possivel incorporar na solucdo mantendo a
estrutura adequada das nanoparticulas e estabilidade do sistema, pois isso
permite, consequentemente, elevar o teor de farmaco em solu¢do. Em
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todos os casos as formulagBes com 5,0% de lipideo apresentaram
instabilidade, elevado tamanho de particula e PDI. Sendo assim, essas
formulagdes também foram descartadas para estudos posteriores.

Os testes realizados com acido estearico nas concentragdes de 0,5
a 2,5% indicaram estabilidade e uniformidade, principalmente nas
concentrages de 0,5 e 1,0%. Amostras com concentracdo de 2,5%
possuem Dp e PDI compativel com o esperado, porém, a homegeneizagdo
adequada da mistura lipidica na fase aquosa e o controle da etapa de
ultrassom é essencial para manter a estabilidade do sistema e
incorporacao de todo o lipideo nas particulas.

Formulagbes com MEG apresentaram tamanhos de particulas
cerca de 100 nm inferiores as NLS de acido esteérico. Apresentaram
estabilidade nas concentraces de 0,5 a 2,5%, porém as mesmas ressalvas
elencadas anteriormente para a concentracéo de 2,5%. A formulagdo com
0,5% formou NLS com Dp < 200 nm e PDI < 0,2, contudo estimou-se
que, devido ao baixo teor de lipideo, a quantidade de P4 a ser incorporada
seria baixa, 0 que limitaria aplicagdes desse sistema in vivo.

Sendo assim, os estudos posteriores de caracterizacdo e
incorporacdo de P4 foram realizados com as formulagdes de &cido
estearico e MEG, com concentracdes lipidicas de 1,0 e 2,5%. Na
Tabela 29 séo apresentadas as massas utilizadas e as concentracdes de P4
correspondente. Foram realizados testes com 5 e 10 mg.mL de farmaco
(mg P4 por mL de suspensao).

Tabela 29 — Formulacfes de NLS e relagdo P4/lipideo.
Sol.

Amostra it P Siko® @ @ (e

NLS 1% 5,0 25,0 0,167 0083 0,125 0,50

NLS1% 100 25,0 0,167 0083 0,250 1,00
2‘5'-02 5,0 25,0 0,417 0208 0,125 0,20
NLS 10,0 25,0 0417 0208 0,250 0,40

2,5%

Nao foi possivel incorporar 10 mg.mL™* de P4 nas formulacdes
com 1% de lipideo. Neste caso, a quantidade de lipideo ndo foi suficiente
para solubilizar a P4, com isso a fase organica ndo formou uma emulséo
homogénea ap6s a adicdo da fase aquosa. Sendo assim, identificou-se que
a relagdo de 1 gps.QLipiceo™ €Sta acima do limite de incorporacdo de
farmaco no sistema.
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Com as demais relagdes de concentragio (< 0,5 gra.QLipideo™®) fOi
possivel formar NLS mantendo a estabilidade do sistema. Os dados de
potencial zeta ficaram na faixa de -15 a -5 mV. Os resultados de tamanho
de particula, PDI e eficiéncia de encapsulacdo (EE) medidos no dia de
preparo e ap6s 60 dias, sdo apresentados na Tabela 30.

Tabela 30 — Diametros de particulas (Dp), indice de polidispersdo para NLS e
eficiéncia de encapsulacéo (EE).

c Dp (nm) PDI EE (%)
Amostra* P4
-1
(mg.mL™") . . . . . .
1 dia 60 dias 1 dia 60 dias 1 dia 60 dias
NLS 1 5 266+1 338+1 0,13 0,13 93,8+0,1 92,1+1,9
NLS 2 10 374+10 370£1 0,23 0,19 98,3+0,1 95,0+1,5
NLS 3 5 1901 185+1 0,20 0,15 95,4+0,6 92,7+0,1
NLS 4 10 2371 252+4 0,21 0,28 97,2+1,4 93,411

* NLS 1: Ac. est./Crodamol 1%; NLS 2: Ac. est./Crodamol 2,5%; NLS 3: MEG/Crodamol 1%;
NLS 4: MEG/Crodamol 2,5%.

Na observacdo visual macroscopica das amostras apresentadas na
Tabela 30, ndo foi identificado a formacdo de precipitado ou separacdo
de fases apds 60 dias de conservagdo das amostras sob refrigeracéo a 4°C.
Tampouco houve altera¢fes considerdveis nos tamanhos de particulas e
PDI nesse periodo.

A inclusdo de Crodamol nas formulag¢6es pode ter auxiliado na
manutencdo da estabilidade, considerando que NLS preparadas
exclusivamente a partir de lipideos sélidos podem sofrer processos de
gelatinizacdo e aumento do tamanho de particula no armazenamento
(MEHNERT; MADER, 2012).

Outro fator favoravel & inclusdo de Crodamol é a elevada
solubilidade de P4 neste 6leo e a prevencdo de modificagdo B nas
particulas, caracterizada pela formacdo de estrutura cristalina quase
perfeita que leva a expulsdo do farmaco da matriz lipidica (WEBER;
ZIMMER; PARDEIKE, 2014). A manutencéo da P4 nas particulas pode
ser verificada nos dados de EE na Tabela 30, onde ap6s o periodo de
armazenamento a reducdo neste pardmetro foi inferior a 4%. A
incorporacdo de componentes liquidos no sistema torna a matriz lipidica
menos organizada, permitindo a acomodag&o do farmaco em sua estrutura
(WISSING; KAYSER; MULLER, 2004).

Na Figura 40 sdo apresentadas micrografias de NLS obtidas em
MET. Devido ao baixo ponto de fusdo da mistura lipidica (MEG e



162

Crodamol), tornou-se dificil a obtencdo de imagens sem degradar as
particulas simultaneamente.

Figura 40 — Imagens obtidas em MET de nanoparticulas lipidicas sélidas de

A incidéncia do feixe de elétrons do MET inicia rapidamente um
processo de deformacdo das particulas. Como pode ser observado,
inicialmente as particulas apresentam morfologia esférica, porém, logo
sofrem deformagGes com a exposicéo.

Na Figura 41 é apresentada a caracterizacdo em FTIR de NLS de
acido estearico 1% com 5 mg.mL™ de P4. Conforme discutido no item
4.3.2 (Cap. 4), a P4 possui bandas caracteristicas do estiramento das
ligagBes -C=0 no carbono ligado ao radical metila (1698 cm™) e da cadeia
ciclica (1661 cm™) (ZOPPETI et al., 2007; LEIMANN et al. 2015), além
de absorcdo em 870 cm™ referente & deformacdo fora do plano do
hidrogénio ligado ao carbono sp? (ARAYA-SIBAJA et al., 2013).

Fortes bandas de absorcdo na regido entre 3000 — 2800 cm™
ocorrem para a P4 e acido estedrico, as quais correspondem estiramento
nas ligagbes -C-H; -C-CHs; e -O-CHz (STUART, 2004).
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Especificamente para o acido estedrico, a absorcédo préxima a 2912 cm-t
corresponde ao estiramento nas ligacdes —CH, (PUDNEY; MUTCH,;
ZHU, 2009). De acordo com Albuquerque et al. (2003), acidos graxos e
triglicerideos apresentam vibragdes entre 2960 — 2840 cm™ decorrentes
do estiramento da ligagio C-H dos grupos metil (-CHs) e
metileno (— CHy).

O 4cido estedrico possui ainda bandas caracteristicas em:
1697 cm™ devido ao estiramento no grupo carboxila (-C=0) (PUDNEY;
MUTCH; ZHU, 2009; ALBUQUERQUE et al., 2003; LEE; KIM, 1998);
1462 — 1471 cm? atribuida & deformacdo angular simétrica no plano
(tesoura) nas ligacBes —CHy; e 1295 cm™ referente ao estiramento na
ligacdo -C-OH (PUDNEY; MUTCH; ZHU, 2009).

Figura 41 — FTIR de progesterona, acido estearico e NLS (acido estearico 1%).
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Na andlise de NLS com 1% de lipideos (acido estearico e
Crodamol), houve a sobreposicdo de alguns picos e atenuagdo de outros
devido a diluigdo dos componentes. Contudo, na amostra com farmaco as
bandas referentes a absorcdo da P4 (1661 e 869 cm™) ficaram evidentes
guando comparadas com o espectro da amostra NLS Ref. A relacdo
P4/lipideo é elevada (0,5 grs.QLipideo) € pode ter dificultado a completa
solubilizacdo molecular do farmaco no interior da matriz lipidica.

Andlises em FTIR foram realizadas com MEG e NLS formadas a
partir desse lipideo, os resultados sdo apresentados na Figura 42.

Figura 42 — FTIR de NLS (MEG/Crodamol 1% e 2,5%) e P4.
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O MEG, quando analisado isoladamente, possui bandas de
absorcdo em: 2912 e 2845 cm™*, comuns em &cidos gragos e triglicerideos
devido ao estiramento nas ligagdes —CH2; 1738 cm? devido ao
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estiramento no grupo carbolixa, ligagio —-C=0; 1463 e 719 cm?
correspondem ao estiramento das ligacdes —C-H ao longo da cadeia
alifatica; 1172 cm™ devido ao estiramento nas ligagdes —C-OH; e em 1098
cm? ligada ao estiramento no grupo —C-O-C (PUDNEY; MUTCH; ZHU,
2009; PATEL et al., 2014).

Se comparado a Figura 41, a andlise de particulas de MEG
contendo 1% de lipideos e 5 mg.mL* de P4 (0,5 gpa.gLipideo™) indicou uma
melhor dispersdo do farmaco nas particulas, pois as bandas de absorcéao
da P4 apresentaram baixa intensidade. A amostra de NLS com 2,5% de
lipideo e 10 mg.mL™* de P4 apresentou bandas do farmaco ainda mais
fracas, neste caso a relacdo P4/lipideo € menor (0,4 gpa.Quipideo™). A
auséncia das bandas referente ao farmaco indica a completa encapsulacéo
na matriz lipidica (BUTANI; YEWALE; MISRA, 2016; PUCEK;
LEWINSKAB; WILKA, 2016). Esses resultados foram confirmados com
analise da mistura fisica de MEG/P4 (2:1) (dados apresentados no
Apéndice Il - Figura 52), onde as bandas de absorcdo da P4 ficaram
evidentes e com intensidade relativamente alta devido a ndo encapsulacao
do farmaco.

Na Figura 43 sdo apresentados os resultados obtidos em DSC para
P4, 4cido estearico puro e NLS contendo 1% de lipideos e 5 mg.mL* de
progesterona. Na Figura 44 sdo apresentados os resultados em DSC para
particulas com MEG/Crodamol

Figura 43 — DSC de P4, 4cido esteéarico e NLS com 1% de lipideos.
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Figura 44 - DSC de P4, MEG e NLS com 1% de lipideos.
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Como era previsto, 0 evento térmico relativo a fusdo das particulas
ocorre em temperatura inferior a fusdo do lipideo sdlido puro, em
decorréncia da presencga de Crodamol na formulagc&o. Além da diminuicdo
da temperatura de fusdo, ocorrem deformagbes nos picos em virtude da
mistura de componentes.

As fusbes dos lipideos ocorrem em temperaturas inferiores a fuséo
da P4, isso pode promover a solubilizagdo e incorporagéo do fa&rmaco no
lipideo durante a realizacdo da analise em DSC, mesmo quando nédo
encapsulado. Essa limitacdo foi confirmada com medidas realizadas na
mistura fisica de lipideo/P4 na proporg¢do de 2:1 (dados apresentados no
Apéndice Il — Figura 53), nas quais ndo foi possivel identificar a fusdo da
P4 misturada ao lipideo (ndo encapsulada).

7.3.2 Permeacio In Vitro

Foram realizados ensaios em célula de difusdo para avaliar o perfil
de permeagdo in vitro da P4 encapsulada nas diferentes formulagdes de
NLS. Na Figura 45 sdo apresentados os resultados obtidos para NLS
preparada a partir de acido estearico nas concentragdes lipidicas de 1 e
2,5%, com 5 e 10 mg.mL™ de P4, respectivamente.
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Figura 45 — Perfil de permeacéo de P4 encapsulada em NLS preparada com
acido esteérico/Crodamol (NLS 1 e NLS 2).

7,0 4
NLS 1

6,0 J— i ________ v ]

5,0 4 e
.

4,0 4
3,0 - 4
/
2,0 !
104 4

ONLS Ac. Est. 1% P4 5 mg.mL-1
00 ¥

Permeacéo (mg.cm-?)

0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tempo (h)

NLS 2
184 "L
1 J——— i
14 1 {/i'

’I

1.2 A

10 A
o8 { &

061 o
04
02
00

Permeacéo (mg.cm-?)

J

®
:: ONLS Ac. Est. 2,5% P4 10 mg.mL-1
0

4 8 12 16 20 24 28 32
Tempo (h)

As curvas obtidas para NLS 1 e NLS 2 apresentam perfis de
liberagdo distintos, indicando que o teor de lipideo e farmaco na
formulag&o pode influenciar o transporte para 0 meio receptor. Amostras
com 1% de lipideos e 5 mg.mL? de P4 (NLS 1) apresentaram
comportamento sigmoidal, com um periodo inicial de laténcia (2 h), mas
com aumento intenso e quase constante da taxa de fluxo nas horas
seguintes até atingir a assintota superior em aproxidamente 12 h, quando
a taxa cai expressivamente em virtude da dimimuicgéo da concentracdo do
farmaco no compartimento doador.

Conforme apresentado na Tabela 31, a equacdo de Weibull
apresentou ajuste adequado aos dados (R%qj > 0,99) e b > 1, indicando
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mecanismo de liberacdo ndo ocorre apenas por difusdo de Fick para
NLS1 (PAPADOPOULOU etal.,2006). Os resultados foram
confirmados com a aplicacdo da Lei de Poténcia que apresentou n > 1,
indicando que a liberagdo ndo pode ser explicada apenas pela difusdo de
Fick (SHAH et al. 2009; COSTA; LOBO, 2001)

Tabela 31 - Coeficientes obtidos com a aplicagdo das equacdes Lei de Poténcia
e Weibull aos dados de liberagdo da P4 encapsulada em NLS.
Eq. Lei de Poténcia: m(t) = kt"

Coeficientes NLS 1 NLS 2 NLS 3 NLS 4
k 0,170 (0,018) 0,304 (0,018) 0,462 (0,031) 0,155 (0,003)
n 1,533 (0,055) 0,707 (0,034) 0,556 (0,047) 0,585 (0,009)
R2adj 0,996 0,994 0,975 0,998
Eq. Weibull: m(t) = A — (A — B)Exp(—at?)
Coeficientes NLS 1 NLS 2 NLS 3 NLS 4
A 5,701 (0,079) 1,758 (0,044) 2,020 (0,118) 2,735 (2,136)
B 0,042 (0,057) 0,030 (0,071) 0,000 (0,000) 0,000 (0,000)
b 1,989 (0,106) 1,019 (0,130) 0,624 (0,116) 0,591 (0,127)
a 0,135(0,003) 0,164 (0,012) 0,157 (0,028) 0,009 (0,016)
RZuj 0,998 0,994 0,985 0,994

NLS 1: 1% de lipideos (Ac. Estearico + Crodamol) com 5 mg.mL" de P4;
NLS 2: 2,5% de lipideos (Ac. Esteérico + Crodamol) com 10 mg.mL™* de P4;
NLS 3: 1% de lipideos (MEG + Crodamol) com 5 mg.mL™* de P4;

NLS 4: 2,5% de lipideos (MEG + Crodamol) com 10 mg.mL™ de P4.

Enquanto a formulagdo com 1% de lipideos (NLS 1) apresentou
montante acumulado de liberagdo de aproximadamente 5,80 mg.cm™
apds 32 h, a formulagdo com 2,5% (NLS 2) liberou 1,76 mg.cm neste
tempo. Deve-se considerar que no primeiro caso a relacdo P4/lipideo é
maior, com isso ha maior tendéncia a difusdo para 0 meio menos
concentrado. A formulacdo NLS 2 apresentou b=1,0, compativel com
liberacdo de primeira ordem. Neste caso a constante a controla a cinética
de liberagéo e o gradiente de concentracdo e a solubilidade determinam
fragdo final liberada. A Lei de Potencia (n = 0,707) indicou a presenca de
transporte andmalo (presenca dos mecanismos de difusdo e erosao),
porém com predomindncia da erosdo. De acordo com
Papadopoulou et al. (2006), para valores de b=1,0, é frequente n estar
entre 0,6 € 0,8.

Os testes de liberagdo com NLS preparada com MEG séo
apresentados na Figura 46 (NLS 3 e NLS 4). Comparativamente aos
dados da Figura 45, a liberacéo nas particulas de MEG foi mais lenta. Por
isso a avaliacdo foi realizada em 48 horas. O montante de permeacéo



169

acumulado em todo o teste foi de 1,99 mg.cm? para NLS3 e de
1,22 mg.cm para NLS 4. Conforme verificado nos ensaios de FTIR, a
P4 parece ser melhor dispersa no interior de particulas formadas por MEG
e isso pode auxiliar na retencdo do farmaco.

Figura 46 — Perfil de permeacéo da P4 encapsulada em NLS preparada com
MEG/Crodamol (NLS 3 e NLS 4).
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Para os ensaios da Figura 46, os coeficientes apresentados na
Tabela 31 para NLS 3 e NLS 4, obtidos com a aplicacdo do modelo de
Weibull estdo correlacionados ao mecanismo de difusdo de Fick
(b < 0,75). O expoente n da lei de poténcia aplicada nas primeiras horas
de liberacéo ficou entre 0,5 e 0,6; indicando que 0 mecanismo erosivo nao
pode ser desprezado no inicio da liberacdo e pode estar atuando
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juntamente com a difusdo. A presenca de erosdo em pequenas proporgoes
pode ser explicada pela alta concentracdo de tensoativo no meio de
liberacdo, que pode solubilizar cadeias lipidicas nas camadas externas das
particulas.

O mecanimo difusional de liberacdo in vitro de particulas formadas
a partir de MEG ja foi identificado por outros autores. Kawish et al.
(2017) avaliou a liberacdo de nabumetona, farmaco hidrofébico com acédo
anti-inflamatéria, em carreadores lipidicos nanoestruturados (tamanho
aprox. 127 nm) formados a partir de MEG e acido oleico. A liberacéo in
vitro foi correlacionada com o mecanismo difusional de Fick, por meio
do modelo Lei de Poténcia, o qual apresentou n de 0,3924.
Hou et al. (2016) relacionou a liberacdo de cloridrato de betaxolol
encapulado em NLS formada de MEG com o mecanismo difusional por
meio da aplicacdo dos modelos de Weibull e Lei de Poténcia. Estes
modelos também foram empregados por Meng et al. (2016) na analise da
liberagdo in vitro de curcumina encapsulada em NLS formadas por
lipideos solidos diversos e TCM. A equacdo de Weibull apresentou
melhor ajuste com b > 1.

Com o teste de permecédo in vitro, verificou-se que é possivel
alterar a velocidade de liberagdo com mudancas na concentracdo de
farmaco e na matriz lipidica, que consequentemente altera 0 mecanismo
de liberacdo. Na Tabela 32 é apresentada a quantidade de P4 permeada
acumulada ao final dos ensaios, a constante de fluxo (J) e coeficiente de
permeabilidade (K;) estimados da porcao linear das curvas de permeagao.

Tabela 32 — Quantidade acumulada de P4 liberada, constante de fluxo (J) e
coeficiente de permeabilidade (Kp).
P4/Lipideo Qtd Lib. Acumulada

Cédigo (@reBiges) (mg.cm?) J (mg.cm2.h")  Kp x 10° (cm.h™)
NLS 1 0,5 5,80 + 0,40 0,6195 127,7
NLS 2 0,4 1,76 £0,20 0,1188 12,3

NLS 3 0,5 1,99 +0,09 0,0969 19,5

NLS 4 0,4 1,22 £0,22 0,0441 4.4

Avaliando a quantidade cumulativa de farmaco permeada e o
coeficiente de permeabilidade (Kp), temos a seguinte sequéncia em ordem
crescente: NLS 4 <NLS2<NLS3<NLS1 Comparativamente aos
dados de acido estearico/Crodamol, as formulacdes de MEG/Crodamol
apresentam perfil de permeagdo mais lento, provavelmente devido a
melhor solubilidade do farmaco nas particulas. Formulagdes com maior
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teor de lipideos e com menor relacdo P4/lipideos também apresentam
perfis de liberagdo mais lento, o que se deve possivelmente a diminuigdo
do gradiente de concentracdo entre meio doador e receptor.

74 CONCLUSOES

O sistema acido laurico/Crodamol apresentou pouca
homogeneidade e nem toda massa lipidica foi convertida em
nanoparticulas. Todas as formulagfes testadas com 5,0% de lipideo
apresentaram instabilidade, além de elevado tamanho de particula e PDI.

As formulagdes com &cido estearico/Crodamol e MEG/Crodamol
nos teores de 0,5 a 2,5% apresentaram estabilidade, uniformidade de
tamanho (100 - 400 nm) e eficiéncias de encapsulagdo acima de 93%.
Esses resultados persistiram por até 60 dias de armazenamento. O limite
de incorporacdo de progesterona na mistura lipidica encontra-se
entre 0,5 — 1,0 gpa.gLipideo™

As andlises de FTIR indicaram que a formulagdo MEG/Crodamol
pode favorecer a dispersdo da progesterona no interior das particulas se
comparadas ao sistema 4acido estedrico/Crodamol. Os ensaios de
permeacdo em célula de difusdo indicaram que alteracfes na matriz
lipidica e relagdo progesterona/lipideos produzem diferentes perfis de
liberagdo. As formulagfes com MEG/Crodamol e com menor relagédo
progesterona/lipideos apresentaram perfis de liberacdo mais lentos,
possivelmente em decorréncia da melhor dispersdo do farmaco no interior
dessas particulas e da diminuicdo do gradiente de concentracdo com o
meio receptor. Avaliando a quantidade cumulativa de farmaco permeada
e o coeficiente de permeabilidade (Kp), a sequéncia em ordem crescente
foi NLS 4 < NLS 2 < NLS 3 < NLS 1. A aplicagdo de modelo de Weibull
aos dados obtidos com MEG/Crodamol indicou a presenca predominante
do mecanismo difusional de Fick na liberacéo do fa&rmaco (b < 0,75).
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8 CONSIDERDACOES  FINAIS E PERSPECTIVAS
FUTURAS

Este trabalho abordou a incorporacdo e liberacdo in vitro de
progesterona (P4) em sistemas nanoestruturados. O Cap. 3 validou
método espectrofotométrico para determinacdo da progesterona
encapsulada em nanoparticulas de polimetacrilato de metila (PMMA). No
Cap. 4 foram apresentados os resultados de sintese, caracterizacéo,
eficiéncia de encapsulacdo e liberacdo in vitro referentes as
nanoparticulas deste polimero. Foram sintetizadas, via polimerizacdo em
miniemulsdo, particulas com morfologias de nanocapsulas e nanoesferas
com tamanhos entre 150 e 300 nm, com as quais foram realizados testes
de incorporacdo de progesterona em concentracdes de até 36 mgpa.guatex .
A EE para concentragdes de até 12 mgpa.graex* ficaram acima de 90%.
Contudo, em amostras com mais de 20 Mgpa.QrLaex” €SS€ parametro
apresentou maior variabilidade nos resultados. Nos ensaios de liberacdo
in vitro, nanoesferas apresentaram efeito burst com liberacéo inicial de
20% do farmaco encasulado. Nanocéapsulas apresentaram perfil de
liberacdo mais lento, possivelmente em decorréncia da solubilizacdo da
progesterona no nucleo 6leoso das particulas. Em ambos os modelos de
particula, os dados de liberagdo ndo podem ser explicados apenas por
difusdo de Fick. Este comportamento pode estar relacionado a
hidrofobicidade do farmaco e sua interagcdo com as particulas.

No Cap. 5, particulas de PMMA foram funcionalizadas com
grupos carboxilicos sensiveis ao pH por meio de copolimerizacdo em
miniemulsdo de metacrilato de metila (MMA) e &cido acrilico (AA). A
eficiéncia de encapsulagéo neste caso também ficou acima de 60%, porém
as particulas de P(MMA-co-AA) apresentaram aumento de tamanho com
20 mgpa.gusex € alteracdes no espectro de FTIR. Por titulometria
verificou-se que as superficies das particulas concentram
aproximadamente 54% dos grupos carboxilicos, 14% encontram-se no
interior das particulas e 32% solubilizados na fase aquosa. Verificou-se
gue ha uma aceleracdo da liberacdo em pH >6. Acima do pKa do
polimero ocorre a ionizagdo dos grupos carboxilicos e consequentemente
0 inchamento das particulas. A liberacdo por intumescimento foi
confirmada neste modelo de particula com a aplicacdo do modelo de
Weibull, cujos coeficientes obtidos foram correlacionados com
mecanismos combinados de liberagdo (intumescimento/difuséo).

O Cap. 6 tratou da producdo de microemulsdo (ME) apartir de
tensoativo ndo idnico e posterior incorporacgao de progesterona. A base da
microemulsdo foi formada por polisorbato 80 (Tween 80), 1-butanol,
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triglicerideos de cadeia média (Crodamol GTCC) e agua. Por meio de
diagrama de fases identificou-se a regido de formagdo de microemulséo,
na qual foram selecionadas duas formulagdes: FO38 (10% Oleo; 45%
tensoativo; 45% agua) e FO46 (35% Oleo; 55% tensoativo; 10% agua).
Nestas composicdes foi possivel incorporar 24,7 mges.gume’ €
52,5 mgps.gme?, respectivamente. Por meio de ensaios de permeacédo
realizados em célula de difusdo, verificou-se que ambas as formulagdes
retardam a liberacdo do farmaco se comparado ao controle (Crodamol
puro). Enquanto a amostra controle apresentou perfil de permeacéo
caracteristico de erosdo, na microemulsdo a permeacao foi correlacionada
com mecanismos difusivos/erosivos. Possivelmente a estrutura
nanométrica propriciada pelos tensoativos auxilia na manutencdo do
sistema e retarda a liberacdo do farmaco. Os aspectos de liberacdo
somados a estabilidade, comportamento reoldgico Newtoniano, baixa
viscosidade (<44,6 mPa.s) e elevada solubilidade para a progesterona,
tornam as microemulsdes obtidas aptas a prosseguir com testes para
desenvolvimento de produto injetavel ou transdérmico.

Por fim, o Cap. 7 abordou carreadores lipidicos sélidos (NLS),
avaliando a influéncia do tipo e do teor de lipideos em suspensdo na
encapsulacdo de progesterona, bem como na permagao in vitro. Dentre as
formulagdes avaliadas, as que apresentaram maior potencial para
incorporacdo de quantidades relevantes de progesterona foram: &cido
estearico/Crodamol (221) e  monoestearato  de  glicerila
(MEG)/Crodamol (2:1), ambas com concentracéo lipidica em suspenséo
de 1 e 2,5% (m/v). Estes sistemas apresentaram tamanhos de particulas
entre 200 e 360 nm e eficiéncias de encapsulacéo acima de 93%. O limite
de incorporagdo de progesterona ficou entre 0,5 — 1,0 gpa.QLipideo. POr
meio de ensaios de permeacdo em célula de difusdo, verificou-se que o
tipo de lipideo e a relacdo progesterona/lipideos resultam em diferentes
perfis de liberagdo. Formulagbes com MEG/Crodamol e com menor
relagdo progesterona/lipideos apresentaram perfis de permeacdo mais
lentos. Estes resultados podem ser decorrentes da melhor solubilizacdo do
farmaco nas particulas. Neste caso, os coeficientes obtidos com a
aplicacdo do modelo de Weibull estdo correlacionados ao mecanismo de
transporte por difuséo de Fick.

Considerando os sistemas nanoestruturados apresentados neste
estudo, todos possuem potenciais especificos para entrega de
progesterona em diferentes aplicacfes, porém necessitam de pesquisas
complementares, as quais sdo apresentadas abaixo, como sugestfes de
trabalhos futuros:
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. PMMA: sugere-se estudo de liberagdo in vitro com
formulagdes de nanocépsulas e nanoesferas contendo diferentes
concentragdes de progesterona.

. P(MMA-co-AA): sugere-se a realizagdo de estudos de
estabilidade do latex a longo prazo; realizacdo de reagdes de
copolimerizagdo com diferentes concentracdes de AA e analise do efeito
na distribuicdo de grupos carboxilicos, encapsulagdo e liberacdo de P4,
efeitos na viscosidade do latex e formacdo de gel; analise da composicao
do copolimero por meio de Espectroscopia RMN.

. Microemulsdo: sugere-se avaliagao de outros cotensoativos,
além de 1-butanol, que permitam reduzir a concentragdo deste agente na
formulacdo e consequentemente reduzir o potencial téxico da ME.
Sugere-se também realizar estudos de microscopia confocal para verificar
0 comportamento da ME quando em contato com a pele ou fase aquosa,
simulando condigdes de liberacéo in vivo.

o NLS: por ser um sistema relativamente diluido, sugere-se o
estudo de outras técnicas de preparo de particulas lipidicas solidas, como
por exemplo a partir de microemulsdo, visando elevar o teor de
progesterona em solucéo.

) Caracterizacao de particulas poliméricas e lipidicas: sugere-
se aprofundar a caracterizacdo utilizando técnicas como Difracdo de
Raios-X (DRX) e espectros de Reflexdo Total Atenuada no infravermelho
(ATR-FTIR).

. Estudos de citotoxicidade: este trabalho priorizou a
utilizacdo de componentes biocompativeis, porém € necessario
aprofundar estudos de citotoxicidade in vitro com nanoparticulas de
PMMA, P(MMA-co-AA), NLS e ME.

. Toxicologia in vivo: sugere-se realizar estudo toxicoldgico
abrangente com os sistemas nanoestruturados em questao.
) Liberacdo in vivo e eficacia clinica: apds os devidos estudos

toxicoldgicos sugere-se avaliar o perfil de liberacdo in vivo, assim como
a eficécia clinica para o propo6sito a que se destina.
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APENDICE 1

Validacao de Método para Determinacio de Progesterona em
Estudos de Liberacio In Vitro

Validagdo do Método Analitico

A validacdo de método para quantificacdo de progesterona em
protocolos de liberagdo in vitro seguiu os critérios estabelecidos pela
Conferéncia Internacional de Padronizacdo de Requerimentos Técnicos
para Registro de Produtos Farmacéuticos de Uso Humano (International
Conference on Harmonisation—ICH of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use) (ICH, 2005), ja
abordados no Capitulo 3.

Os ensaios foram realizados de modo a avaliar a linearidade,
precisdo, exatiddo, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo
(LQ). As andlises foram realizadas na UTFPR Campus Campo
Mourdo/PR, no Laboratério do Programa de Pés-graduacdo em
Tecnologia de Alimentos, utilizando Espectrofotdmetro Ocean Optics
modelo USB-650-UV-VIS Red Tide com largura de banda espectral
3 nm e exatiddo do comprimento de onda + 1,5 nm.

Para o estudo da linearidade foram obtidas trés curvas construidas
em dias diferentes. Em cada curva, solugdo padrdo de progesterona
contendo 100 mg.L"* foi preparada em SDS 5% e posteriormente diluida
em cinco concentracdes diferentes, variando de 1 a 20 mg.L™* (n = 15).
Cada concentracdo foi determinada em triplicada, considerou-se a média
desses pontos. A andlise foi realizada utilizando espectrofotometria UV
com leituras em 253 nm. A linearidade foi avaliada por meio de regressao
linear e a qualidade do ajuste do modelo foi verificada por analise de
variancia (ANOVA).

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram definidos
nos itens 3.2.3.3 e 3.2.3.4 (Cap. 3), respectivamente e calculados por meio
das Equacdes (1) e (2). A Recuperacdo, definida pela Equacgao (4), foi
utilizada para estimar a exatiddo por meio de analises em 3 niveis de
concentragdes com 6 repeticdes cada.

A precisdo foi avaliada com base no Desvio padréo relativo (DPR)
(Equacdo (3)), conforme definido no item 3.2.3.5 (Cap. 3). A precisao
intermediaria foi realizada com a repeticdo do procedimento analitico em
3 niveis de concentragbes com 6 repeti¢cfes cada, com procedimento
realizado no mesmo dia e pelo mesmo analista e equipamento. A
reprodutibilidade interlaboratorial foi avaliada com a reproducdo das
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analises no Laboratério de Analise Instrumental da UTFPR Campus
Campo Mourao/PR, com espectrofotdbmetro Ocean Optics modelo USB-
650-UV-VIS Red Tide.

Resultados de Linearidade, Limites de Quantificacdo (LQ) e
Deteccéo (LD)

Na Figura 47 é apresentada a curva padrdo obtida no teste de
linearidade. A analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 33,
confirmou que a regressdo linear foi significativa (Fcaiculado >> Feritico). O
modelo também ndo apresentou sinais de falta de ajuste, uma vez que o
valor de Feriico foi maior que 0 Feaiculado para um nivel de significancia
de 0,05.

Figura 47— Curva padrdo para quantificacdo da progesterona em SDS 5%.

L0 1 Abs = 0,0356%[Pa] + 0,0214
0.9 1 R? = 0,998

0,8 R2
0,7 -
06 -
05 -
0,4 3
03 -
02 - .
014 e
W+ -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

[P4] (mg.L)

o*
o
.
oo
.
o
.
.
.
.
.

Abs

Tabela 33 - Anélise de Variancia para o teste de linearidade.

Fonte de Soma Graus de Média Valores de F
Variacio Quadriatica Liberdade Quadratica  Feaculado  Feritico
Regressdo 0,940831 1 0,940831 3188,772 4,67
Residuos 0,003836 13 0,000295

Falta de

. 0,001772 3 0,000591 2,863090 3,71
Ajuste

Erro puro 0,002063 10 0,000206

Total 0,944667 14

@Valores criticos de F para o teste ANOVA unilateral (p < 0,05).

- Limite de detec¢do (LD) = 0,377 mg.L™
- Limite de quantificagdo (LQ) = 1,143 mg.L*



205

Resultados de Preciséo e Exatiddo

Os resultados de repetibilidade e exatiddo séo apresentados na
Tabela 34. As analises de precisdo intermediaria (intralaboratorial) e
reprodutibilidade (interlaboratorial) sdo apresentadas na Tabela 35, por
meio do desvio padrdo relativo (DPR).

Tabela 34 - Avaliagdo da repetibilidade e exatiddo do método em trés niveis de
concentragdo.

Amostra C (mg.L'YH C (mg.L'H C (mg.Lh)
Padrédo 15 4,0 20,0
1 1,3 4,1 19,4
2 1,2 40 19,4
3 14 3,9 19,4
4 1,1 4,0 19,3
5 1,3 41 19,3
6 1,3 4,1 19,2
Média (mg.L 1)} 13+0,1 40+0,1 193+0,1
DPR (%)’ 73 2.1 05
Rec. (%)* 84,8+6,2 1009+2,1 96,7+0,4

1 Média * desvio padréo; ? Desvio padrao relativo; * Recuperaco.

Tabela 35 — Avaliagéo de precisdo intermediaria e reprodutibilidade do método.
Resultados expressos em desvio padrao relativo (DPR, %) (n = 6).

C Padrao Dia 1/Analista Dia 2/Analista Analista Lab.

(mg.LY) A/Lab. 1 A/Lab. 1 B/Lab. I 11
1,5 7,35 6,97 9,97 9,87
4,0 3,02 2,13 5,47 5,56
20,0 0,60 0,45 1,02 1,49

De acordo com a Resolugdo n°899/2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003), que estabelece um guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos, o limite méximo aceitavel
para o desvio padrdo relativo (DPR) em ensaios de precisdo é 5%. Esse
parametro foi obtido para concentracdes acima de 1,5 mg.L™ nos ensaios
de repetibilidade. Amostras com concentracdo préxima ao limite de
quantificacdo podem apresentar maiores desvios.
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APENDICE 11

Dados de FTIR e DSC da Mistura Fisica de Particulas
Poliméricas/P4 e Lipideos/P4

Figura 48— FTIR da mistura fisica de nanoparticulas (NS) de PMMA Ref. com

Transmitincia (%0)

NS PMMA/P4 9246

progesterona nas proporcdes de 6, 9 e 16%.

1 Ns PamMAP4 696

4 NS PMMA/P4 16%0

3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Niimero de Onda (em™)
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Figura 50— FTIR da mistura fisica de nanoparticulas (NS) de
P(MMA-co-AA) Ref. com P4 na proporgao de 6%.

| NS P(MMA-co-AA)P4 6%

Transmitincia (%)

1661

3600 3400 3200 3000 2300 2600 2400 2200 2000 1300 1600 1400 1200 1000 800 600
Nimero de Onda (em)

Figura 51- DSC (1° rampa de aquecimento): a) NS PMMA-co-AA Ref.;
b) NS PMMA-co-AA ¢/ 12 mges.gLatex - (6% de P4 em solidos); ¢) mistura fisica
NS PMMA-co-AA Ref. e P4 (6% de P4).

a)

Fluxo de Calor
Endotérmico

—— PMMA-AA Ref.

30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Fluxo de Calor
Endotérmico

—— PMMA-AA P4 12mglg

30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

c)

Fluxo de Calor
Endotérmico

—— PMMA-AA/P4 6%

30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
Temperatura (°C)
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Figura 52— FTIR da mistura fisica de lipideos s6lidos (&cido esteérico; MEG) e
progesterona na proporgdo de 0,5gp4.GLipideo-

| Ac.Est/P4(2:1)
g |
£ 4
& » 870
g mEcre:D 1661
2
E
] A
1 1661 870

3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 300 600
Niimero de Onda (cml)

Figura 53— DSC (1° rampa de aquecimento) de: a) mistura fisica de &cido
estearico e P4 0,50gps.0Lipideo (2:1); b) mistura fisica de MEG e P4 0,5gpa.QLipideo
(2:2).

a)

f

Ac. Esteérico/P4 (2:1)

Fluxo de Calor
Endotérmico

30 50 70 90 110 130 150
Temperatura (°C)

b)

MEG/P4 (2:1)

Fluxo de Calor
Endotérmico

30 50 70 90 110 130 150

Temperatura (°C)



211
APENDICE III
Calculo Teérico da Incorporacio de Comondmero
As reacbes abaixo representam o modelo terminal de
copolimerizacdo (ou modelo Markov de primeira ordem) para dois
mondmeros (ODIAN, 2004):

~M1"+ M1 > ~MIM1* (K1)

~M1" + M2 > ~MIM2* (K1)

~M2"+ M2 > ~M2M2"  (Ky2)

~M2" + M1 > ~M2M1*  (Kz)

Onde:

~M1 = Cadeia em crescimento cujo ultimo monémero incorporado
foi 1;

~M2- = Cadeia em crescimento cujo Ultimo mon6émero incorporado
foi 2;

Kij = constante cinética da reacéo

As razGes de reatividade sdo definidas por:

= K1y
| = —
Kip
S K32
n= 7
K31

r = razdo de reatividade (preferéncia entre homopolimerizagdo e
copolimerizag&o).

Sendo 1 = MMA; 2 = AA, os valores das raz6es de reatividade a
25°Csaor =0,418er; = 1,73 (BRANDRUP; IMMERGUT; GRULKE
(2003). Em estado estacionério, define-se a equacdo de composigdo do
copolimero como (ODIAN, 2004):

dlm;] M X (r; X My + My)

F = =
° d[my] M, X (r; X My + M)
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Onde:

Fo = raz8o molar entre os dois mondmeros no copolimero
Mi = concentragdo molar do mon6émetro i

[mi] = concentragdo molar do mero i no copolimero

Sendo M; = 1,62 mol.L"* (MMA) e M2 = 0,25 mol.L (AA), temos

que:
m
[ma] _ 293
[m,]
Logo:
[m;] _ _ ~
N = 0,342 = 34,2% de AA emrelacdo a MMA
1

A estimativa tedrica da composicao para uma cadeia de copolimero
com 100 meros seria:

[my] + [m5] = 100
[m,] = 25,4 meros de AA

Ou seja, aproximadamente 25% de AA na cadeia polimérica. Em
cada 100 unidades na cadeia polimérica, 25 sdo de AA.
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APENDICE IV

Determinacio da Distribuicao da Fracao Molar de Acido Acrilico
no Latex de P(MMA-co-AA)

Padronizagédo de Solugdes

A solucdo foi prepara com 2,0408 g de NaOH em 500 mL de agua
deionizada (condutividade 0,05 pS/cm). A padronizacdo foi realizada
com hidrogenoftalato de potassio (MM = 204,22 g.mol!), conforme
Morita; Assumpcao (2005). Na Tabela 36 sdo apresentados os resultados
da padronizacéo.

Tabela 36 — Padronizagdo de solucdo de NaOH.

Rep. git(:irs(s)ﬁ; g;,) n°mols  Vol. NaOH (mL) M NaOH (mol.L")
1 0,731  0,0008476 97 0,0874
2 0,2076  0,0010166 11,6 0,0876
3 0,2014  0,0009862 115 0,0858
Média 0,087
Desvio Padrao 0,001

A solucdo de HCI foi padronizada com a solucdo de NaOH
padronizada, conforme Tabela 37.

Tabela 37 — Padronizagdo de solucdo de HCI.

Rep.  Vol.Sol. HCI  Vol. NaOH 0,087 M M HCI (mol.L™)
1 10 148 0,129
2 10 14,9 0,130
3 10 14,9 0,130
Média 0,129
SD 0,001

Teor de Acido Acrilico na Amostra de Analise

Com base na massa do mondmero acido acrilico adicionado a
formulag&o foi possivel estimar 0 nimero de mols total contido em 1 g de
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de latex. Essa estimativa refere-se a quantidade tedrica total de unidades
carboxilicas de AA presentes em amostra de latex, independente da forma
gue se encontra, se livre (ndo reagido), em oligbmeros sollveis ou
inserido no polimero que forma as nanoparticulas.

Tabela 38 — Quantidade total de unidades de acido acrilico por grama de latex

Massa AA amostra (g) 1,1119
Massa meio reacional (g) 60,3600
AA (g/glatex) 0,0184
AA (mol/glatex) 2,557E-04

Com base no nimero de mols de AA presente em 1 g de latex,
apresentado na Tabela 39, estima-se a quantidade na amostra de anlise
realizada em triplicata:

Tabela 39 — Quantidade de unidades de acido acrilico presente na amostra

Amostra 1 2 3
Massa latex (g) 2,0649 2,0071 2,0436
Mols AA (amostra) 5,279E-04 5,131E-04 5,225E-04

lonizacdo do Acido Acrilico Devido a Constante de lonizagao

Assumindo o pKa do copolimeros P(MMA-co-AA) igual ao do
PAA (4,5) (SWIFT et al., 2016), e sendo pKa = - log K, a constante de
ionizagdo (Ka) é 3,1622E-05. Sendo K, definido por:

_[H*][A47]
SNV VY

Quando a amostra é diluida em &gua deionizada e atinge o
equilibrio, a quantidade de ions H* é estequiometricamente igual aos ions
AA-, logo:

[H*] = VK, * [A4]

Dado o n°® de mols total de cada amostra na Tabela 39, a estimativa
do n° de mols ionizados na amostra foi apresentada na Tabela 40 abaixo:
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Tabela 40 — Estimativa tedrica da fracdo de H* ionizado no latex diluido devido
a constante de ionizagdo.

Amostra 1 2 3

Mols AA (amostra) 5,279E-04 5,131E-04 5,225E-04
Vol. Diluido (mL) 17 17 15

[AA] (mol.L") 0,0311 0,0302 0,0307
[H*] ionizado (mol.L") 9,910E-04 9,770E-04 9,858E-04
pH = -log [HH] 3,00 3,01 3,01

H" ionizado (mol) 1,685E-05 1,661E-05 1,676E-05
Fra¢io H* ionizado 0,032 0,032 0,032

A estimativa tedrica da fracdo de H* ionizado na amostra de latex
diluido foi de 3,2% do total de AA presente. Logo, essa fracdo esta
incluida no total de cargas acidas tituladas na fase aquosa.

Resultados da Analise de Grupos de Acido Carboxilico por
Titulacdo Potenciométrica

As anélises por titulometria foram realizadas conforme
procedimento descrito no item 5.2.3, adaptado de Zhang et al. (2014b),
porém com alteracBes. Os dados da titulacdo da fase aquosa sdo
apresentados nas Figura 54, Figura 55, Figura 56, para as amostras 1, 2 e
3, respectivamente. As titulagdes da fase polimérica (nanoparticulas) séo
apresentadas nas Figura 57, Figura 58, Figura 59.
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O ponto de equivaléncia foi determinado por meio da 12 e 22
derivada nos dados de titulacdo potenciométrica. Na Tabela 41 sdo
apresentados os resultados obtidos para a titulagdo na fase aquosa (AA
soltvel) e a Tabela 42 para as titulagcdes na fase polimérica (AA presente
nas particulas — cargas expostas).

Tabela 41 — Determinagdo de grupos acidos e estimativa da fragdo molar de
acido acrilico na fase aquosa.

Amostra 1 2 3
Vol. NaOH (0,087 M) gasto (mL) 1,954 1,912 1,940
Grupos acidos na fase aguosa (mol) 1,70E-04 1,66E-04 1,69E-04
Fracdo de AA estimada (mol/mol)* 0,322 0,324 0,323

Média + Desvio Padrdo 0,323 + 0,001
* Estimativa considerado que todo grupo &cido titulado na fase aquosa é decorrente de uma
unidade de &cido acrilico, podendo estar na forma monomeérica, associado a oligbmeros sollveis
na fase aquosa ou H* ionizado de meros de 4cido acrilico ligados as cadeias poliméricas em
camadas mais externas (expostas) das particulas.

Tabela 42 — Determinag&o de grupos 4cidos e estimativa da fragdo molar de acido
acrilico na fase polimérica.

Amostra 1 2 3
NaOH adicionado (mol) 4,35E-04 4,35E-04 4,35E-04
Vol. HCI (0,129 M) gasto (mL) 1,073 1,316 1,169

NaOH excedente (titulado por HCI) 1,70E-04 1,51E-04 1,51E-04
NaOH consumidos pelo H+
provenientes de meros de AA
Fracdo de AA na superficie das

2,96E-04 2,65E-04 2,84E-04

particulas (mol/mol)* 0,561 0,516 0,543
Média + Desvio Padrdo 0,540 +£ 0,023
Fracdo AA no interior das particulas 0,118 0,161 0,135
(mol/mol)**
Média + Desvio Padrédo 0,138 + 0,022
Fracédo de AA total nas Particulas*** 0,678 0,676 0,677
Média + Desvio Padrédo 0,677 +£0,001

* Estimativa considerando que todo grupo éacido neutralizado na fase polimérica (suspensdo de
nanoparticulas) encontra-se exposto na superficie das particulas.

**Estimado por meio da diferenca entre a quantidade de acido acrilico adicionado a formulacéo
e as quantidades determinadas na fase aquosa e polimérica.

***Soma das quantidades determinadas na superficie das particulas e interior das particulas.
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