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“Sex is the queen of problems in evolutionary biology. Perhaps no other natural

phenomenon has aroused so much interest; certainly none has sowed as much confusion.”
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RESUMO

No presente trabalho propds-se a formagdo de carreadores orais compostos pelos polimeros
sintéticos PLA (poli(L-4cido latico)), PLGA (poli(50/50 DL-4cido latico-co-glicdlico)) e PCL
(policaprolactona) para a construgdo de sistemas de liberacdo controlada de 17a-metiltestosterona (MT)
pelo método de precipitacdo das solugdes pelo uso de CO, supercritico como antisolvente. A influéncia
da pressdo, da concentracdo hormonal, dos polimeros e da vazdo da solucdo polimérica foi analisada.
Particulas de PLA com didmetros entre 5,4 a 20,5 um foram eficientemente produzidas, observando-se
que o aumento na concentracdo da solug¢do polimérica foi capaz de produzir particulas menores e que o
aumento da vazdo de solucdo polimérica resultou em aumento no tamanho das particulas produzidas.
Nao foram observados efeitos sobre a morfologia e distribuicio de tamanhos das particulas com a
variacdo da pressdo. Notaram-se também nas particulas de PLA mudangas nas caracteristicas mecanicas
e fisicas do polimero, como a reducdo da temperatura de transi¢do vitrea do polimero. A producdo de
particulas de PLA na presenca de MT resultou em aumento no tamanho médio e alteracdes nas
caracteristicas morfoldgicas superficiais das particulas. Praticamente nio se observaram alteragdes na
temperatura de transicdo vitrea e de fusdo das particulas quando estas foram produzidas na presenca de
MT. As andlises de potencial zeta das particulas mostraram que estas possuem forte tendéncia a
floculag@o. Obtiveram-se também particulas de PLA/PCL a partir da mistura destes polimeros a razdes
de 1/9 a 1/1 m/m. Altas concentra¢gdes de PCL provocaram aumento no didmetro médio das particulas,
que se mostraram mais agregadas e rugosas. A eficiéncia de incorporacio de MT nestas particulas variou
de 25,6 a 64%. Verificou-se a alteracio do comportamento térmico das particulas quando altas
concentracdes de MT foram empregadas, notando-se a formagdo de estruturas mais amorfas. As
particulas de PLA/PLC ndo se mostraram estdveis quando submetidas aos ensaios de potencial zeta.
Particulas de PLA/PLGA foram também produzidas, apresentando didmetros médios que variaram de 23
a 98 pm. A eficiéncia de incorporacido de MT foi igualmente ampla, entre 41 a 90%. A cristalinidade das
particulas foi afetada pelo processo, sendo que a presenca de MT levou a formacdo de estruturas mais
amorfas e porosas. A cinética de liberacdo da MT foi analisada in vitro pela exposicdo das particulas a
solucdes com diferentes valores de pH. As menores taxas de liberagdo foram obtidas para as particulas
de PLA, enquanto as particulas de PLA/PCL e PLA/PLGA produziram comportamentos similares entre
si. Observou-se que a quantidade de particulas teoricamente necessdrias durante o tratamento de
reversdo sexual de tildpias do Nilo variou conforme a composicdo dos dispositivos, sendo estes valores

entre 34 a 88 g de particulas/kg de ragdo.

Palavras-chave: PLA, PCL, PLGA, 17a-metiltestosterona, tildpia do Nilo, microparticulas, liberagdo

controlada, CO2, fluido supercritico, SAS.
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ABSTRACT

In this work, the aim was to produce oral carriers consisting of the synthetic polymers PLA
(poly(L-lactic acid)), PLGA (poly(50/50 DL-lactide-co-glycolide)) and PCL (polycaprolactone) by the
precipitation of the polymer solutions using supercritical CO, as an antisolvent for the controlled release
of 170-methyltestosterone (MT). The influence of pressure, hormone and polymers concentration, as
well as of the flow rate of the polymer solution on the formation of these devices was analyzed. PLA
particles with diameters between 5.4 to 20.5 um were efficiently produced; increases in the
concentration of the polymer solution resulted in smaller particles, while increasing the flow rate of
polymer solution caused an increase in particle mean diameter. No significant effects on morphology
and size distribution of the particles were observed with pressure variation. Changes in the mechanical
and physical characteristics of the PLA particles were also noticed, as reduction in the glass transition
temperature of the polymer. PLA particles prepared in the presence of MT showed larger average
diameters and changes in surface morphology. The presence of MT did not result in changes of the glass
transition and fusion temperatures of the particles. Zeta potential analyzes showed that the particles have
a strong tendency to flocculate when exposed to aqueous solutions. PLA/PCL particles were obtained
from the mixture of these polymers at ratios from 1/9 to 1/1 w/w. High concentrations of PCL caused
increased formation of particles with greater mean diameters, which were rougher and had a higher
tendency to aggregate. The incorporation efficiency of MT ranged from 25.6 to 64%, accompanied by an
increase in mean diameter. Changes in the thermal behavior of the particles were observed when high
concentrations of MT were used, which led to the formation of more amorphous structures. PLA/PLC
particles were not stable when subjected to tests of zeta potential. PLA/PLGA particles were also
produced, with mean diameters ranging from 23 to 98 um. The incorporation efficiency of MT was also
broad, varying from 41 to 90%. The process affected the crystallinity of the particles, and the presence
of MT led to more amorphous and porous structures. The behavior of the PLA, PLA/PCL and
PLA/PLGA particles regarding the in vitro release kinetics of MT was analyzed through exposure of the
obtained systems to different pH conditions. The lowest release rates were observed for PLA particles,
while the PLA/PCL and PLA/PLGA particles showed similar performances. It was observed that the
theoretical amount of particles needed for the sex reversal treatment of tilapia varied according to the
composition of the devices (polymer type and ratio, as well the quantity of MT). Depending on the

device, the daily required amounts of particles can vary between 34-88 g particles/kg of fish feed.

Keywords: PLA, PCL, PLGA, 17a-methyltestosterone, Nile tilapia, microparticles, controlled release,
CO,, supercritical fluid, SAS
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1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa e Relevancia

O declinio dos estoques pesqueiros promoveu, nos ultimos anos, o ripido
crescimento da aquicultura, sendo que em menos de uma década a producao mundial de
peixes em cativeiro mais que dobrou. Este crescimento é, acima de tudo, fruto da continua
expansdo da populacdo mundial, e das crescentes necessidades por novas fontes protéicas.
Atualmente, mais de 200 espécies sdao produzidas por esta atividade, entre peixes,
crustdceos, moluscos e plantas aquéticas, que ja atendem, segundo dados da FAO (2008),

mais de 30% do consumo alimentar humano de base protéica.

A aquicultura caracteriza-se pela criacio racional de peixes em um sistema pratico
e seguro, sob condi¢des controladas, que permitam ao peixe crescer e reproduzir-se, sendo
que a intervengdo sobre o ciclo de vida do animal bem como a auséncia de predadores
naturais, a restricdo e o controle de agentes competidores permitem o melhoramento no
suprimento de alimentos, com provisdo da maioria, sendo de todos, os requisitos
nutricionais humanos (NAYLOR et al., 2000). No entanto, apesar da criacdo de peixes em
cativeiro ser uma atividade com grande potencial socioecondmico, ela ¢ acompanhada do
aumento da densidade populacional de peixes, que implica em preocupacdes com relacdo a
implantacdo de sistemas de criacdo mais racionais e produtivos, de modo a possibilitar a
exploracdo de sistemas de criacdo em larga escala. Além disto, cuidados relacionados ao
manejo dos peixes, controle de doencas e infec¢des provocadas por virus, fungos,
bactéricas e parasitas e a geracdo de produtos residuais oriundos desta atividade devem

também ser considerados.

Aliado a isso, aspectos como o controle da reproducdo e do crescimento das
espécies em cativeiro devem ser considerados. O primeiro aspecto € responsavel pelo
controle da maturacdo precoce e pela reproducdo descontrolada, que podem levar ao

superpovoamento dos tanques, implicando em competicdo por espaco e alimento,



ocasionando baixo crescimento e heterogeneidade no tamanho (MAINARDES-PINTO et
al., 2000). Ja o segundo aspecto € importante visando garantir a elevacdo da conversao
alimentar, que é evidenciado pelo aumento na eficiéncia na producdo de filés e pela
aceleracdo do crescimento dos peixes. A longo prazo, o controle do crescimento animal
reduziriam os custos com manejo, e tornariam mais rapida a disponibiliza¢do de alimento
ao mercado consumidor. Assim, pesquisas tém sido focadas no desenvolvimento de
veiculos para a administracdo de hormodnios, drogas e vacinas para estes animais, além de
para os seres humanos, ja que estes propiciariam a explora¢do do sistema de criagdo em

larga escala de peixes mais sauddveis, com maior potencial de crescimento controlado e

com alta conversao alimentar.

Como o manejo destes animais € a parte mais critica com relacdo a administracao
de agentes ativos, a obten¢do de carreadores orais de drogas, que poderiam ser facilmente
incorporados a ragdo, parece ser bastante atraente. Assim, no presente trabalho propde-se o
estudo da produgdo de tais dispositivos para a liberacdo controlada de um hormdnio
comumente empregado na piscicultura, a 17a-metiltestosterona (MT). A MT € um
hormonio masculinizante, capaz de promover a inversdo sexual dos peixes. Esta abordagem
¢ bastante interessante uma vez que permitiria a formacdo de populagdes monossexo,
evitando-se assim, problemas relacionados ao superpovoamento dos tanques, as desovas
assincrOnicas e o crescimento ndo uniforme dos peixes. Neste contexto, os polimeros
sintéticos  biocompativeis poli(dcido latico), poli(dcido litico co-glicélico) e
poli(caprolactona) mostram-se bastante interessantes do ponto de vista da formagdo de
particulas capazes de encapsular este hormdnio, conforme se observa na literatura atual.
Para a obtencdo de tais dispositivos, tecnologias baseadas no uso de fluidos supercriticos
tém se mostrado muito atraentes, visto que sdo capazes de produzir tais dispositivos com
altas taxas de incorporagdo de agentes ativos. Dentre os fluidos supercriticos usados na
formacgao de particulas, destaca-se o di6xido de carbono que, além de ambientalmente
seguro, possibilita a formagdo de dispositivos de variadas formas e tamanhos a partir de
diferentes matrizes poliméricas. Aliado a isso, destaca-se a grande versatilidade das
técnicas baseadas no uso de fluidos supercriticos, que permitem, através de pequenos

ajustes nas condi¢des operacionais empregadas, a manipulacdo das caracteristicas finais dos
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dispositivos e mesmo das quantidades e localizagdo dos agentes bioativos incorporados.

Até o presente momento, ndo foram localizadas na literatura consultada, referéncias a este

tema de estudo em particular, o que caracteriza o cardter inédito do presente trabalho.

1.2. Objetivo

O objetivo geral deste trabalho foi produzir carreadores de hormodnios para a

administracao por via oral em peixes do tipo tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), uma

das espécies mais cultivadas em cativeiro no Brasil, enfocando especificamente a 17a-

metiltestosterona, usando-se a tecnologia de fluidos supercriticos.

Na etapa de desenvolvimento dos carreadores hormonais, foram empregados na

formulacdo das microparticulas os polimeros biocompativeis PLLA (poli(L-4acido latico)),

PDLGA (poli(50/50 DL-4cido latico-co-glicdlico)) e PCL (policaprolactona), tendo-se as

seguintes metas e objetivos especificos:

Obtencgdo de particulas de PLA, PLGA e PCL e de blendas de PLA/PLGA e
PLA/PCL, pelo uso de tecnologia supercritica, capazes de encapsular e
proteger o hormonio de reversao sexual das condicdes adversas do trato

gastrointestinal dos peixes;

Determinacdo da influéncia de varidveis operacionais como temperatura e
pressdo na formacao das microparticulas por CO, supercritico, assim como da
razdo massica CO, supercritico/solucdo polimérica, da variacdo da
concentragdo hormonal e dos polimeros durante a formacdo das particulas nas
caracteristicas finais do material produzido, tais como tamanho, morfologia,
comportamento térmico e cristalinidade do material, eficiéncia de incorporagao

do agente ativo e distribuicao de cargas na estrutura da matriz polimérica;



* Estudo da estabilidade quimica e morfologica das particulas e de sua
capacidade de liberacdo controlada dos agentes ativos in vitro, assim como o

ajuste dos dados obtidos a diferentes modelos cinéticos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sao abordados aspectos relevantes a produgdo de tildpias do Nilo
em cativeiro, bem como a reversdo sexual destes peixes através da administracdo de 17a-
metiltestosterona. Sdo considerados também temas como a incorporaciao de agentes ativos
em dispositivos de liberacdo controlada, as matrizes poliméricas comumente usadas e as

tecnologias atualmente disponiveis para tal.

2.1. Producao em larga escala de tilapias do Nilo em cativeiro

De acordo com DRUMMOND (2007), o cultivo de tildpias teve inicio
primeiramente em 1924, no Quénia, sendo posteriormente implantado no Congo. Na
década de 1950 foram encontrados relatos da ampla disseminacdo da tilapicultura por
diversas partes do mundo, sendo esta usada, em especial, para garantir a subsisténcia
alimentar em paises em desenvolvimento. Devido as suas caracteristicas e ao facil manejo
em tanques de criacao, as tildpias sdo, atualmente, o segundo maior grupo de peixes criados
em cativeiro (depois das carpas), com uma produ¢do mundial anual de cerca de 2,3 milhdes
de toneladas (segundo dados da FAO, 2008 e BOSTOCK et al., 2010), apresentando o
maior crescimento percentual entre os principais grupos de peixes cultivados na aquicultura

mundial (DRUMMOND, 2007).

Dentre as diversas espécies de tilapias, a Oreochromis niloticus, ou tildpia do Nilo,
tem amplo destaque devido ao seu grande potencial na aquicultura. Essa espécie foi
primeiramente implantada no Brasil na década de 70, sendo oriunda do oeste africano
(BOSCOLO et al., 2001). No ano de 2008, a produgdo de tildpias do Nilo em cativeiro no
Brasil chegou a 95.000 toneladas, sendo que este valor representa cerca de 45% de todo
pescado produzido no Brasil por esta atividade (FAO, 2008). Deve-se salientar também

que, similarmente ao que vem acontecendo no resto do mundo, no Brasil, a produgdo de



tildpias tem aumentado significativamente ao longo dos dultimos 15 anos, com um
crescimento médio de 18,5% ao ano (FAQO, 2008) . Ainda de acordo com dados da FAO
(2008), esta seria a principal razdo pela qual se observa, no Brasil, o crescente surgimento
de fazendas destinadas ao cultivo desta espécie, devido especialmente a grande demanda e
rentabilidade da atividade, que somente no ano de 2008, gerou cerca de 206 milhdes de

ddlares com os lucros oriundos do cultivo desta espécie em particular.

Além disso, observa-se que a alta adaptabilidade da tildpia ao clima tropical
brasileiro € bastante favoravel a atividade, visto que € possivel criar este tipo de peixe desde
a regido amazonica até o estado do Rio Grande do Sul. Apesar de ser uma espécie de clima
predominantemente quente, tolerando temperaturas que variam de 20 a 30 °C, as tildpias
também sdo capazes de suportar temperaturas mais baixas, de cerca de 12 °C

(DRUMMOND, 2007).

O grande potencial da espécie para a criacdo em confinamento se deve a vdrias
caracteristicas, como sua rusticidade (BORGES er al., 2005) e suas altas taxas de
crescimento (CHAKRABORTY e BANERIJEE, 2009), de modo que atingem o peso
comercial em um curto intervalo de tempo (DRUMMOND, 2007). Sua alta adaptabilidade

em confinamento (BOSCOLO et al., 2001) é também um de seus principais atrativos.

As tildpias sdo bastante resistentes ao superpovoamento (DRUMMOND, 2007),
apresentando facil desova, contando também com alta tolerancia a condi¢des ambientais
adversas (CHAKRABORTY e BANERIJEE, 2009), tais como mudancgas na salinidade,
temperatura e concentracoes de oxigénio (BOSCOLO et al., 2001) e amonio (DIAS-
KOBERSTEIN, 2007). As tildpias do Nilo possuem maior resisténcia a doengas quando
comparadas a outras espécies de peixes (CHAKRABORTY e BANERIJEE, 2009), sejam
elas virais, bacterianas e/ou parasitirias (DRUMMOND, 2007), o que as torna ainda mais

atraentes do ponto de vista comercial.

A tildpia do Nilo possui hédbito alimentar onivoro, respondendo com a mesma
eficiéncia a ingestdo de proteinas de origem tanto vegetal quanto animal (DRUMMOND,
2007). Esta espécie também aceita ragdes artificiais desde a fase larval (DIAS-

KOBERSTEIN, 2007) até a fase de terminagao (BOSCOLO et al., 2001).
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Além disso, a tildpia possui conversao alimentar eficiente, o que propicia um alto
rendimento em filés (MAINARDES-PINTO et al., 2000; BORGES et al., 2005), com carne
de otima qualidade tanto nutricional quanto sensorial, apresentando coloracdo clara
(DRUMMOND, 2007). A sua alta aceitacio no mercado consumidor (BORGES et al.,
2005; CHAKRABORTY e BANERIJEE, 2009) deve-se especialmente a auséncia de
espinhos musculares em “Y” e as caracteristicas organolépticas de seus filés (DIAS-
KOBERSTEIN, 2007), que apresentam ainda baixo teor de gordura e de calorias
DRUMMOND, 2007).

Apesar de todas essas caracteristicas que tornam atraente a producdo de tildpias
visando a industrializacdo de sua carne, existem algumas desvantagens e obstidculos que
ainda precisam ser superados, como as desovas parceladas e a baixa fecundidade. Destaca-
se, entretanto, que a baixa fecundidade acaba sendo compensada pelas desovas
assincronicas, com altas taxas de sobrevivéncia dos alevinos (DRUMMOND, 2007). Outro
problema estd relacionado a excessiva reproducdo da espécie (CHAKRABORTY e
BANERIJEE, 2009), atribuida a maturidade sexual precoce (BORGES et al., 2005), que
pode levar ao excesso populacional nos viveiros (DIAS-KOBERSTEIN, 2007),
propiciando a competicao dos peixes por espagco e alimento, o que, por sua vez, pode

resultar em variacdes na taxa de crescimento entre os animais, culminando no aumento da

heterogeneidade de tamanho (MAINARDES-PINTO et al., 2000).

Os altos gastos energéticos com a cOpula e/ou desova frequentes também sao
relatados como um dos incovenientes na produ¢do em cativeiro (BORGES et al., 2005;
DIAS-KOBERSTEIN, 2007). As fémeas frequentemente desviam parte da energia que
seria comumente gasta no crescimento para a reproducdo. Assim, durante este periodo, elas
tendem a praticamente nao se alimentar (devido ao tempo gasto com a incubacao bucal dos
ovos e/ou larvas), levando a uma sensivel perda de peso, que acaba resultando na reducdo
da qualidade da carne e na maior susceptibilidade a doencas infecciosas (DRUMMOND,

2007).

E frequente se observar o crescimento diferenciado entre fémeas e machos, sendo

que os ultimos apresentam melhor conversao alimentar quando cultivados em populagao



monossexuada (BAROILLER et al., 2009), devido especialmente aos efeitos anabdlicos

dos andrégenos e ao direcionamento energéticos das fémeas para a reprodugdo

(DRUMMOND, 2007).

Desta forma, como medida paliativa aos inconvenientes oriundos da producao de
tildpias em populagdes mistas, tém se buscado alternativas para o controle reprodutivo das
espécies (DIAS-KOBERSTEIN, 2007) por diversas técnicas. A estratégia mais comum,
prética, efetiva e vidvel economicamente € a inversdo sexual pelo uso de homonios
masculinizantes, que possibilita orientar a producao de peixes com fenétipos de machos. A
descricdo desta técnica e de suas implica¢des sdo apresentadas mais detalhadamente a

seguir.

2.2. Diferenciacao sexual de peixes por administracao de hormonios

Como mencionado anteriormente, a técnica mais comum para a producdo de
populacdes monossexuadas € a inducdo da reversao sexual pela administracio de
hormonios esterdides (GALE et al., 1999). Sendo assim, o conceito de manipulacdo da
diferenciacdo sexual de peixes pela administracdo de esterdides exdgenos tem sido
amplamente utilizado para alterar o fenétipo de peixes ornamentais, principalmente como
alternativa rotineira a produg¢do de populacdes monossexuadas de tildpias do Nilo

(BEARDMORE et al., 2001).

Segundo BEARDMORE et al. (2001), existem mais de 16 tipos de androgenos
naturais ou sintéticos que tém sido usados na reversio de peixes, sendo que 0 mais
comumente aplicado é a 17a-metiltestosterona. Este composto pode ser administrado por
imersdo ou por via oral (pela suplementacdo da dieta alimentar dos peixes)
(WASSERMANN e AFONSO, 2003; ARSLAN e PHELPS, 2004), sendo esta ultima
forma preferencial, devido especialmente ao seu carater nao-invasivo (GALE et al., 1999).
O mecanismo de acdo deste hormonio esterdide na inducdo da reversdao sexual de peixes

ainda ndo é completamente esclarecido, sendo que a sua forma de atuacao mais provavel é
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consequéncia de sua acdo direta sobre a pituitdria de teledsteos (LI et al., 2006), por
elevacao do nivel de hormonio gonadotrépico de machos e fémeas ainda nao diferenciados
sexualmente (CARRASCO et al., 1999). A estrutura quimica da 17a-metiltestosterona é

mostrada na Figura 1.

CH

O

Figura 1: Estrutura quimica da 17o-metiltestosterona (adaptado de LAGANA et al., 2001;
BARRY et al., 2007). A seta indica o grupo metil no carbono de posicao 17.

A metiltestosterona ¢ uma molécula hidrofébica de tamanho relativamente elevado
(SCHARDEIN e MACINA, 2006), sendo capaz de participar de interacdes do tipo ligacdo
de hidrogénio com outros compostos, sendo que o = O pode participar como receptor de H
e o OH como doador de H. Algumas propriedades fisico-quimicas relevantes deste

hormonio sdo mostradas na Tabela 1.

Usualmente, a 17a-metiltestosterona tende a ser mais potente e resistente ao
metabolismo que a testosterona, efeito este resultante da presenca do grupo metil acoplado
ao carbono 17, que acaba por tornar mais dificil a excre¢cdo deste hormodnio
(DONALDSON, 1996). De acordo com DRUMMOND (2007), a 17a-metiltestosterona
tem a capacidade de passar facilmente através da membrana celular, atuando junto a
recepetores intracelulares especificos. O hormodnio sofre acdo da Sa-redutase, de forma que
se complexa com os receptores citosdlicos, sendo ativado e transportado para o nicleo

celular. Dentro do nucleo da célula, o hormonio une-se ao sitio receptor do DNA, dando
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inicio a transcri¢do dos genes da diferenciacdo sexual comum em machos. Desta forma,
observa-se o aumento da atividade da RNA polimerase, com formacdo de RNA
mensageiro, tendo-se como consequéncia a sintese de proteinas que propiciam a
diferenciacdo celular caracteristica de machos, resultando na formacdo de testiculos. A
forma de atuacdo celular da 17a-metiltestosterona estd esquematizada mais detalhadamente

na Figura 2.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas da 17da-metiltestosterona (adaptado de

SCHARDEIN e MACINA, 2006).

Propriedade Valor
Massa molar 302,457 g/mol
Volume molar 303,37 A3
Densidade 0,942 g/cm’
Area superficial 376,56 A2
Parametro de solubilidade 21,268 J*cm ">
Dispersio 18,888 J*V/cm"?
Momento dipolar 3,578 debye
Polaridade 3,482 JV/cm"
Log (coeficiente de parti¢do) 4.268

Log (solubilidade em dgua) -2,442 log (mol/M?)
Ligagdes de hidrogénio 9,134 J*V/ecm"
Numero de pontos receptores de ligacdes de H 2
Numero de pontos doadores de ligagdes de H 1

Area de superficie polar 40,46 A’
Area de superficie hidrofilica 46,78 A?
Porcentagem de superficie hidrofilica 12,42
Numero de centro quirais 6

Soma de cargas parciais 0

Soma de cargas totais 0
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Figura 2: Mecanismo de atuagdo celular da 17a-metiltestosterona. RC: receptores
citoplasmaticos para o hormonio; MT: 17a-metiltestosterona; CHR: complexo hormonio-

receptor (adaptado de DRUMMOND, 2007).

Segundo DRUMMOND (2007), quando administrados oralmente, os agentes
anabdlicos tém a tendéncia de serem metabolizados, produzindo metabdtitos que sao
transportados livremente, sem estarem biologicamente ativos. Estes sdo posteriormente
convertidos lentamente, através do figado, em compostos mais soldveis em dgua.
Posteriormente, estes metabdlitos sdo digeridos pela bile, e assim, acabam finalmente sendo

excretados através das fezes e/ou urina.

Para que o procedimento de inversdo sexual através da administracdo oral de
hormonios seja eficiente, é necessdrio que os peixes sejam submetidos ao tratamento antes
que se inicie a primeira diferenciacdo do tecido gonadal em ovariano, o que, em média,
ocorre a partir do quinto dia apds a eclosdo das larvas, se estendendo até a quarta semana de
crescimento (DRUMMOND, 2007). Assim, para a efetividade do tratamento, nos primeiros

dias dos estdagios de diferenciagdo sexual (7° ao 12°dia), os peixes (que, nesta fase,
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usualmente possuem cerca de 9 a 11 mm de comprimento e entre 10 a 15 mg em peso) sdo
alimentados com uma dieta contendo de 40 a 60 mg de 17a-metiltestosterona por
quilograma de racdo, durante cerca de 28 dias. A quantidade de ragdo varia ao longo do
tempo em virtude do ganho de peso do peixe, mantendo-se uma relacdo didria de 15 a 20%
do peso corpéreo do animal (BARRY et al., 2007), com reducdo semanal de 5% da
concentracdo de hormoéOnio até chegar ao término do tratamento. A racdo contendo
hormoénios deve ser administrada entre 5 a 6 vezes ao dia, quantidade esta que também
pode variar em fun¢@o do consumo de ragado, que €, em geral, determinado pela temperatura
da 4gua bem como pelo estdgio de crescimento dos peixes (PANDIAN e SHEELA, 1995;
NEUMANN et al., 2009). Assim, para que o tratamento seja efetivo, € preciso aliar, de
forma muito criteriosa, os fatores dose e tempo de exposi¢do ao tratamento hormonal

(NAKAMURA et al., 1998).

Apesar de diversos estudos comprovarem as altas taxas de reversdao sexual
alcangadas por esta técnica (BEARDMORE et al., 2001) e a forte tendéncia dos peixes
tratados a crescerem entre 2 a 3 vezes mais quando comparados aos ndo revertidos (RON et
al., 1995) devido ao estimulo na secrecdo de hormonio de crescimento (CANOSA et al.,
2007), existem, ainda hoje, muitas preocupacdes tanto das autoridades quanto dos
consumidores, de uma maneira geral, sobre o uso de hormdnios na reversao sexual de

peixes.

Essas preocupagdes sdo baseadas especialmente em fatores como o descontrole
sobre a dosagem e tempo de administracdo hormonal, que pode acarretar em redugdo do
crescimento gonadal, intersexualidade gonadal, processo de feminizagdo (em decorréncia
da inibicdo da biosintese de andrégenos enddgenos em machos) (LI et al, 2006) e
desenvolvimento gonadal anormal, caracterizado pelo aparecimento de fibrose, necrose e
até mesmo esterilidade. Outros problemas incluem alteragdes na espermatogénese, como
inibicdo da espermiagdo, baixa fertilidade e performance reprodutiva (CARRASCO et al.,
1999).

Falhas na uniformidade de distribuicdo do hormonio na racdo e hierarquias

estabelecidas entre os peixes (pelo maior consumo de alimento entre os peixes dominantes
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e/ou maiores em detrimento dos demais) também sao motivos de preocupag¢ado, pois podem
levar a uma significativa variabilidade de dosagem nos individuos tratados, causando
assim, dificuldade na estimativa da quantidade certa ingerida por cada animal

(BEARDMORE et al., 2001).

A contaminagdo dos leng¢dis d’dgua com hormonio residual oriundo do processo
de reversdo, também € bastante problemdtica. Alguns estudos constataram a reversdao de
tilipias quando expostas a dguas poluidas com 17c-metiltestosterona, ainda que
inicialmente estas estivessem mantidas em sistemas aqudticos fechados (HULAK et al.,
2008). Isto sugere que a 17a-metiltestosterona e seus metabdlitos podem persistir na dgua
em concentracdes capazes de causar o processo ndo controlado de reversdo sexual dos

peixes.

Aliadas a isso, existem as preocupagdes relacionadas a continua exposi¢do e ao
excesso de manipulacdo do hormodnio por parte dos trabalhadores, que podem conduzir ao
processo de aromatizacdo do hormonio. Este processo se caracteriza pela transformagdo de
androgenos sintéticos em estrogénicos feminilizantes, que a longo prazo, podem
comprometer todo o processo de reversdo sexual (GALE et al., 1999). Deve-se destacar
também os riscos ocupacionais inerentes a manipulagcao prolongada das solu¢des hormonais
para veiculacdo do esterdide na ragdo, realizada por trabalhadores diversas vezes ao dia
durante vérias semanas. Tal grau de manipulacdo representa um risco adicional ao
trabalhador, que se expde aos efeitos tumorigénicos e teratogé€nicos destes esterdides

androgénicos anabolizantes (LEWIS e SWEET, 1993).

Por fim, existem preocupacdes por parte dos consumidores quanto a possibilidade
de acumulacdo hormonal na carne do peixe, motivo de maior resisténcia do mercado
consumidor quanto a aceitagdo do uso da técnica para producdo de tildpias em cativeiro.
Apesar disso, ao se comparar as concentragdes hormonais plasméticas de peixes nao
revertidos com as de peixes tratados com 17a-metiltestosterona, ndo foram detectados
valores muito diferentes. Isto se deve, especialmente, a curta meia vida do hormo6nio no
peixe, que € de 2,5 a 3,5 horas (DRUMMOND, 2007), caracteristica esta que garante a

seguranca da técnica. Além disso, apds o tratamento, normalmente o0s peixes sao
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alimentados com racdao sem adicdo de MT por periodos entre 120 a 150 dias, o que

assegura o uso da técnica, visto a taxa de declinio de residuo de MT ser muito rdpida.

Desta forma, uma alternativa que se mostra bastante atraente é o desenvolvimento
de carreadores capazes de liberar o hormonio de forma controlada, que possibilitem maior
seguranca do manipulador, a0 mesmo tempo em que minimizem os riscos de degradacao do

composto. Este assunto € abordado mais detalhadamente na secdo 2.3.

2.3. Sistemas de liberacao controlada de agentes ativos

O desenvolvimento de drogas e agentes bioativos encapsulados em dispositivos
micro e nano estruturados tem crescido enormemente nas Ultimas décadas. Sistemas de
liberacdio a base de hidrogéis e micro e nano particulas, cerimica e nanoparticulas
magnéticas, bem como lipossomas, ciclodextrinas e micelas poliméricas produzidos por
diversos métodos sdo destinados a uma ampla variedade de aplicacdoes nas dreas
cosméticas, de medicina diagndstica, imagem e terapéuticas, conforme revisado por LIMA

et al. (2012), KRISHNAMACHARI et al (2011) e PARVEEN et al. (2012).

Segundo PASQUALI et al. (2006), nas dltimas duas décadas, tem-se notado o
aumento do interesse por produtos farmacéuticos no estado sélido, que podem apresentar
caracteristicas quimicas e fisicas adequadas aos sistemas de liberacdo de drogas, sendo
portanto, fator chave no desenvolvimento dos mais variados produtos farmacéuticos
disponiveis no mercado. Desta forma, uma das estratégias comumente adotadas € propiciar
a maximizacdo da biodisponibilidade destas drogas, aliada a minimiza¢do da dosagem

administrada, através da associacao com dispositivos de liberacao controlada.

Especial atencdo tem sido dada aos polimeros biodegradaveis, devido as
possibilidades de aplicacdo na drea farmacéutica, médica e engenharia biomédica, seja na
constitui¢do de dispositivos médicos e curativos, bem como para a fabricacdo de estruturas
porosas Uuteis na engenharia de tecidos (SHI et al., 1996). Esta mesma abordagem tem sido

usada no desenvolvimento de dispositivos de liberacao de drogas, peptideos e proteinas que
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necessitem de controle quanto a sua taxa de liberacdo, bem como sobre seu sitio de atuagao

(KUMAR et al., 2001).

De acordo com BARRAT (2003) e LINCE et al. (2008), os sistemas de liberagdao
controlada de agentes bioativos podem ser classificados conforme suas propriedades
funcionais, sendo subdivididos em sistemas de liberacdo controlada de primeira, segunda e
terceira geracdo. No primeiro caso, estes sistemas sdo capazes de liberar determinadas
substancias ativas no tecido ou célula-alvo. No entanto, nao sdo considerados carreadores
verdadeiros, pois eles devem ser implantados o mais préximos possivel do sitio de
interesse. Ja os sistemas de segunda geracao sao considerados carreadores verdadeiros, uma
vez que sdo administrados via uma rota especifica, liberando depois de um determinado
periodo a droga em questdo no organismo e especialmente nos sitios-alvo. Nos sistemas de
liberacdo controlada de terceira geracdo, observa-se 0 mesmo comportamento dos sistemas
de segunda gera¢do, contando-se, entretanto, com maior especificidade de reconhecimento

do tecido-alvo, o que permite alcancar altas taxas de absorcdo da droga.

Desta forma, a encapsulacdo de agentes ativos em sistemas particulados possui
diversas vantagens e beneficios sobre as formulacdes terapéuticas tradicionais, visto que
estes sistemas permitem a liberacdo controlada do agente, e evitam que este seja degradado
prematuramente pelo metabolismo do organismo no qual foi administrado (CHAMPION et
al., 2007). Assim, pode-se projetar sistemas através dos quais os agentes terapéuticos sejam
liberados em niveis constantes, por longos periodos, podendo-se estabelecer intervalos de
liberacdo de horas, dias, meses e até mesmo anos, dependendo do perfil de liberacdo
desejado para cada caso (LU e CHEN, 2004). Além disso, estes sistemas de liberacdo
controlada permitem uma reducio na frequéncia de administracdo da droga, o que propicia
uma maior aceitacdo do paciente/receptor, devido ao menor desconforto e lesdes oriundas
da administracdo medicamentosa. Uma ampla variedade de materiais pode ser usada para a
producdo de dispositivos de liberacdo controlada, tais como polimeros sintetizados
quimicamente, polissacarideos, proteinas, metais, silicatos, lipideos, dentre outros. Neste
contexto, particulas formadas a base de polimeros t€ém recebido grande atencdo para esta

finalidade, uma vez que possuem grande versatilidade, podendo ser usadas como veiculos



16

na liberacao de drogas por diferentes rotas, sejam elas intravascular, subcutanea, pulmonar

ou oral (CHAMPION et al., 2007).

2.3.1. Emprego de dispositivos particulados poliméricos na liberacao de

agentes ativos

Materiais poliméricos sao usualmente utilizados para a formagdo de sistemas de
liberagdo controlada, porém existe somente um limitado nimero de polimeros tteis na
constituicdo de particulas para incorporacdo de drogas. De acordo com VAUTHIER e
BOUCHEMAL (2009), para este tipo de aplicacdo os materiais poliméricos devem possuir

caracteristicas especificas, como as descritas a seguir.

Os polimeros devem ser biocompativeis e preferencialmente biodegraddveis, ou ao
menos serem totalmente elimindveis pelo organismo em curtos periodos, de modo a
permitir consecutivas administragdes do agente ativo, sem que haja o risco de ocorrer uma
acumulagdo nao controlada do material. Além disso, devem ser seguros (UEDA e
TABATA, 2003), ou seja, ndo toxicos e ndo imunogénicos, € os produtos de sua
degradacao, se existentes, também ndo devem ser toxicos e imunogénicos. Adicionalmente,
devem ser formulados de modo que as particulas formadas possuam propriedades que

permitam a liberac@o do agente ativo no sitio ativo desejado.

A escolha do tipo de polimero a ser usado como carreador, segundo CHAMPION
et al. (2007), ¢ afetada fortemente pelo tipo de agente ativo a ser encapsulado, pelos perfis
de degradacdo e liberacdo desejados para o mesmo e pelas propriedades fisicas e de
compatibilidade entre o carreador e o agente ativo. Adicionalmente, deve-se realizar o
controle de parametros basicos dos carreadores, tais como a eficiéncia de encapsulacdo e

polidispersidade, bem como a porosidade e a compartimentalizacdo do agente ativo.

Especial aten¢do deve ser dada as dimensdes da particula, ja que estas afetam as
interacOes entre as particulas e as células e tecidos do corpo. O tamanho da particula, na

maioria das vezes, altera significativamente sua taxa de degradacao, propriedades de fluxo
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do dispositivo, liberagdo do agente ativo e o mecanismo de absor¢do no organismo
(STONIK et al., 1995; CHAMPION et al., 2007). Desta forma, como observado por
DUNNE et al. (2000) e PANYAM e LABHASETWAR (2003), particulas maiores tém
menor area superficial disponivel para a penetragdo da 4gua, a0 mesmo tempo que também
apresentam maior lentiddo na liberagdo de produtos de degradagdo oriundos da particula.
Além disso, o diametro das particulas, independentemente da forma como forem
administradas, seja nos vasos sanguineos, vias respiratérias ou no trato gastrointestinal
ditam a taxa de locomocdo, difusdo e adesdo das particulas na parede do tecido-alvo
(LAMPRECHT et al., 2001; PATIL et al., 2001). Sabe-se que esta ndo somente esta
associada a 4rea superficial disponivel para a adesdo, como também estd intimamente
relacionada a curvatura local, afetando nao somente a adesdo, mas também fatores como a
absorc¢do, a longevidade de ligacdo entre o tecido alvo e a particula e, por fim, a capacidade
de transporte e seletividade das particulas dentro das células. Assim, no caso da
administracao oral para peixes, por exemplo, quando se deseja apenas a protecdo do agente
ativo da acidez gastrica e da digestdo enzimatica, supde-se que particulas com diametros de
5 a 50 um seriam eficazes para a administracdo por via oral (RODRIGUES et al., 2006;
SACCHETIN et al., 2010). Caso se deseje adicionalmente que as mesmas atravessem a
parede do intestino, as particulas devem ter preferencialmente diametros de cerca de 10 pum,

com base no trabalho de JOOSTEN et al. (1997).

Destaca-se ainda, que ndo somente o didmetro médio, mas também a distribuicdao
de tamanhos tem relevancia quando da aplicagdo bioldgica final, pois esta caracteristica
pode interferir no perfil de liberagdo da droga. Para particulas nao-esféricas, observa-se a
presenca de duas ou mais escalas de comprimento diferentes, sendo que, dependendo da
orientacdio da particula, uma escala de comprimento pode dominar as demais,
influenciando, assim, a deposi¢do no sitio-alvo, bem como a taxa de degradacdo e
consequente liberacdo do agente ativo (CHAMPION et al., 2007). Apesar do movimento de
particulas esféricas ser mais ficil de se prever, devido a sua simetria j4 bem conhecida e
estudada, particulas ndo-esféricas possuem a tendéncia, por exemplo, de se alinhar mais
facilmente quando expostas a algum tipo de fluxo. Isso explicaria, segundo MOGHIMI et

al. (2001), o fato de particulas ndo-esféricas, como as hemadcias, da ordem de micrometros e
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que possuem naturalmente alta tendéncia a deformabilidade, serem rotineiramente capazes
de passar através de fendas assimétricas de orgdos como o baco (que habitualmente
somente deixam filtrar particulas de poucos nandmetros). Desta forma, pode-se notar que a
orientacdo e a rigidez mecanica seriam importantes no transporte das particulas, visto que
isso poderia ser aplicado também as particulas que se locomovem dentro dos caminhos

tortuosos do figado ou dos espagos extracelulares dos tecidos (CHAMPION et al., 2007).

Segundo KHUTORYANSKIY (2011), as propriedades de mucoadesividade dos
polimeros sdo também igualmente importantes, ainda que pouco esclarecidas. Tais
propriedades podem definir as interacOes na interface entre o dispositivo e a membrana da
mucosa que levam a liberagdo da droga no tecido. Diversas teorias tém sido usadas para
explicar o comportamento dos dispositivos quando em contato com diferentes tipos de
mucosas. Dentre elas destacam-se a teoria eletronica, que define que um polimero €
mucoadesivo quando este e a mucosa possuem diferentes caracteristicas eletronicas. Assim,
a transferéncia de elétrons ocorre como um resultado da formacao de uma dupla camada
elétrica, levando a atracdo eletrostdtica entre superficies de cargas opostas. Além disso,
existem teorias que consideram a atracdo entre os dispositivos e as mucosas como resultado
da formacao de interacdes especificas, como as ligacdes de hidrogénio e de van der Walls.
Efeitos hidrofébicos também podem ser considerados quando os polimeros empregados na
formacdo dos carreadores possuem natureza anfifilica. Além disso, efeitos relativos a
quimissor¢ao também podem ser observados quando fortes pontes covalentes sao formadas
entre o tecido-alvo e o carreador. As propriedades mucoadesivas de um polimero também
sdao dependentes da possibilidade de penetragdo de macromoléculas mucoadesivas no gel
do muco, levando a difusdo das mucinas soluveis nos carreadores, resultando assim, na
formagdao de uma camada de interpenetracdo. Tal processo € conduzido pelo gradiente de
concentracdo e € dependente da massa molar das macromoléculas adesivas, tamanho
hidrodinamico, mobilidade, coeficiente de difusdo e tempo de contato. Adicionalmente,
deve-se considerar o efeito da rugosidade da superficie, que pode favorecer a adesdo, pelo
aumento da drea de contato. Tal contribuicdo fica mais evidenciada especialmente em
materiais altamente porosos e rugosos. Como nenhum destes mecanismos pode ser

considerado isoladamente para garantir a mucoadesividade dos materiais poliméricos, os
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pesquisadores t€ém preferido dividir o processo de adesdo em fases sequenciais, sendo cada
qual associada a um mecanismo. Desta forma, os polimeros primeiramente se
intumesceriam € a seguir ocorreria ligacdo fisica (ndo-covalente) entre a interface
polimero/muco. Posteriormente, seria observada a interpenetragdo das cadeias das proteinas
e do polimero, seguida do entrelacamento destas, formando estruturas de pontes covalentes

e ndo covalentes entre estes materiais.

A taxa de degradacdo do material polimérico também é um fator bastante
importante no planejamento dos sistemas de liberacdo controlada de agentes ativos,
especialmente no que diz respeito ao uso de polimeros biodegraddveis. Sabe-se que estes
materiais estdo disponiveis comercialmente em diferentes composi¢des € massas molares, o
que afeta e possibilita o controle do perfil de degradacdo do sistema microparticulado em
questdo. A degradacdo frequentemente se da através do processo de clivagem das cadeias
poliméricas, levando a reducdo do tamanho da cadeia, o que acaba por induzir
subsequentemente, segundo WINZENBURG et al. (2004), a erosdo do material, devido a
perda de massa do mesmo. Segundo LI ez al. (1995), no caso de polimeros degradaveis, sdo
propostos dois tipos de mecanismos erosivos, sendo um baseado na degradacao estrutural e
o outro, na superficial. No primeiro caso, a degradacdo se dd através da erosao de toda a
seccdo transversal do material, devido a penetragao da dgua, que ocorre de forma mais
rapida que a propria degradacdo do material polimérico. Na segunda situagdo, a degradacdo
do polimero é mais rdpida que a penetracdo da 4gua na estrutura do material. Como
consequéncia, este tipo de estrutura acaba por ser degradada, principalmente, na sua regiao
mais superficial. Deve-se no entanto, destacar que também ocorre uma degradagdo no
centro do material, na presenca de dgua, devido ao efeito catalitico de compostos como o
acido latico, gerados a partir da propria degradacdo do material. A Figura 3 ilustra os
mecanismos de erosdo descritos anteriormente. Deve-se salientar que, em geral, a maioria
dos materiais poliméricos sofre a a¢do dos dois tipos de degradacdo e nao somente de um

tipo isolado.

Segundo COMMANDEUR et al. (2006), outros fatores podem também afetar o
comportamento de biodegradacdo do polimero, tais como a sua estrutura € composicao

quimica e as condi¢des de processamento do material polimérico. Os pds-tratamentos
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(como € o caso dos processos de esterilizacdo, que podem atuar na modificacdo da
cristalidade do polimero, inteferindo assim, na taxa de degradacdo do mesmo), além das
condi¢des e forma de acoplamento ao sitio de atuacdo também devem ser consideradas.
Tais fatores, aliados a estrutura do material, podem levar a uma degradagao diferenciada

em funcdo das condi¢des do meio bioldgico em que foi implatado.

Erosao Erosao
supetficial estrutural

J —_— Grau
de
- | degradacao
L1

Tempo

Figura 3: Mecanismos de erosdao comuns em sistemas poliméricos (adaptado de

WINZENBURG et al., 2004).

Os dispositivos de liberagdo controlada a base de polimeros biodegradédveis
liberam o agente ativo através de trés mecanismos simultaneos, sendo estes classificados
como: difusdo, intumescimento seguido de posterior difusdo e, por fim, erosdo controlada
ou degradac@o. O mecanismo mais rapido serd responsdvel por controlar primordialmente a
velocidade de liberagdo do agente ativo em questdo (WINZENBURG er al, 2004;
COMMANDEUR et al., 2006), como se pode observar na Figura 4.

Segundo COMMANDEUR et al. (2006), o mecanismo de difusdo pode ocorrer
através dos poros da matriz polimérica ou em nivel molecular pela transferéncia de massa

que ocorre pela passagem do agente ativo entre as cadeias dos polimeros. Os sistemas que
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liberam o agente ativo através do intumescimento controlado estdo inicialmente secos,
absorvendo posteriormente dgua ou mesmo outros fluidos corpéreos do local de
implantacdo, o que resulta no intumescimento da estrutura. Este tipo de processo acaba por
aumentar a quantidade de solu¢do aquosa dentro do dispositivo, o que leva a um gradual
aumento dos espagos existentes na rede polimérica, fazendo com que o agente ativo se

difunda para o ambiente externo através da rede polimérica intumescida.

TEMPO

A ' c
SISTEMA DE
LIBERACAO CONTROLADA

Figura 4: Mecanismos de liberagcdo controlada de agentes ativos incorporados em particulas

AGENTEATIVO
LIBERADO

poliméricas biodegraddveis em que (A) ocorre o mecanismo de difusdo, (B)
intumescimento acoplado a difusdo, (C) mecanismo de biodegradac¢do ou erosao (adaptado

de COMMANDEUR et al., 20006).

No processo de biodegradagdo ou erosdo, o processo de liberacdo de agente ativo
se da através do uso de dispositivos capazes de se degradarem, como resultado do processo
de hidrélise das cadeias poliméricas em compostos menores € biocompativeis, sendo que a
quantidade de agente ativo liberada é proporcional a taxa de degradagdo do dispositivo. Tal

degradacao pode também ocorrer por via enzimdtica ou através de processos oxidativos.
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Ainda de acordo com WINZENBURG et al. (2004), no caso de dispositivos de
liberacdo controlada formados a partir de poli(a-hidroxiésteres) como o poli(acido lético),
poli(dcido latico-co-glicélico) e a poli(e-caprolactona), a degradacdo se inicia apds a
penetracdo da dgua dentro dos dispositivos, uma vez que a quebra das pontes éster ocorre
aleatoriamente via clivagem hidrolitica, levando a erosao do dispositivo. A taxa de hidrdlise
¢ controlada pela massa molar do polimero, pela propor¢do dos copolimeros, pela
polidispersidade das cadeias dos polimeros e, por fim, pela cristalinidade da matriz. Desta
forma, partindo-se do principio que as particulas nao serdo removidas rapidamente do
organismo em decorréncia de interagdo com seu sistema imunoldgico, a degradacdo do
material pode levar de poucas semanas a até mesmo anos. O longo tempo de degradacdo
pode dificultar a predicdo do comportamento destes dispositivos a base de poli(a-
hidroxiésteres), uma vez que, por estarem suscetiveis a degradagdo estrutural, e por
sofrerem alteracoes na estrutura da matriz, haveria constante alteracdo do perfil de

liberacao do agente ativo ao longo do tempo.

Neste contexto, particulas formadas a base de polimeros tém recebido grande
atencdo para esta finalidade, uma vez que possuem grande versatilidade, podendo ser
usadas como veiculos na liberagdo de drogas por diferentes rotas, sejam elas intravascular,
subcutanea, pulmonar ou oral (CHAMPION et al., 2007). Dentre os materiais poliméricos
frequentemente usados se destacam as formulacdes produzidas a base de poli(amidas),
poli(aminodcidos), poli(ésteres), poli(ortoésteres), poli(uretanos) ou poli(acrilamidas)
(LIMA et al., 2012). Atualmente, poucos materiais poliméricos sdo permitidos pelas
autoridades de saide na administragdo de drogas para o uso parenteral. Alguns compostos
receberam permissao para serem usados somente por administragdo oral ou tdpica, ou para
serem usados na industria de alimentos (VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009). A Tabela 2
contém uma lista com os polimeros mais amplamente usados na formagao de carreadores

empregados na liberacdo controlada de agentes ativos.

Dentre os compostos poliméricos, observa-se o crescente uso de polimeros
biodegraddveis sintéticos, mais conhecidos como pertencentes a familia dos
polihidroxialcanoatos, ou mais genericamente chamados de poli(a-hidroxiésteres) (PAN e

INOUE, 2009). Estes compostos tém recebido especial aten¢do, uma vez que permitem o
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desenvolvimento de diversos produtos que apresentam melhor desempenho na drea de

biomateriais, sendo usados nas mais variadas aplicagdes, como na engenharia de tecidos,

suturas cirdrgicas, terapia génica e como dispositivos de liberacdo controlada de agentes

ativos.

Tabela 2: Materiais mais amplamente usados na formagdo de sistemas particulados para

liberagdo controlada de drogas (VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009).

Origem Material
Albumina
Alginato
Polimeros naturais
Gelatina
Quitosana

Homopolimeros sintéticos

Poli(acido latico)
Poli(g-caprolactona)
Poli(isobutilcianoacrilato)
Poli(isohexilcianoacrilato)
Poli( n -butilcianoacrilato)

Poli(acrilato) e poli(metacrilato)

Copolimeros

Poli(4cido latico)-poli(etileno gicol)

Poli(4cido l4tico-co-glicélico)-poli(etileno gicol)
Poli(4cido latico-co-glicélico)
Poli(episolon-caprolactona)-poli(etileno gicol)

Poli(hexadecilcianoacrilato-co-poli(etileno glicol) cianoacrilato)

Estabilizadores coloidais

Dextrana

Poli(vinil 4cool)

De acordo com UEDA e TABATA (2003), os poli(a-hidroxiésteres) sao

produzidos por sintese intracelular por diversas bactérias ou via sintese quimica (DOI,

1990; LENZ e MARCHESSAULT, 2005). No caso da obten¢do por via bacteriana, seus
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monomeros podem ser manipulados pela alteragao tanto nas fontes de carbono usadas no
processo quanto por mudancgas nas condicdes de fermentacao (PAN e INOUE, 2009). Em
geral, estes materiais sd@o produzidos mais comumente através da polimeriza¢do por
condensacdo dos a-hidroxiécidos alifaticos saturados, sendo que a primeira tentativa de uso
destes compostos na drea médica foi realizada em 1966 por KULKARNI et al. (1971), que

utilizaram o poli(4cido latico) como biomaterial em proteses Osseas.

Existem atualmente mais de 100 diferentes tipos de poliésteres descritos, sendo
que entre os mais usados como constituintes de sistemas de libera¢do controlada de drogas
destacam-se o poli(dcido ldtico), o poli(dcido latico-co-glicdlico) e por fim, a
policaprolactona. Estes sdo os principais poliésteres que atualmente sdo permitidos para
aplicacdo na drea médica (PAN e INOUE, 2009), devido especialmente ao seu perfil de
biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixa ou inexistente toxicidade. Estes polimeros,

suas caracteristicas e aplicacdes serdo abordados detalhadamente nos itens 2.3.2. a 2.3.4.

2.3.2. Poli(acido latico)

Os primeiros polimeros a base de 4cido litico foram produzidos em 1932, sendo
posteriormente desenvolvidos pelas empresas Dupont e Ethicon (empresa do grupo
Johnson & Johnson). No entanto, o desenvolvimento destes materiais ficou durante muito
tempo restrito ao campo médico, devido aos altos custos de producdo, sendo que, somente
apo6s a década de 80, observou-se o surgimento de produtos derivados destes materiais para
aplicacdo em outras dreas (GROSS e KALRA, 2002). Dentre os principais produtores de
PLA (do inglés, poly(lactic acid)), destacam-se a NaturalWorks, a PURAC Biomaterials, a

Boehringer Ingelheim e, secundariamente, diversos produtores chineses.

O poli(acido latico), um polimero bioabsorvivel, sintetizado quimicamente pela
polimerizacdo por condensacdo dos isOmeros L- e D-dcido ldtico, ou ainda por
polimerizacdo por adi¢do do lactato, que pode ser facilmente produzido por fermentagao,
oriundo de fontes renovdveis como amido e acicar (PAN e INOUE, 2009). A

polimerizacdo dos mondmeros opticamente puros leva a formagao dos polimeros poli(L-
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acido latico) ou PLLA e poli(D-4cido latico) ou PDLA, e a polimerizacao do 4cido latico
racémico ou meso-lactato leva a formagdao do polimero amorfo poli(D,L-4dcido latico) ou
PDLLA. A quiralidade das unidades de 4cido latico € o que permite produzir, por ajuste na
fabricacdo do material polimérico, materiais com diferentes taxas de degradacdo e
propriedades fisicas e mecanicas distintas (DONG et al., 2009). Na Figura 5 pode-se

observar a estrutura basica do PLA.

CH,

“H40—C—C+4on”

H O
= -n

Figura 5: Estrutura quimica do PLA (adaptado de WINZENBURG et al., 2004).

Assim, tanto o PLLA quanto o PDLA sdo polimeros estereorregulares
semicristalinos, com temperatura de fusao (T,) entre 173 a 178 °C, temperatura de
transicdo vitrea (T,) aproximada de 60 °C (PAN e INOUE, 2009) e cristalinidade variando
entre 37 a 72% (DONG et al., 2009). Por outro lado, o PDLLA € um polimero amorfo,
devido especialmente a distribuicao aleatéria das unidades de L- e D-4cido latico, o que
proporciona uma taxa de degradacdo mais rdpida que a de seus homodlogos
estereorregulares, sendo usado, portanto, principalmente na formacdo de veiculos de
liberacao de drogas e na construcao de matrizes tridimensionais usadas como suporte para o
crescimento celular na 4rea de regeneracdo de tecidos (DONG et al., 2009; PAN e INOUE,
2009).

Desta maneira, a ampla faixa de propriedades fisicas como biodegradabilidade e
propriedades mecanicas do poli(dcido latico) podem ser manipuladas pelas mudancgas na
estereorregularidade, por exemplo, alterando a propor¢ao de unidades L e D-4cido latico ao

longo da cadeia. Nas tultimas décadas, de acordo com PAN e INOUE (2009) e TSUJI
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(2005), tem se observado, tanto do ponto de vista académico quanto prético, o crescente
uso dos estereocomplexos PLLA/PDLA devido a sua maior estabilidade térmica e
propriedades mecanicas, quando comparados aos polimeros PLLA ou PDLA usados

isoladamente. A Tabela 3 expde as caracteristicas destes polimeros.

Tabela 3: Caracteristicas dos diferentes polimeros a base de poli(dcido latico) (adaptado de

LU e CHEN, 2004; e PURAC, 2008).

Polimero
Caracteristicas
Poli(L-acido latico) Poli(D,L-acido latico)

T, (°C) 173 a 178 Amorfo
T, (°C) 60 a 65 55a60
Modulo de elasticidade (GPa) 3,1a3,7 3,1a3,7
Resisténcia a tragdo (MPa) 60 a 70 45a55
Alongamento de ruptura (%) 2a6 2a6
Tempo de degradagio (meses)" > 24 12a16

Tetrahidrofurano Nao soluvel Solivel

Diclorometano Solavel Soldvel

b Cloroférmio Soldvel Soldvel

Solubilidade

Acetato de etila N3ao solivel Soldvel

Hexafluoroisopropanol Solivel Solivel

Acetona N3ao solivel Soldvel

a

Tempo necessario para completa perda de massa, que depende do método de
processamento, da geometria do dispositivo e também do sitio de implantagao

® O limite de solubilidade é dependente da temperatura.

SODERGARD e STOLT (2002) discorreram sobre algumas das caracteristicas
fisico-quimicas do PLA. A solubilidade do PLA € altamente dependente de sua massa
molar e do grau de cristalinidade. PLAs puros enantiomericamente sdo soldveis em

solventes organicos fluorados e clorados, e nas dioxanas, dioxolanos e furanos, sendo
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insoliveis em 4gua, dlcoois (metanol, etanol, propileno glicol) e em hidrocarbonetos nao-
substituidos (hexano, heptano). Quanto a miscibilidade com outros polimeros, o PLA
possui a capacidade de formar blendas na presenca de outros polimeros, caracteristica esta
bastante importante, uma vez que possibilita a mudanca, por exemplo, nas taxas de
degradacdo, nas caracteristicas de permeabilidade, no perfil de liberacdo da droga e nas
propriedades térmicas e mecanicas. Atualmente, muitas blendas de PLA estudadas sdo
imisciveis ou parcialmente misciveis, necessitando utilizar agentes compatibilizadores para
torna-las misciveis, como € o caso das blendas de PLA e policaprolactona, que
normalmente sao imisciveis, € na presenca de agentes de acoplamento como o fosfato

trifenil, tornam-se misciveis.

As propriedades mecanicas do PLA podem variar de modo a produzir materiais
macios e eldsticos ou até mesmo materiais bastante rigidos e com alta resisténcia mecanica.
Em casos em que altas propriedades mecanicas sao desejadas, o PLA semicristalino é
essencialmente preferivel aos PLAs amorfos. A massa molar do polimero e o grau de
cristalinidade também desempenham importante papel nas propriedades mecanicas do
material. ENGELBERG e KOHN (1991) verificaram, por exemplo, que a resisténcia a
tracdo do PLLA aumenta por um fator de dois quando a massa molar média aumenta de 50

para 100 kDa.

A estabilidade térmica €, em geral, bastante limitada, principalmente em elevadas
temperaturas, acima de 200°C. GUPTA e DESHMUKH (1982) sugerem que a cinética de
degradacdo do PLA deve ser considerada como de primeira ordem, sendo que as reacoes
que estdo envolvidas na degradagdo térmica sdo principalmente a termohidrdlise e
termoxidacdo. Os poliésteres aromaticos sdo suscetiveis a termohidrolise, devido a sua
capacidade de absorver umidade. Os PLAs amorfos sdo altamente higroscépicos, enquanto
que os PLAs semicristalinos tendem a apenas aumentar a sua massa pela absor¢do de

pequenas quantidades de dgua.

A hidrélise das cadeias poliméricas, que leva a fragmentacdo molecular, pode ser
afetada por diversos fatores tais como: a estrutura quimica, a massa molar e sua

distribuicao, pureza, morfologia, forma e histérico térmico e cristalinidade inicial do
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polimero, bem como as condi¢des em que ocorre a hidrélise (VERT et al., 1991). A
hidrélise do PLA é um fendmeno indesejado em certas circunstancias, como no caso de
estocagem e processamento do material, mas bastante importante em outras aplicacoes,
como no desenvolvimento de dispositivos biodegraddveis ou em embalagens compostaveis.
Em geral, as partes amorfas do polimero sofrem primeiramente o processo de hidrélise, ao
passo que as regides cristalinas demoram mais para passar por este processo, devido as
mais baixas taxas de absorcdo de dgua na cadeia. Sabe-se que a temperatura também pode
controlar o processo de hidrélise, uma vez que em temperaturas mais elevadas a taxa de
hidrélise é aumentada, resultando também em maior flexibilidade das cadeias poliméricas,
especialmente quando o processo se dd em temperaturas superiores a de transi¢ao vitrea do
material (GILDING e REED, 1979). J4 no estdgio de degradacdo hidrolitica das regides
cristalinas, observa-se um aumento na taxa de perda de massa, levando assim, a completa
absorcao do mesmo (LI ef al., 1990) devido ao efeito autocatalitico ativado pelo aumento
na quantidade de compostos contendo grupos carboxilicos terminais. O processo de lise
gradual do material mediado por atividade bioldgica especifica pode ser iniciado e mantido
por enzimas e microorganismos (WILLIAMS, 1981), incluindo reacdes como hidrolise
e/ou oxidacdo, levando a fragmentacdo das moléculas poliméricas. Diferentes enzimas,
como a pronase, a proteinase K e a bromelina t€m significante efeito na taxa de hidrdlise

das cadeias poliméricas de PLLA (TOKIWA e JARERAT, 2004).

Devido as caracteristicas descritas anteriormente, observa-se que o PLA tem
recebido grande destaque no desenvolvimento de implantes ortopédicos bioabsorviveis,
como descrito no trabalho de AMBROSE e CLANTON (2004), e especialmente na
obtencdo de nanodispositivos de liberagdo controlada de drogas, usados principalmente na
administracao intravenosa, visto que estes materiais possuem alta estabilidade, podendo ser

funcionais por longos periodos. Na Tabela 4 s@o descritos alguns destes dispositivos.



Tabela 4: Agentes ativos incorporados em particulas poliméricas biodegraddveis de PLA formadas por diferentes métodos para

serem usadas na liberacao controlada (adaptado de KUMARI ez al., 2010).

Eficiéncia de Didmetro Metodologia de . .
Agente ~ ‘3 ~ Melhoria Mecanismo A
encapsulacio médio formacao dos A e . ~ Referéncia
encapsulado . 90 terapéutica de liberacao
(%) (nm) dispositivos
Hemoglobina 87,9 164 Evaporagao do Menor absorgdo por Difusio SHENG et al., 2009
solvente macréfagos
. Lenta liberacdo da droga P GOMEZ-GAETE et al.,
Dexametasona 6,0 230 Spray drying em até 50 horas Difusdo 2008
Meétodo de Difusdo e
Acido eldgico 50,0 120 evaporagao-difusao- Melhoria da absor¢ao oral ~ SONAIE et al., 2007
~ degradacdo
emulsdo
Melhoria na liberagdo da
Protefna C 86,3 205 Método de emulsio ~ Proweina € devidoao NM ZAMBAUX et al., 1999
carater hidrofébico do
PLA
Meétodo de dupla
Zidovudina 55,0 374 emulsao por Menor fagocitose NM MAINARDES et al., 2009
evaporagdo do
solvente
Albumln.a de 75.6 132 Pollmer}zagao Malor/tempo dfe cucula.gao le}lsao e MIYAZAKI et al.., 2003
soro bovino interfacial sanguinea do farmaco livre polidegradacdo
Emulsdo modificada
Oridonina 91,9 107-195 ~ Peladifusio Liberagdo da drogaematé . 7 XING et al., 2007
espontanea do 72 horas
solvente
Método de dupla
Neurotoxinal 35,5 65 emulsao por Maior liberacdo do agente ;7 CHENG et al., 2008
evaporagdo do ativo no cérebro
solvente
. . Liberacao controlada da P -
Savoxepina 95,0 NM Salting-out < Difusdo ALLEMAN et al., 1993
droga em até uma semana
Budesonida 79,4 1300 Precipitagdo por NM Difusio MARTIN et al., 2002
fluido supercritico
Progesterona 70,0 193 Evaporagao do NM Difusdo MATSUMOTO et al.,
solvente 1999

NM: ndo mencionado
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2.3.3. Poli(acido latico-co-glicélico)

Outro composto que tem sido bastante estudado nos ultimos anos € o poli(4cido
latico-co-glicdlico) ou PLGA (do inglés, poly(lactic-co-glycolic acid)), um copolimero
formado a partir de mais de trés diferentes mondmeros de hidroxidcidos (JIANG et al.,
2005). O PLGA ¢ um dos polimeros sintéticos mais populares, especialmente na drea de
engenharia de tecidos e no desenvolvimento de dispositivos de liberacdo controlada, no
caso, micro e nanoparticulas, devido a sua excelente biocompatibilidade e
biodegradabilidade, ¢ vem sendo empregado com sucesso em humanos (VAIDY e
O'HAGAN, 2001; DONG et al., 2009). Além disso, este composto é capaz de sofrer
hidrélise quando submetido a condi¢des corpdreas, produzindo como produto de
degradacdo metabdlitos monoméricos biodegradédveis, no caso, o acido latico e o 4cido
glicdlico, que possuem minima toxicidade associada quando usados na constituicdo de
biomateriais, sendo removidos do corpo através do ciclo do &cido citrico (PANYAM e

LABHASETWAR, 2003).

O PLGA € um copolimero de estrutura amorfa, visto que seus constituintes, no
caso o poli(acido latico) e poli(dcido glic6lico), ndo sdo naturalmente capazes de se
empacotar em uma estrutura regular (DONG et al., 2009). A estrutura quimica do PLGA

pode ser observada na Figura 6.
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Figura 6: Estrutura quimica do PLGA (adaptado de WINZENBURG et al., 2004).

De acordo com MUNDARGI et al. (2008), existem disponiveis no mercado quatro

principais fornecedores de PLGA: PURAC Biomaterials; Absorbable Polymers
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International, subsididria internacional da Durect Corporation; Akermes e Boehringer
Ingelheim. As formulagdes mais amplamente usadas sdo as composi¢cdes de PLGA 50:50
D,L-4cido lético/glicdlico, que possuem maior taxa de degradacido dos polimeros (50 a 60
dias), mas também outras combinacgdes t€m sido usadas, como as de 65:35, 75:25, 80:20 e
85:15, que possuem maior tempo de vida in vivo. Algumas das caracteristicas de dois

diferentes tipos de PLGA estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5: Caracteristicas dos polimeros de PLGA com diferentes composi¢des de dcido
latico/glicolico, sendo a proporcao de 50:50 de 4cido latico:glicdlico para PLGASO e 85:15
de 4cido latico:glicélico para PLGAS8S (adaptado de PURAC, 2008).

Polimero
Caracteristicas
PLGA 50 PLGA 85
T, (°C) Amorfo 140 a 150
T, (°C) 45 a 50 55a60
Modulo de elasticidade (GPa) 34a3,8 3,3a3,5
Resisténcia a tragdo (MPa) 40 a 50 60a70
Alongamento de ruptura (%) la4 2a6
Tempo de degradagdo (meses)" la2 12a18
Tetrahidrofurano Solivel Solivel
Diclorometano Soldvel Soldvel
5 Cloroférmio Soldvel Solavel
Solubilidade
Acetato de etila Soluvel N3ao solivel
Hexafluoroisopropanol Soldvel Nao soluvel
Acetona Soldvel Nao soludvel

* Tempo necessdrio para completa perda de massa, o que depende do método de
processamento, da geometria do dispositivo e também do sitio de implantagao

® O limite de solubilidade é dependente da temperatura.
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O PLGA € muito atrativo em aplicacdes biomédicas, sendo empregado em
substituicdo traqueal (MENDAK et al., 1984), na reconstrucdo de ligamentos (BERCOVY
et al., 1985), no reparos de fraturas (RUDOLF et al., 1987), em curativos cirdrgicos
(BREKKE et al., 1986) e em suturas multifilamentosas (UEDA e TABATA, 2003). Além
disso, especial atencdo tem sido dada ao uso deste polimero na formagdao de sistemas
particulados a serem usados na liberagdo controlada de agentes ativos. Algumas destas
formulacdes j4 estdao disponiveis comercialmente (O'HAGAN et al., 1998), como € o caso
do Zoladex da empresa AstraZeneca (que contém o hormodnio andlogo do hormdnio de
liberacdo luteinizante), Decapeptyl da empresa Ipsen Biotech (que contém o acetato de
triptorelina, um andlogo da gonadorelina) e Frostap SR™ da Lederle (que contém acetato
de leuprolerina, outro andlogo da gonadorelina), licenciadas para uso humano nos Estados
Unidos, e o Pamorelin LA (que contém triptorelina) e Sanvar SR (que contém acetato de
vapreotide), ambos da empresa Debiopharm, licenciados para uso na Unido Européia
(DEBIOPHARM, 2004). De acordo com KUMARI et al. (2010), particulas de PLGA t€ém
sido usadas como sistema de liberacdo controlada de proteinas, genes e peptideos, sendo
amplamente estudadas na nanomedicina, observando-se a aplicacdo destes materiais como
carreadores de fatores de crescimento, nano-antigenos e vacinas. Este ultimo tipo de
aplicacdo tem sido bastante usado, como descrito no trabalho de ELDRIDGE et al. (1991),
que demonstravam a fécil possibilidade de formacdo de particulas de PLGA menores que
10 um, sendo estas particulas eficientemente fagocitadas pelos macrofagos. Estes
resultados mostraram-se bastante interessantes, uma vez que particulas maiores, usualmente
produzidas a partir de outros materiais poliméricos, tém a tendéncia de sofrer ruptura antes
de serem fagocitadas, o que compromete a eficiéncia da absor¢do do agente ativo em

questao.

Diversos sao os exemplos de vacinas produzidas com particulas a base de PLGA,
sendo que estas t€m sido usadas com sucesso especialmente na vacinacdo veterindria
(WINZENBURG et al., 2004) contra os mais diversos patégenos, sendo eles:
Staphylococcus (ELDRIDGE et al., 1991), virus da encefalite equina venezuelana
(GREENWAY et al., 1995), virus da Parainfluenza-3 (BARR et al., 1993), Salmonella
enteritidis (HAZRATI et al., 1993), Facioloa gigantica (ESTUNIGSIH et al., 1997),
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Rabies virus (ERTL e XIANG., 1996), Salmonella thyphimurium (ALLAOUI-ATTARKI
et al., 1997) e Tetanus toxoid (MEN et al., 1995). FOSTER et al. (1997) prepararam com
sucesso particulas de PLGA contendo um andlogo do fator de liberacio de hormdnio de
crescimento que foram administradas para gado bovino, sendo que se observou um
aumento na concentragdo de somatotropina no soro por mais de duas semanas. No entanto,
estudos complementares sao necessdrios para determinar qual seria a concentracdo ideal
para promover o crescimento nestes animais. Outros pesquisadores também efetuaram a
encapsulacdo de fatores de crescimento em particulas de PLGA (DE ROSA et al., 2003), e
do fator de crescimento semelhante a insulina ou IGF-1 (CARRACOSA et al., 2004).
Alguns outros exemplos de agentes ativos que t€ém sido incorporados com sucesso em

particulas de PLGA sdo mostradas na Tabela 6.

Virios fatores podem influenciar o perfil de liberacdo de agentes ativos quando
estes sdo incorporados em particulas a base de PLGA (KUMARI et al., 2010). Dentre estes
fatores destacam-se: modificacdes na superficie do polimero, o método de encapsulacio
usado, o tamanho da particula, sua porosidade (O'HAGAN er al., 1998), aditivos
adicionados durante a formulacdo, o tamanho do agente ativo e por fim, a propor¢do entre
as unidades de meros de dcido lético e glicélico. Além disso, deve-se levar em consideracao
que a maioria dos dispositivos de PLGA raramente possui cinética de liberacao de ordem
zero, tendo como principal caracteristica a liberagdo de drogas em trés estdgios (BALA et

al., 2004).

De acordo com MUNDARGI et al. (2008), o PLGA tem sido usado
extensivamente no desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de drogas
macromoleculares, apesar deste polimero ter um efeito negativo sobre a estabilidade de
proteinas, e ndo ser tdo adequado para drogas e moléculas bioativas, seja durante a
preparacao ou mesmo durante o processo de estocagem, devido a sua degradacdo de
natureza acido-catalitica. O processo de degradacdo leva a acumulacdo de mondmeros
acidos, no caso, dcido lético e glicdlico, que acabam por reduzir o pH do meio, levando a
possiveis processos de desnaturacdo. Além disso, as condi¢cdes de processamento das

microparticulas podem acarretar alteragdes na estrutura secunddria das proteinas.



Tabela 6: Diferentes compostos incorporados em particulas poliméricas biodegraddveis de PLGA produzidas por métodos

distintos (adaptado de KUMARI et al., 2010).

Eficiénciade Diametro Metodologia de . .
Agente ~ < 3 ~ Melhoria Mecanismo A
encapsulacio  médio formacao das A e . < Referéncia
Encapsulado . Terapéutica de liberacao
(%) (nm) particulas
~ ~ Difusao,
Extragao-evaporagdo Baixa liberagdo da intumescimento
Taxol 100 370 do solvente de uma 9 . - MU e FENG (2003)
- . droga em até 20 dias e erosdo da
emulsao simples .
matriz
- S Maior eficiéncia . ~
Paclitaxel >90 117-160 Depomgao polimérica antitumoral comparada a Dlsscilugao € FONSECA et al.
interfacial . difusdo (2002)
da droga livre
. Maior inibi¢do do U DANHIER et al.
Taxol 70 190 Emulsao simples crescimento de tumores Difusdo (2009)
Método de Aumento da Difusdo e
Estradiol 48-75 116-279 evaporagao-difusio- . o degradacdo da SAHANA et al. (2007)
~ biodisponibilidade .
emulsdo matriz
. . T Liberacado controlada em P DERAKHSHANDEH
9-Nitrocamptotecina 33 207 Nano-precipitacao até 160 horas Difusao et al. (2007)
Parti¢do entre
Xantonas 77 154-164 Substitui¢do do Lenta/hberagao dadroga meio aquoso TEIXEIRA et al.
solvente em até 4 horas externo e nicleo  (2005)
oleoso
Meétodo d~e e Maior ab;qrga(j celular Difusdo e erosio ESMAEILI et al.
Docetaxol 87 200 evaporagao-difusio- sem modificac¢io das .
- . da matriz (2008)
emulsdo particulas
. Precipitacdo em KOUSHIK e
Deslorelina 62,5 13800 fluido supereritico M NM KOMPELLA (2004)
Timopentina 31 145-239 ~ Evaporagdo do Aumento da bioadesao  \y YIN et al. (2007)
solvente intestinal
Dexametasona 6 185-276 Evaporag¢ado do Lenta/hberagao da droga Difusio GOMEZ-GAETE et al.
solvente em até 50 horas (2007)
Droga manteve sua
SR-2508 Evaporacdo do bioatividade e Mecanismo de
(Etanidazol) 20 90-190 solvente sensibilizou células ruptura JIN et al. (2008)

tumorais a radiacio

NM: ndo mencionado

143
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Desta forma, para superar os problemas associados com a degradacio antecipada e
encapsulacdo da proteina, diversas modificagdes tém sido efetuadas, tais como o
recobrimento do agente ativo com outros materiais como alginato, quitosana (ZHENG,
2004), pectina (LIU ef al., 2004), gelatina (MARTINEZ-SANCHO e HERRERO-
VANRELL, 2004) e poli(vinildlcool) (PATIL, 2004), entre outros.

2.3.4. Poli(e-caprolactona)

A poli(caprolactona) ou PCL (do inglés, poly(e-caprolactone)) também tem se
destacado quanto as suas posssibilidades de uso na drea de biomateriais (LU e CHEN,
2004; DUARTE et al., 2010). Este composto é um poliéster alifatico, formado por unidades
repetidas de hexanoato (LABET e THIELEMANS, 2009), ou seja, € um polimero linear
(GORRASI et al., 2010), que contém um grupamento éster polar e cinco grupamentos
metilenos nao-polares (WEI ef al., 2009). Constitui-se de um polimero semi-cristalino que,
de acordo com GORRASI er al. (2010), possui como principais limitagdes a sua alta
cristalinidade, entre 45 a 69% (DONG et al., 2009), e baixa temperatura de fusdo (Ty,),
sendo que suas propriedades fisicas, mecanicas e também térmicas sdo extremamente
dependentes de sua massa molar e do grau de cristalinidade (LABET e THIELEMANS,
2009).

Existem, atualmente, trés métodos de preparacao de PCL, sendo eles o método de
condensacdo do 4cido 6-hidroxicapréico (GORRASI et al., 2010), o método de
polimerizacdo por abertura do anel de e-caprolactona (SINHA et al., 2004) e através da
polimerizacdo enzimatica usando meio supercritico (COMIM et al., 2012). Segundo
LABET e THIELEMANS (2009), poucos trabalhos descrevem o primeiro método em
detalhes, sendo mais usual a produ¢do de PCL via abertura de anel, pois esta abordagem
proporciona a formac¢do de polimeros com alta massa molar e baixa polidispersidade. A

estrutura quimica da PCL é mostrada na Figura 7.
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Figura 7: Estrutura quimica da €-policaprolactona (adaptado de WINZENBURG et al.,
2004).

De acordo com SINHA et al. (2004), a PCL foi primeiramente identificada e
caracterizada quanto as suas propriedades de biodegradabilidade em 1973, sendo que a
principal caracteristica deste polimero € o fato de que, quando comparado a outros
compostos da mesma categoria, este apresenta perfil adequado no emprego como carreador

de drogas que necessitem ser liberadas por longos periodos.

As blendas poliméricas formadas pela associacdo destes materiais podem ser
divididas em trés tipos, misciveis, mecanicamente compativeis € ndo misciveis. As blendas
misciveis apresentam somente uma temperatura de transicdo vitrea. As mecanicamente
compativeis, por outro lado, mant€ém os valores de Tg de cada polimero isolado,
apresentando assim, em algumas situagdes, propriedades mecanicas superiores as das
demais blendas. Por fim, ha as blendas do tipo ndo misciveis, que em geral apresentam
melhores propriedades de refor¢o mecanico. As propriedades mecanicas das blendas podem
ser controlada através das propor¢des de cada um dos polimeros usados, o que pode ser
empregado como um recurso pratico no controle da permeabilidade dos sistemas de
liberagdo de agentes ativos. As propriedades da PCL e de sua blenda com PLA na

proporcao 70/30 sdo mostradas, mais detalhadamente, na Tabela 7.
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Tabela 7: Caracteristicas do polimero PCL e da blenda poli(L-dcido latico/e-caprolactona)
70/30 (adaptado de LU e CHEN, 2004; SINHA et al., 2004; PURAC, 2008; LABET e
THIELEMANS, 2009).

Polimero
Caracteristicas
PCL PLA/PCL 70/30

T, (°C) 58 a 63 110a 120
T, (°C) -65 a 60 15a25
Modulo de elasticidade (GPa) 0,21a0,44 0,02 a 0,04
Resisténcia a tragdo (MPa) 0,4 18a22
Alongamento de ruptura (%) 20 a 1000 >100
Tempo de degradagdo (meses)" >24 12a24

Tetrahidrofurano Solivel Solivel

Diclorometano Soldvel Solivel

R Cloroférmio Soldvel Solavel

Solubilidade

Acetato de etila Pouco solivel Solivel

Hexafluoroisopropanol N3ao soluvel Solivel

Acetona Pouco solivel N3ao solivel

* Tempo necessdrio para completa perda de massa, o que depende do método de
processamento, da geometria do dispositivo e também do sitio de implantagdo

® O limite de solubilidade é dependente da temperatura.

A degradacdo do PCL em comparacdo com o poli(acido glicélico) e outros
polimeros ¢é lenta (SINHA et al, 2004), tornando-o um material mais adequado a
dispositivos que necessitem ser degradados por periodos de mais um ano. No entanto, a
biodegradagdo deste polimero pode ser melhorada quando associada a outros copolimeros
(WAN et al., 2009), como o poli(écido latico) e o poli(acido glic6lico). Devido a presenca
de grupos éster instdveis na sua estrutura, a PCL pode ser degradada quando submetida a
condicdes fisioldgicas (WEI et al., 2009). Segundo SINHA er al. (2004) e WEI et al.

(2009), este processo pode ser dividido em trés etapas. A primeira delas é a degradacdo da
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fase amorfa, que leva ao aumento da fracdo cristalina do polimero. Na segunda fase, ocorre
a clivagem das pontes éster, o que resulta na perda de massa do polimero, uma vez que,
como resultado da cisdo das cadeias de baixa massa molar (LABET e THIELEMANS,
2009), s@o produzidos fragmentos menores, que se difundem para fora do polimero,
aumentando assim, a probabilidade de serem eficientemente fagocitados. De acordo com
JOSHI e MADRAS (2008), na terceira fase usualmente observa-se a clivagem das cadeias
terminais em condi¢des de altas temperaturas (325-375°C), e a cisdo aleatdéria, em mais
baixas temperaturas (250 a 300°C), como pode ser observado na Figura 8. Por fim, o
produto de biodegradacdo da PCL, quando se usa este polimero em condig¢des fisiolégicas
(LINCE et al., 2008), € o 4cido 6-hidroxicaprdéico, pode ser absorvido ou mesmo removido,

através do ciclo do acido tricarboxilico (WAN et al., 2009).

De acordo com AGARWAL e SPEYERER (2010), ha muitas aplicagdes da PCL,
sendo que o campo de atuagdo deste polimero ndo se restringe apenas a drea de formacao
de dispositivos de liberagdao controlada de drogas, ainda que a maior parte dos trabalhos se

restrinja a este campo de investigacdo, como mostrado mais detalhadamente na Tabela 8.

Altas
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Figura 8: Clivagem das cadeias poliméricas da PCL a diferentes temperaturas (adaptado de

LABET e THIELEMANS, 2009).




Tabela 8: Compostos diversos incorporados em particulas poliméricas biodegradaveis de PCL produzidas por diversos métodos

(adaptado de SINHA et al., 2004; KUMARI et al., 2010).

 n Diametro .
Agente Eficiéncia de Metodologia Melhoria Mecanismo
encapsulacio médio de formacio . . Referéncia
encapsulado (g das particulas  Terapéutica de liberacao
(nm)
Tamoxifen 90 150-250 Substitui¢do do Tumor tomou—se alvo NM SHENOY e AMIJI
solvente preferencial da droga (2005)
Perfil de liberacdo da droga
Clonazepam  73-95 45210 ~ bvaporacdo do  pode ser modulado pela Difusdo CHOI e al. (2006)
solvente introducdo de polimeros
termosensiveis
Saquinavir 60 200 Substituigdo do - Altas concentracdes Difuso SHAH e AMIJI (2006)
solvente intracelulares da droga
Taxol 21 54-130 NM Alta liberacdo da droga NM KIM e LEE (2001)
Insulina 96 358 Emulsio Preservagdo da atividade Difusio DAMGE et al. (2007)
bioldgica da insulina
Docetaxel 90 100 NM Alto efeito antitumorigénico Difusao ZHENG et al. (2010)
Vinblastina 48 213227  Bvaporagio do Lentaliberagio dadrogaem s,z PRABU et al.(2009)
solvente até 20 dias
Cetoprofen NM 30000 NM Répida liberagdo da droga Difusdo GUZMAN et al. (1996)
Alta estabilidade das
. . Evaporacdo do particulas oferece ABERTURAS et al.,
Ciclosporina 98 2500 solvente possibilidade do uso de outras NM (2002)
rotas de administracao
L-metadona  13-16 NM SEOV@I;’;?” 0 \ais lenta liberacdo da droga  Difusdo CHA e PITT (1988)
. 5000- C Lenta liberagdo da droga em
B-estradiol 20 150000 Precipitag¢do longos perfodos de tempo NM BUNTNER et al. (1998)

NM: ndo mencionado
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Também se observa o seu uso na agricultura, aplicagdes na medicina (por
exemplo, como implantes), nas dreas farmacéutica (BALMAYOR et al., 2009) e ambiental,
na formacdo de materiais com caracteristicas mais adequadas para a industria de alimentos,
ou mesmo na producdo de embalagens (GROSS e KALRA, 2002), devido a suas
caracteristicas de cristalinidade e a sua transparéncia (AGARWAL e SPEYERER, 2010).
No entanto, o maior uso da PCL € ainda na formacgdo de carreadores de drogas, visto que,
como descrito por SINHA et al. (2004), este polimero € capaz de formar estruturas que
permitem alta permeacdo de drogas de pequeno tamanho, devido a sua capacidade de,
quando degradado, ndo gerar acidificacao do ambiente (quando comparado aos produtos de

degradacao tanto do PLA quanto do PLGA), e por fim, a sua habilidade de formar blendas.

2.4. Metodologias utilizadas na producao de dispositivos

particulados para a liberacao controlada de agentes ativos

Diversos métodos sdo usados na formacdo de particulas a base de polimeros
sintéticos para uso como dispositivos de liberacdo controlada. Dentre estes, pode-se citar o
método de Spray Drying. Este método consiste em dispersar o agente ativo em uma solugao
polimérica que € posteriormente aspergida com simultanea evaporacao do solvente em alta
velocidade, levando a formagdo das particulas. Esta técnica, apesar de bastante eficiente,
pode levar a degradacdo do agente ativo a ser incoporado, devido as forcas mecénicas e
altas temperaturas de secagem empregadas, sendo esta, portanto, a principal limita¢do da

técnica (THAKKAR et al., 2009).

A outra abordagem usada na formacdo de particulas se dd através do método de
emulsdo com evaporacido ou separagdo em duas fases do solvente. Faz-se inicialmente a
solubilizacdo do material polimérico e do agente ativo em um solvente organico (SILVA et
al., 2003). Posteriormente, a mistura € dispersa em uma solu¢do aquosa, seguida de
agitacdo intensa para formacdo da emulsdo. Ao fim, realiza-se a separacdo da fase aquosa,

que leva a formagdo das particulas poliméricas. Apesar desta técnica ser bastante usual e
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ser relativamente simples, tanto a agitacdo intensa, quanto o contato do agente ativo com o
solvente orgéanico, que pode ser toxico, além das dificuldades de se remover completamente
o solvente residual, bem como a temperatura de evaporacdo do solvente, podem vir a ser
bastante problemaéticas. Possivel desnaturacdo do agente a ser incorporado poderia ocorrer,
o que, do ponto de vista da aplicacdo final, comprometeria as caracteristicas fisico-quimicas
da droga. Uma alternativa a este tipo de metodologia é a extracdo de emulsdes via fluido
supercritico. Este método € capaz de reduzir a quantidade de residuos do processo,
minimizando os custos, além de combinar a flexibilidade da formacao de particulas usando
diferentes sistemas a base de emulsdes com a eficiéncia da larga escala a capacidade da

extragdo continua oriunda dos fluidos supercriticos (CHATTOPADHYAY et al., 2006).

O método de extrusdo também tem sido bastante empregado na formacdo de
particulas (SILVA et al., 2003). Este método consiste da produgdo de particulas através da
injecdo do material do nucleo (que pode estar na forma liquida, fundido ou em solugdo)
através de uma seringa ou capilar, de modo a formar pequenas goticulas, sendo o tamanho
destas dependente do didmetro do orificio, da velocidade de saida do material e da tensdo
interfacial entre solvente, liquido receptor, etc. A solidificacdo do material, neste caso, se

da através da evaporacao ou difusdo do solvente, ou mesmo através de reacdo quimica.

O método conhecido como Hot-melt, oriundo da industria do pléstico, também tem
sido bastante usado na formac¢do de formulagdes farmacéuticas, pois permite a formagdo de
carreadores de drogas sem que seja necessario o uso de solventes organicos. Neste caso, as
particulas sdo obtidas através do arrefecimento de gotas fundidas, que podem ser obtidas
por emulsificacdo (SILVA et al., 2003). A dissolucdo dos agentes bioativos sélidos €
dependente das caracteristicas fisico-quimicas dos carreadores usados, dentre os quais
destacam-se o polietileno glicol e polivinilpirrolidona (usados especialmente para drogas
que demandem perfil de liberacdo imediato) e copolimero de dcido metacrilico, etilcelulose
ou policaprolactona para os casos em que se deseja a liberagdo controlada da droga
(KALIVODA et al., 2012). No entanto, esta ténica tem sua aplica¢do limitada ao uso de
materiais poliméricos e substincias ativas que sejam preferencialmente termoestdveis, ja
que as altas temperaturas poderiam a vir degradar os agentes ativos a serem incorporados

nas microparticulas (THAKKAR et al., 2009).
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Para transpor estes problemas, a metodologia de formagdo de particulas via
tecnologia de fluidos supercriticos tem se mostrado uma alternativa atraente, sendo as suas

caracteristicas e implica¢des descritas mais detalhadamente no item 2.4.1.

2.4.1. Formacao de dispositivos de liberacao controlada através de

tecnologia de fluidos supercriticos

A tecnologia de fluidos supercriticos ja € conhecida desde o século XIX, visto que
era usada como ferramenta para estudar os processos de mineralizagdo natural. No entanto,
o uso acentuado desta tecnologia ganhou maior forca a partir do comeco dos anos 80 do

século XX (BYRAPPA et al., 2008).

As primeiras observacdes quanto as potencialidades do uso dos fluidos
supercriticos foram constatadas por ZOSEL (1971), que notou que a cafeina poderia ser
facilmente extraida, em um tempo relativamente curto, de graos de café verdes, utilizando
para isso temperaturas moderadas e tendo como uma vantagem adicional o uso do CO,

supercritico como solvente do processo.

As caracteristicas dos fluidos supercriticos t€ém sido estudadas ao longo de mais de
cem anos, mas somente a partir da década de 70 os solventes supercriticos tém sido
abordados, de forma mais ativa, na area de pesquisa (MCHUGH e KRUKONIS, 1994).
Assim, com o advento da Quimica Verde, no inicio dos anos 90, a tecnologia de fluidos
supercriticos de fato se popularizou, pois € uma tecnologia ambientalmente mais aceitavel
em comparacdo aquelas que envolvem solventes organicos, até entdo mais amplamente
usadas nas industrias quimicas, apesar de seus efeitos adversos e ja bem conhecidos

(BYRAPPA et al., 2008).

Desta forma, deu-se inicio ao uso desta tecnologia nos mais variados campos de
aplicacodes industriais, tais como: producdo de ceramicas, sintese de moléculas organicas

complexas, fracionamento de compostos quimicamente similares, producdo de aerogéis e
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espumas, processamento de polimeros e de sistemas e materiais micro e nanoestruturados
(PASQUALI et al., 2006), gerenciamento de residuos (KANG et al., 2008), adsorc¢ao,
cristalizacdo (YEO e KIRAN, 2005), producao de pigmentos, nutracéuticos € na indudstria
petrolifera (YASUII et al., 2008). O grande interesse do uso da tecnologia de fluidos
supercriticos pode ser facilmente constatado pela crescente quantidade de artigos cientificos

e de patentes que tém surgido a cada ano, como pode ser observado através da Figura 9.
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Figura 9: Nimero de publicagdes nos udltimos 20 anos que fazem uso de tecnologias
supercriticas, em que SFE: Extracdo com Fluido Supercritico; PF: Formacao de Particulas
via Fluido Supercritico; SFC: Cromatografia Supercritica; SFCR: Reagdes Quimicas em
Ambiente Supercritico; SFP: Purificagdo em Fluido Supercritico e SFI+D: Impregnacdo e
Deposi¢dao via Fluido Supercritico (dados extraidos de pesquisa realizada na WEB OF

KNOWLEDGE, 2012 até o més de agosto de 2012).

A tecnologia de fluidos supercriticos estd fundamentada no fato de que toda

substincia pura possui um valor especifico de pressdo critica (P) e temperatura critica
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(Ter). Assim, por defini¢do, o fluido em que a temperatura e pressdo estdo simultaneamente
maiores que o ponto critico € conhecido de Fluido Supercritico (FSC). As propriedades
fisico-quimicas do fluido supercritico estdo compreendidas entre as de um liquido e as de
um gés, o que possibilita, por exemplo, que estes sejam capazes de espalhar-se facilmente
em uma dada superficie, em consequéncia da sua reduzida tens@o superficial. Ao mesmo
tempo, FSCs sdo capazes de agir como solvente, ao contrdrio do que acontece com 0s
gases. Na Figura 10 pode-se observar o diagrama de fases de um componente puro na

regido supercritica.

Ponto
Critico

=
=3

Pressao

I

Temperatura

Figura 10: Diagrama de fases de temperatura versus pressio de um composto puro com

indicacao da regido supercritica (adaptado de MAYO e KOMPELLA, 2007).

De acordo com BRUNNER (2005), na fase supercritica, observa-se que a pressao
do sistema € suficiente para evitar que a substancia se torne vapor, mas a alta temperatura
permite que haja grande mobilidade molecular. A temperatura também atua como agente de
controle para que a substincia ndo se torne liquida, a0 mesmo tempo que a pressdo limita o
grau de mobilidade molecular. De modo geral, a substancia na regido supercritica pode se

comportar tanto como um liquido como um gas, mas na verdade, ndo € nenhum dos dois. O
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poder de dissolucao do fluido supercritico serd dependente da pressdo e temperatura, visto
que a medida em que aumenta a pressdo, maior é o poder de dissolucdo, que é bastante
semelhante ao poder de dissolu¢do de um liquido. Nesta situacdo, o fluido apresenta maior
difusividade e menor viscosidade que os liquidos. Além disso, os fluidos supercriticos
tendem a apresentar significativa caracteristica de solvente quando comprimidos a
densidades proximas de liquidos. Isso € bastante interessante, uma vez que intuitivamente
sabe-se que os gases tipicamente ndo sdo considerados solventes. O ajuste operacional
(pressdo e temperatura) na regido supercritica pode ser usado para regular a densidade do
fluido, que por consequéncia modifica a forca do solvente. Adicionalmente as suas
caracteristicas de solubilidade bastante particulares, os fluidos supercriticos possuem outras
caracteristicas fisicoquimicas bastante atrativas, tais como a sua baixa tensdo superficial
que permite uma facil penetracio em materiais microporosos (McHUGH e KRUKONIS,
1994). De acordo com BRUNNER (2005), no estado supercritico, as densidades sao
proximas as dos liquidos, enquanto que a viscosidade € similar a de gases normais e a
difusividade tem magnitude de cerca de duas vezes maior do que a de liquidos tipicos,

como pode ser observado através da Tabela 9.

A selecdo cuidadosa do fluido supercritico a ser usado em uma determinada
aplicacdo pode contribuir para reducdes significativas do tempo de processo, bem como na
melhoria da eficiéncia do mesmo (MAYO e KOMPELLA, 2007). H4 diversos compostos
que podem ser usados como fluidos supercriticos no processamento de substincias com
aplicacdo nas mais diferentes areas. Apesar dos constantes esforcos no estudo desta
tecnologia, poucos compostos sdo efetivamente usados como fluidos supercriticos. A
maioria destes compostos, como a dgua, tém temperaturas criticas muito elevadas, o que
seria incompativel com vérias moléculas de interesse, como por exemplo as farmacéuticas
(PASQUALI et al., 2008). A Tabela 10 mostra os propriedades criticas de alguns

compostos costumeiramente usados como FSC.
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Tabela 9: Caracteristicas fisico-quimicas tipicas de fluidos supercriticos quando

comparados com substancias puras na fase liquida e gasosa (adaptado de BRUNNER,

2005).

Estado da substancia Densidade Difusividade Viscosidade
(g/cm3) (cm2/s) (g/cm.s)

Gas

P=latm T=1530°C (0,6-2,0)x 10 0,1-04 0,6 —2,0)x 10™

Liquido

P=latm T=15-30°C 0,6-1,6 0,2-2,0)x 107 0,2-3,0)x 107

Fluido supercritico

P=P, T=T, 0,2-0,5 0,7x 107 (1-3)x10™

P=4P, T=T, 0,4-0,9 0,2x 107 (3-9)x 10"

Tabela 10: Parametros criticos de moléculas usadas como fluidos supercriticos (adaptado

de CAUDELL, 1999; ARAl et al., 2002; PASQUALI et al., 2008).

Composto Ter (K) P, (bar)

Ar 151 49
CHF; 300 47
CO;, 304 73
C,Hs 305 48
C;Hs 369 42
H,0 647 218
N,O 309 41
NH; 406 111
SFs 318 38

Xe 290 58
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O CO, ¢ atualmente o solvente mais usado em aplicagdes supercriticas. Este
composto possui baixo custo (KANG et al., 2008), ao contrdrio de substdncias como o
argonio (usado na extracdo de hidrocarbonetos de petréleo do solo, de acordo com LIANG
e TILOTTA, 1998) e xendnio (usado como fase mdvel na cromatografia supercritica
capilar, de acordo com RAYNOR et al., 1989, e como solvente para dispersdes coloiddis
estdveis, de acordo com KRUKONIS er al., 1984), que sdo onerosos e necessitam de maior
refrigeracdo para alcancarem o ponto critico, de modo a apresentar densidades
consideraveis. E quimicamente inerte (MAYO e KOMPELLA, 2007) e nao inflamével, o
que o torna mais atraente que substancias como o etano (que € inflamavel). O diéxido de
carbono também é conhecido por possuir baixa toxicidade (CHEN et al., 2007; YASUIJI et
al., 2008), quando comparado com amonia, trifluorometano, éxido nitroso e hexafluoreto
de enxofre, que sdo bastante téxicos. O CO, € abundante (MAYO e KOMPELLA, 2007),
além de ser ambientalmente aceitdvel e seguro (BAHRAMI e RANJBARIAN, 2007). Além
das caracteristicas citadas anteriormente, o0 CO, possui como vantagem adicional o fato de
sua polaridade poder ser facilmente manipulada, através da adi¢dao de pequenas quantidades

de solventes como alcoois, ésteres e cetonas (MAYO e KOMPELLA, 2007).

Nos ultimos vinte anos de uso da tecnologia de fluidos supercriticos, com o
emprego de CO, como fluido supercritico, destaca-se o crescente nimero de trabalhos que
fazem uso desta técnica e os processos de nucleacdo e crescimento para a obtencdo de
particulas que sdo comumente usadas como dispositivos de liberacdo controlada de agentes

ativos, destinados especialmente para a industria farmacéutica (YEO e KIRAN, 2005).

Os métodos de producdo de particulas via tecnologia de fluido supercritico
sofreram, ao longo do tempo, modificagcdes e compreendem trés principais categorias
(PASQUALI et al., 2008), que sdo o uso do fluido supercritico como um solvente, como
um anti-solvente ou como um soluto no processo. A Tabela 11 sumariza brevemente as
caracteristicas e as variacoes de cada um destes tipos de processos, que sao mais

detalhadamente discutidos a seguir.
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Tabela 11: Caracteristicas de processamento usando diferentes metodologias de produgdo

de particulas via tecnologia de fluidos supercriticos (adaptado de YEO e KIRAN, 2005).

Forma de atuacao

Forma de atuacao Forma de inducao da
do fluido Processo
. do solvente orginico separacao de fases

supercritico

ASES Solvente Solvente

PCA Solvente Solvente

SAS Solvente Solvente
Anti-solvente

GAS Solvente Solvente

SEDS Solvente/nao-solvente Solvente

SFEE Solvente Solvente
Soluto PGSS - Solvente/Temperatura/Pressao
Solvente RESS Co-solvente* Temperatura/Pressao

ASES: Sistema de extracdo do solvente por aerossol; PCA: precipitacdo a partir do anti-
solvente comprimido; SAS: precipitacdo pelo anti-solvente supercritico; GAS: gds como
anti-solvente; SEDS: dispersdao da solu¢do expandida pelo fluido supercritico; SFEE:
Extracdo de emulsdes por fluidos supercriticos; PGSS: precipitacdo de solucdes saturadas

de gés e RESS: expansao rdpida da solugdo supercritica. * pode ser ou nao utilizado.

2.4.1.1. Uso do fluido supercritico como solvente

Dentre os métodos usados na formagdo de particulas destaca-se o processo
conhecido como expansdo rapida da solug@o supercritica ou simplesmente pela abreviagdao
RESS (do inglés, rapid expansion of supercritical solutions), que foi primeiramente
patenteado, nos Estados Unidos, no ano de 1986 (SMITH, 1986). Desde que foi proposto,
este método tem sido usado nas mais variadas aplicacdes, especialmente no que diz respeito
a formacao de filmes poliméricos, fibras e microparticulas (KOMPELLA e KOUSHIK,
2001). Esta técnica é também especialmente usada em casos em que 0Os materiais
poliméricos empregados e os solutos possuem algum grau de solubilidade no fluido

supercritico (YEO e KIRAN, 2005).
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O equipamento tipico usado no processo de formagao de particulas via RESS ¢é
mostrado na Figura 11, consistindo basicamente da unidade de alimentacdo de CO,, da
unidade de extracdo (onde ocorre a dissolu¢do do soluto no fluido supercritico) e da
unidade de precipitagao (responsdvel pela formacdo das microparticulas em consequéncia

da rapida supersaturacdo do sistema) (MISHIMA, 2008).

Bomba

| Y
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Frren e

Vaso de

eRpansio

Vilvula reguladora
e pressio (WRF)

Figura 11: Equipamento tipico de RESS (adaptada de KOMPELLA e KOUSHIK, 2001;
VEMAVARAPU et al., 2005; BYRAPPA et al., 2008; MISHIMA, 2008).

O processo consiste primeiramente no aquecimento e pressurizacao do gas, que é
entdo injetado na unidade de extragdo, podendo ocorrer a saturacdo do mesmo com o
substrato de interesse (PASQUALI et al., 2008). Em seguida, de acordo com MARTIN e
COCERO (2008), promove-se uma repentina despressurizacdo pelo uso de um bico injetor
ou de um capilar, com diametro interno tipico de 25 a 150 pm (KOMPELLA e KOUSHIK,
2001; MAYO e KOMPELLA, 2007), que provoca a rdpida expansdo da solugdo
supercritica, produzindo, assim, uma grande diminuicio na densidade do fluido
(PASQUALI et al., 2008), bem como em sua temperatura. Isto causa a precipitacdo do
soluto, através da nucleacdo do substrato na forma de pequenas particulas que sdo

posteriormente coletadas (BYRAPPA et al., 2008).
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De acordo com KOMPELLA e KOUSHIK (2001), o processo de RESS pode
produzir particulas com uma faixa de tamanho de poucos micrometros até centenas de
micrometros, sendo que a morfologia das mesmas, bem como o seu grau de cristalinidade,
sdo consequéncia da estrutura molecular do material (BYRAPPA et al., 2008) e dos
parametros usados no processo. Segundo PASQUALI et al. (2006) e PASQUALI et al.
(2008), os parametros de processo podem ser divididos conforme as fases de pré e pos-
expansdo. Os primeiros sdo fungdo da temperatura e pressdo do vaso de extracdo, que
influenciam a cinética de nucleagdo, alterando a densidade do fluido supercritico, e
consequentemente, a concentracdo na pré-expansdo. No entanto, deve-se salientar que a
concentracdo de pré-expansdo € dependente do fluido supercritico, bem como da natureza
do soluto (que pode ser cristalino ou amorfo, na forma de compdsito ou mesmo puro), € por
fim, da existéncia ou ndo de co-solventes no sistema. Desta forma, segundo PHILLIPS e
STELLA (1993), quanto mais longa a fase de pré-expansao, mais estreito serd o perfil de
distribuicdo das particulas formadas. J4 as condi¢des de pds-expansdo referem-se a
temperatura, tamanho, distdncia e geometria do bico injetor, do angulo de impacto da
superficie do jato produzido e da polidispersidade da massa molar do polimero, quando este
¢ usado (BYRAPPA et al, 2008; PASQUALI et al., 2008). Quando o processo de
despressurizacao € realizado em um vaso em que o solvente encontra-se na fase liquida, o
método é entdo denominado como RESOLV (do inglés, rapid expansion of a supercritical

solution into a liquid solvent).

Dentre as principais vantagens do uso do fluido supercritico como solvente do
processo para a formacgao de particulas destaca-se a possibilidade de se produzir particulas
poliméricas que apresentam diferentes densidades e rugosidades pela alteracdo na cinética
de evaporacdo do fluido supercritico, sendo portanto, capazes de encapsular proteinas,
especialmente em casos em que nao se faz uso de co-solventes organicos (TANDYA et al.,
2007). Em alguns casos, ainda segundo TANDY A et al. (2007), este método pode mostrar-
se como 0 mais vantajoso processo de obten¢do de particulas via fluido supercritico, por
oferecer simultaneamente tanto a reduc¢do do tamanho das particulas como altas taxas de
incorporagdo da substancia ativa, sem que se tenha preocupagdes quanto a possibilidade da

presenca de solventes organicos residuais. Além disso, é possivel neste processo o uso de
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temperaturas moderadas (MARTfN e COCERO, 2008), tipicamente inferiores a 80 °C. Por
fim, hd como vantagem adicional a simples e relativa facilidade de implantacdo do processo
em pequenas escalas, quando se faz uso de um unico injetor (PASQUALI ez al., 2006). No
entanto, segundo PASQUALI et al. (2006), sua extrapolacdo para maiores escalas, com o
uso de multiplos bicos injetores pode ser bastante problematica, ainda que, segundo estes

autores, existam trabalhos que demonstram sucesso na ampliag¢do de escala do processo.

Ja entre as principais desvantagens do uso deste tipo de processo para a formacgao
de particulas destaca-se a baixa solubilidade de produtos farmacéuticos em CO,
supercritico (PASQUALI et al., 2006; BYRAPPA et al., 2008; YASUIJI et al., 2008), além
da dificuldade em se obter solubilidade moderada para ambos os materiais (matriz e droga)
em uma unica fase quando na presenca do fluido supercritico (TANDYA et al., 2007). Esta
abordagem pode ser aplicada com mais sucesso para compostos ndo-polares ou compostos
polares volateis como dlcoois ou ésteres, ndo devendo ser usada quando se tratar de
compostos ndo soliveis no fluido supercritico, como 4cidos ou sais (MARTIN e COCERO,
2008). No entanto, a baixa solubilidade pode ser, em alguns casos, superada pelo uso
apropriado de alguns tipos de co-solventes e através do ajuste da densidade do fluido
supercritico (COCERO et al., 2009). Como consequéncia, é necessdria a cuidadosa
manipulacdo dos parametros operacionais durante o estdgio de formacao das particulas, de

modo a evitar a precipitacio segregada da matriz polimérica da droga de interesse.

Uma outra limitagdo do uso da técnica estd associada ao controle ineficiente do
tamanho e da morfologia das particulas formadas (mostrando-se ndo raramente finas e
porosas), devido a alta supersaturacdo do sistema, em consequéncia da elevada taxa de
transferéncia de massa do processo (BAHRAMI e RANJBARIAN, 2007). Além dos
problemas citados anteriormente, tem-se a dificuldade recorrente de ampliacao de escala do
processo por causa da intensa agregacdo das particulas e do entupimento frequente do bico

injetor, devido especialmente ao resfriamento do sistema (PASQUALI et al., 2008).
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2.4.1.2. Uso do fluido supercritico como soluto

O método de formacdo de particulas conhecido como precipitacdo de solugdes
saturadas em gas, ou PGSS (do inglés, particles from gas-saturated solutions), foi
primeiramente testado e desenvolvido por WEIDNER er al. (1996). Esta abordagem se
caracteriza pela dissolucao do fluido supercritico na matriz do soluto, de modo que ocorra a
reducdo da viscosidade e consequentemente, a redu¢do do ponto de fusdo do soluto
(TANDYA et al., 2007). Desta forma, com o aumento da pressdo, observa-se também, o
aumento da concentragdo do fluido no soluto fundido (MORIBE et al., 2008), que ao ser
despressurizado pela passagem no bico injetor (YEO e KIRAN, 2005), leva a formacao das
particulas, através da precipitacdo do soluto. A Figura 12 representa esquematicamente o

conceito do equipamento usado na obten¢do de particulas pelo método de PGSS.
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Figura 12: Conceito do equipamento tipico de PGSS (adaptado de VEMAVARAPU et al.,
2005; BYRAPPA et al., 2008; MISHIMA, 2008).

De acordo com MARTIN e COCERO (2008), o processo de PGSS ¢

especialmente adequado para uso na formagao de particulas a base de polimeros nos quais o
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CO, apresente alta solubilidade. Segundo COCERO er al. (2009), a eficiéncia de
incorporagdo serd dependente da relacdo entre a cinética de solidificagdo do carreador e a
cinética de difusdo e evaporagdo do liquido a ser encapsulado. Aliado a isso, o método de
PGSS oferece a possibilidade de controlar caracteristicas das particulas, tais como
morfologia, tamanho, distribuicdo de tamanhos e cristalinidade das mesmas (TANDYA et
al., 2007) através de ajustes nos parametros de processo como concentragdo € composi¢ao
do soluto, temperatura e pressdo de pré-expansdo e expansdo, € geometria e didmetro

interno do bico injetor (MISHIMA, 2008).

Dentre as principais vantagens do uso do método PGSS na formacao de particulas
destaca-se o menor consumo de CO, quando comparado a métodos como o RESS
(BAHRAMI e RANJBARIAN, 2007; MISHIMA, 2008). O uso de baixas pressoes
(MISHIMA, 2008) e a nao necessidade de uso de solventes organicos, quando comparado
aos demais métodos que empregam o fluido supercritico como anti-solvente (BAHRAMI e
RANJBARIAN, 2007; MISHIMA, 2008) também sdo vantagens adicionais ao emprego
deste método. Ha ainda, segundo TANDYA et al. (2007), a possibilidade de se controlar
tanto a macro quanto a micro-porosidade das particulas formadas. Além das caracteristicas
citadas anteriormente, tem-se como uma vantagem adicional o fato do processo ser
relativamente simples, o que possibilita a formagdao de uma ampla faixa de produtos
(BYRAPPA et al., 2008), especialmente os de alto valor agregado, a custos relativamente
baixos. De acordo com BYRAPPA et al. (2008), a principal desvantagem do processo € a
dificuldade de controle do tamanho das particulas formadas, o que pode ser bastante

problematico, dependendo da aplicacdo final das mesmas.

2.4.1.3. Uso do fluido supercritico como anti-solvente

De acordo com BAHRAMI e RANJBARIAN (2007), os métodos que fazem uso
do fluido supercritico como anti-solvente t€ém como principal caracteristica a ripida
transferéncia de massa entre o fluido supercritico e a solucdo, o que resulta na expansio da
mesma, levando a uma reducdo na dilui¢do, consequentemente produzindo uma solugdo

supersaturada. Diversos métodos e suas variagdes fazem uso deste principio para a
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formacdo de particulas, sendo que somente serd abordado o método SAS, visto que os

demais métodos sdo modificagcdes deste.

No método SAS (do inglés supercritical anti-solvent method), o fluido supercritico
e a solugdo polimérica sdo alimentadas em separado, continuamente, dentro do vaso de
precipitacdo através de um bico injetor (COCERO et al., 2009). O método de SAS ¢é
também caracterizado por ser um processo semi-continuo, em que as particulas precipitadas
sdo coletadas ao fim da operacdo (BAHARAMI e RANJABARIAN, 2007). Em geral, para
obter uma boa mistura entre o fluido supercritico e a solucao, sem que haja necessidade de
se usar dispositivos mecanicos, opta-se por empregar maiores pressoes (entre 9 a 15 MPa),
quando comparado a outros métodos que empregam fluidos supercriticos como anti-
solventes (MARTIN e COCERO, 2008). Assim, para que se tenha sucesso na formacio de
particulas, o anti-solvente (no caso, o fluido supercritico), deve possuir baixa afinidade pelo
soluto e a0 menos miscibilidade parcial com a fase organica. Desta forma, o mecanismo de
nucleacdo e crescimento dos cristais serd orientado pela difusdo do anti-solvente dentro da
fase organica e a consequente evaporagdo do solvente organico quando em contato com o
antisolvente. O bico injetor deste sistema consiste basicamente de dois tubos terminais onde
se injeta a mistura, de modo a ser lancada no vaso de precipitagio (BAHRAMI e
RANJBARIAN, 2007). A geometria caracteristica do injetor € responsavel por produzir
altos valores de nimero de Reynolds (o que facilita o processo de mistura) e baixos valores

de Weber (que controlam o tamanho das gotas formadas).

Assim, de acordo com PASQUALI et al. (2008), a expansao do volume, causada
pela difusdo do antisolvente, acaba por reduzir a solubilidade do soluto, em fun¢do da
reducdo da densidade. Por outro lado, a evaporagdo do solvente no fluido supercritico leva
a um aumento da concentracdo, com supersaturacdo, nucleaciao e formacao das particulas.
A alta velocidade de injecao de fluido supercritico leva a formacdo de gotas de tamanhos
muito pequenos, a0 mesmo tempo que a mistura do solvente com o fluido supercritico,
dentro da camara de mistura, possibilita 0 aumento da transferéncia de massa do fluido
supercritico para o solvente, e vice-versa (PASQUALI er al., 2006). Dependendo da
viscosidade e densidade tanto da solucdo quanto do fluido supercritico, da velocidade do

jato, do diametro e do comprimento do tubo capilar, observa-se o rompimento do jato, que
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a principio, pode ocorrer de quatro formas distintas: o regime Rayleigh, primeiro jato
induzido, segundo jato induzido e o regime de atomizacdo (LIN e REITZ, 1998). No
regime Rayleigh observa-se a formacao de gotas maiores que o diametro interno do capilar.
Ja no regime de primeiro jato induzido, observa-se a quebra do jato que ocorre distante da
saida do capilar, resultando em gotas com tamanhos préoximos aos didmetro do capilar. No
regime de segundo jato induzido, por outro lado, pequenas gotas sdo produzidas proximas a
saida do capilar, enquanto que no regime de atomizacdo as gotas sdao formadas somente
depois de sairem do tubo capilar, sendo portanto, muito menores que o diametro do capilar.
Os dois primeiros regimes sdo caracaterizados por poderem ser facilmente observados
quando se empregam relativas baixas velocidades, enquanto que os dois ultimos somente
poderdo ser obervados quando a velocidades empregadas forem bastante altas. Como parte
final do processo, habitualmente se observa a importancia da injecdo continua de fluido
supercritico no sistema, visto que isto aumenta a probabilidade de extracdo e total remocao
dos solventes organicos das particulas formadas (BYRAPPA et al., 2008). A Figura 13
apresenta esquematicamente, o conceito do equipamento tipico usado na formacdo de

particulas via SAS.

O crescente uso da técnica de SAS na formagao de particulas tem sido observado,
visto que esta metologia apresenta algumas vantagens adicionais as demais técnicas de
formacdo de particulas. Dentre essas vantagens podem-se destacar o maior controle sobre a
reprodutibilidade da técnica (PASQUALI et al., 2006) e a possibilidade de se produzir
particulas a base de compostos soliveis em dgua como proteinas e acucares (YEO e
KIRAN, 2005). Além disso, o processo € facilmente escalondvel e passivel de atender aos

requisitos de boas préticas de fabricacdo (YORK et al., 1998).

Na Tabela 12 apresentam-se dados de particulas produzidas a partir dos polimeros
enfocados neste trabalho (PLLA, PLGA e PCL) produzidos por diferentes metodologias

fundamentadas em fluidos supercriticos e incorporando distintos compostos bioativos.
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Trocador
de calor

Bomba

Bomba de HPLC
Figura 13: Equipamento tipico de SAS (adaptado de CHEN et al., 2007; BYRAPPA et al.,

2008; KANG et al., 2008).



Tabela 12: Sistemas microparticulados produzidos por tecnologia de fluidos supercriticos incorporando ou ndo agentes ativos.

Composicao

Agente

Eficiéncia de

: Método Solvente Condicoes operacionais . . ~ Diametro Referéncia
da matriz ativo incorporacao

Pressao: 8-10 MPa,

SAS DCM Temperatura: 308 K diuron NR 1-5 pym TAKI et al. (2001)
Vazao de CO;: 40 g/h
Pressdo: 8-17 MPa,

SAS DCM Temperatura: 304-333 K NR NR 4-14 um RANT‘?;(()gzL)A et al.
Vazao de CO;: 11-14 g/min
Pressao: 7,6 MPa,

ASES UM Temperatura: 298 K ABE 57929 122um TUeral 2002)
Vazio de CO,: 1-2 mL/min
Pressdao: 10 -14,5 MPa,

SAS DCM  Temperatura: 308 K herbicida NM 1-5 um BOUTIN et al. (2004)
Vazao de CO;: 40 g/h
Pressao: 10,1 MPa,

PLA PCA DCM Temperatura: 36 °C NR NR  045-1,6 um SARE’&%“ al.

Vazao de COj: 10-15 mL/min
Pressao: 6-12 MPa,

PCA DCM  Temperatura: 293-308 K NR NR 0,1-50 pm DIEGO et al. (2005)
Vazao de CO;,: 180 g/min
Pressao: 10-20 MPa

RESS  ET  Temperatura: 313 K NR NR 2-5 um MATSI?;;SISV)[A et al.
Vazao de CO,: NM
Pressao: 8.38-9,43 MPa,

SAS DCM Temperatura: 313-323 K NR NR 0,2-5,5 um  OBRZUT et al. (2007)
Vazao de CO,: NM
Pressao: 6,5-16 MPa,

SAS DCM  Temperatura: 309-333 K teofilina NM 5-95 um ROY et al. (2007)

Vazao de CO,: 67 mL/min

DIYP1301]q1q 0pSIA2Y — 7 o[nirdp)
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Tabela 12 (continuagdo): Sistemas microparticulados produzidos por tecnologia de fluidos supercriticos incorporando ou ndo agentes ativos.

Compos.l $99 Método  Solvente Condicoes operacionais Agente ativo E ficiéncia (}e Diametro Referéncia
da matriz incorporacio

Pressao: 34,6 MPa, 30-100

RESS THF  Temperatura: 305-366 K NR NR nm SANE e THIES (2007)
Vazao de CO,: NM
Pressao: 6,5-9 MPa,

SAS DCM  Temperatura: 308-318 K luteina NR 1-5um  MIGUEL et al. (2008)
Vazao de CO;: 2,1-4,8 kg/h
Pressao: 13,8; 17,2 € 20,7 MPa

SAS DCM  Temperatura: 306, 313 € 323 K rifampicina  33,4-91,7% 5 Mm
Vazao de CO;:1,5 g/min
Pressao: 12 MPa,

SEDS DCM  Temperatura: 306 K Fe;04 NM 803 nm  CHEN et al. (2009a)
Vazao de CO,: 16 NL/h

DCM e Pressao: 12 MPa, .

SEDS BT Temperatura: 306 K puerarin 23,6 % 675 nm CHEN et al. (2009b)
Vazao de CO,: 25 NL/h
Pressao: 34 MPa,

RESOLV NP Temperatura: 373 K

Vazao de CO,: NM
Pressao: 10,13 MPa,

SEDS DCM Temperatura: 273 K caroteno NM 30 um HE et al. (2010)
Vazio de CO,: 45 mL/min
Pressao: 38 MPa

RESS Dl(\:/[l\é ¢ Temperatura: 333 K NR NR 27?1;17130 UL-HAQ et al. (2010)
Vazao de CO,: NM

PATOMCHAIVIWAT
et al. (2008)

PLA

retinil 0,9-6,2% em  30-160 SANE e
palmitato massa nm LIMTRAKUL (2009)

8¢



Tabela 12 (continuagdo): Sistemas microparticulados produzidos por tecnologia de fluidos supercriticos incorporando ou ndo agentes ativos.

Composugao Método Solvente Condicoes operacionais Agente ativo E ficiéncia (}e Diametro Referéncia
da matriz Incorporacao
Pressao: 7,5 MPa, ..
PGSS NR  Temperatura: 305 K t0>201.de 78,1% 22,8 um BAXENDALE et al.
~ ] tetanico (2011)
PLA Vaza(N) de CO,: NM
DCM e Pressao: 12 MPa, .
SEDS BT Temperatura: 306 K morfina 4,73 % 245 um  ZHANG et al. (2012)
Vazao de CO,: 300 mL/min
Pressao: 8,96 ¢ 11,03 MPa, 4.6.04.8
SAS AC Temperatura: 306; 311 e 315 K NR NR ’ ’ WANG et al. (2005)
Vazdo de CO»: 0,8 a 2,8mL/min Hm
Pressao: 8,96 MPa,
SAS DCM  Temperatura: 306 K HC 5,4 -252% 30 um WANG et al. (2006)
Vazao de CO;: 1,5 L/min
Pressao: 25 MPa,
PLGA RESS  ET  Temperatura: 313 e 423 k SiO; e TiO, NR 10t0 100 KONGSOMBUT et al.
Vazdo de COx: NM fm (2009)
Pressao: 8 MPa, 149-322
NR AE Temperatura: 318 K pDNA 2 -20% MAYO et al. (2010)
Vazao de CO;: 0,4 mL/h nm
Pressao: 8 MPa,
SEE AE Temperatura: 311 K NR NR 1-3,5um  PORTA et al. (2011)
Vazao de CO,: 0,3 kg/h
Pressao: 6-11e 15 MPa, 270-650
PGSS NR  Temperatura: 323 e 343 K [3-caroteno 340 ppm m PAZ et al. (2012)
PCL Vazao de CO,: NM K
Pressao: 30 MPa, Extrato de 254.5. YESIL-CELIKTAS e
SAS DCM Temperatura: 313 K Rosmarinus  62,2-82.8% 617 5’ om CETIN-UYANIKGIL
Vazao de CO;: 20 g/min officinalis ’ (2012)

po1p.1301]1q1q 0VS142Y — 7 oJnj1dp)
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Tabela 12 (continuagdo): Sistemas microparticulados produzidos por tecnologia de fluidos supercriticos incorporando ou ndo agentes ativos.

Composicao Eficiéncia de

: Método Solvente Condicoes operacionais Agente ativo ~_ Diametro Referéncia
da matriz Incorporacio
Pressdo: 12 MPa, 1.65-2.35
SEDS DCM  Temperatura: 306 K indometacina 2.8% ’ ’ KANG et al. (2008a)
Vazio de CO: 18 L/h Hm
Pressao: 12 MPa, 14.71- 1.36-

PLA/PLGA  SEDS DCM  Temperatura: 306 K paclitaxel
Vazao de CO,: 300 mL/min
Pressao: 7.6 MPa,
PGSS NR  Temperatura: 305 K hGH 5,5-6,4%
Vazao de CO,: NM
Pressdo: 15 MPa,

1633%  8sspm KANGeral 20080)

56 a104 JORDAN et al.
(2010)

3,57-162 BREITENBACH et

PLA ¢ PHB ASES DCM  Temperatura: 309 K NR NR 1. (2000)
Vazao de CO;: 5 mL/min Hm a.
Pressao: 10-15 MPa,
PLA/PEG GAS DCM  Temperatura: 278-303 K insulina 84,6% 363;3120 CALI((ZZ(I;:(;ZI) et al.
Vazao de CO,: 900-1800 NL/h
Pressao: 20 MPa
IS\E?/IZ RESOLV ET Temperatura: 353 K NR NR 100 nm MEZ(Izz?)l(;Ié)et al.
Vazao de CO,: NM
Pressao: 11 MPa, <
PI\I;I(I\:{A/ NR DCM Temperatura: 315 K colesterol 30% 0’25r;115 VECZ?;?%I\(I)%‘%LEZ
Vazao de CO;: 6,6 a 102 mL/min H )
Pressao: 11 MPa, p
Pl\l;[(lg/iA/ SAS DCM  Temperatura: 313 K NR NR >1-3 um VECZ?;S%\(I)%?)LEZ
Vazao de CO,: 100 mL/min )
PLGA, SEDS DS\C/L : E“feerflsi(;atluiae é%zlaviaém K HC 22% 5,6-33 GHADERI e7 al.
PLA, e PCL ’ P : ¢ um (2000)

AE, HX Vazao de CO,: 21 mL/min

09



Tabela 12 (continuagdo): Sistemas microparticulados produzidos por tecnologia de fluidos supercriticos incorporando ou ndo agentes ativos.

Composigﬁo Método Solvente Condicoes operacionais Agente ativo E ficiéncia (}e Diametro Referéncia
da matriz incorporacao
Pressdo: 12 MPa,
PLAPEG! SEDS  DCM  Temperatura: 306K paclitaxel ~ 51-7.1% 129900 GUYANG er al. (2009)
PLA ~ nm
Vazio de CO,: NM
Pressao: 12 MPa,
PL‘S]CIDA]EG/ RESS DCM  Temperatura: 306 K NR NR 2,2 Um CHEN et al. (2011)
Vazao de CO,: NM
PLGA/ Pressdo: 7,5 MPa, 45.3-
quitosana/  PGSS NR  Temperatura: 305 K NR NR 97 1’ CASETTARI et al. (2011)
mPEG Vazio de CO,: NM HHm

PLA: poli(dcido latico); PLGA: poli(dcido latico-co-glicdlico); PCL: policaprolactona; PHB: polihidroxibutirato; PEG: polietileneglicol;

PMMA:

polimetillmetacrilato; mPEG: metoxipolietilenoglicol; SAS: precipitacdo pelo anti-solvente supercritico; ASES: sistema de extracdo de solvente a partir de

aerosol; PCA: precipitagdo usando um antisonvente comprimido; RESS: expansdo rdpida da solucdo supercritica; SEDS: dispersdo da solugdo expandida pelo

luido supercritico; RESOLV: expansdo rdpida de solucdo supercritica em solventes liquidos; PGSS: particulas de solucao saturadas de gas; SEE: extra¢do por

emulsdo supercritica; NR: ndo realizado e/ou usado; NM: ndo mencionado; AHB: adcido 4-hidréxicobenzéico; HC: hidrocortisona; DCM: diclorometano; AC:

acetona; AE: acetato de etila; ET: etanol; HX: hexano; I: isopropanol; ME: metanol; THF: tetrahidrofurano; NL/h: litros padrdo por hora.

Do1fp1301]q1q 0PS10Y] — 7 o[nIdp)
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Pode-se observar que a tecnologia de fluidos supercriticos € muito versitil e capaz
de produzir particulas com uma grande variedade de tamanhos, como mostrado na Tabela
12. Apesar disso, a maioria das particulas formadas a partir de poli(hidroxiésteres) usando
esta tecnologia possui uma ampla faixa de tamanhos, que pode variar de poucos
nandmetros até muitos micrometros. Particulas da ordem de nandmetros sdo eficientemente
produzidas quando se faz uso das técnicas de RESS, RESOLV e SFEE, pelo ajuste das
condic¢des operacionais. Quando se deseja a produgdo de particulas maiores, a técnica que
tem se mostrado mais interessante ¢ o PGSS. Com relacdo a eficiéncia de incorporacdo do
agente ativo, observa-se que hd uma ampla faixa de variacido, que compreende entre 2 até

92%.

Neste contexto, o método SAS € atualmente o mais empregado para tal aplicagao,
sendo o diclorometano o solvente mais amplamente usado na solubiliza¢do dos polimeros
ou mesmo para aumentar a solubilidade destes quando em contato com o fluido
supercritico. O sucesso e o crescente uso da metodologia de SAS na formagado de particulas
a base de materiais poliméricos sintéticos biodegraddveis como PLA, PLGA e PCL fica
evidente quando se observa os estudos de TAKI et al (2001), BOUTIN et al. (2004), ROY
et al. (2007), MIGUEL et al. (2008) e PATOMCHAIVIWAT et al. (2008) que obtiveram
particulas de PLA com didmetros médios que variaram entre 0,2 a 95 pm, incoporando
eficientemente diuron, herbicida, teofilina, luteina e rifampicina, respectivamente. O
mesmo € observado para a formacdo de particulas PLGA contendo hidrocortisona com
diametros médios de 30 um (WANG et al., 2006). Particulas de PCL também foram
obtidas com sucesso por YESIL-CELIKTAS e CETIN-UYANIKGIL (2012), pelo uso de
elevadas pressoes (30 MPa), sendo possivel a producdo de particulas com alta eficiéncia de
incorporagdo de Rosmarinus officinalis (até 83%), sendo estas da ordem de poucos

nandmetros.

Desta forma, no presente trabalho, optou-se por utilizar esta metodologia na
formacao de dispositivos de liberagdo controlada orais contendo 17a-metiltestosterona para
a administracdo em tildpias do Nilo. Esta abordagem foi selecionada pois possibilita o
escalonamento do processo, permitindo a producdo de materiais a custos competitivos e

que sigam as recomendacdes das boas praticas de fabricacdo (BPF) exigidas na industria
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farmacéutica. Além disso, observa-se que esta técnica possibilita a formagdo de particulas
com adequados tamanhos médios mesmo em condi¢des onde sdo incorporados agentes

ativos nas mesmas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Reagentes: poli(L-acido latico) Purasorb PL 18 (massa molar de 221 kDa) e
poli(50/50 DL-4cido lético-co-glicdlico) Purasorb PDLG 5002 (massa molar de 17 kDa) da
Purac Biomaterials e policaprolactona (massa molar de 65 kDa) da Sigma Aldrich foram
usados na formagao das matrizes poliméricas; 17a-metiltestosterona da MP Biomedicals foi
empregada como agente ativo do processo; diclorometano da Synth e da J.T. Baker e
acetato de etila da Synth e da Mallinckrodt foram usados como solvente dos polimeros e do
agente ativo; metanol e acetonitrila grau HPLC da J.T. Baker foram usados nas andlises de
HPLC; diéxido de carbono industrial (99,5% de pureza) da White Martins foi empregado
como antisolvente do processo de formacdo de particulas, mono-oleato de polioxietileno
sorbitano (Tween 80) da Sigma-Aldrich foi usado para a simulacdo de compostos
tensoativos provenientes de fluidos corpdreos; dimetilsuféxido e sulfato de sddio anidro da
Sigma-Aldrich foram empregados nos ensaios de deteccao de solvente residual; 2-propanol
e etanol da Synth foram usados como agentes dispersantes nos ensaios de determinagao de
tamanho das particulas e d4gua deionizada em sistema Milli-Q Académic Quantum EX da

Millipore foi empregada como solvente usado na formagao das solucdes tampdes testadas.

3.2. Métodos

A forma de estruturacdo dos ensaios experimentais utilizada é descrita de forma
sintética na Figura 14 e os métodos de formagdo e caracterizacdo das particulas sdo

apresentados em detalhes na sequéncia.
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3.2.1. Preparacao das Particulas

Diferentes solucdes poliméricas foram testadas para a formacdo das particulas e as
condi¢des operacionais foram definidas e otimizadas durante o estudo. As particulas foram
obtidas empregando solugdes a variadas concentracdes de PLA e a mistura deste com PCL
ou PLGA em diclorometano contendo ou ndao 17a-metiltestosterona. As particulas foram
produzidas com base em tecnologia empregando CO, supercritico pelo método SAS. O
aparato experimental consiste em trés componentes principais: o sistema de suprimento de
CO,, o sistema de inje¢do da solucdo organica polimérica e a coluna de precipitacdo, como

pode ser observado na Figura 15.

‘._ fTh
Boinba de
alta = |
=t |
[=]
i
2 AL 4
Vaso de s ¢
alta | Banhe de |
pressao = I
: {_| agquecimentn

Filtro Suspiro

Ll e
saleme

Bomba de HPLO

Figura 15: Representacdo esquemdtica do sistema de formacdo de particulas através da

metodologia de SAS.
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Dio6xido de carbono liquido foi coletado do cilindro através de um tubo pescador.
Uma bomba de alta pressdo (modelo P50 TharSFC, Waters) foi acoplada ao sistema de
modo a garantir a injecdo constante do CO,, sendo este resfriado abaixo de 0 °C utilizando
de um banho ultratermostiatico (modelo Q214M, Quimis), de modo a assegurar que
somente CO, liquido fosse bombeado. Assim, o CO, foi injetado na coluna de aco
inoxidavel (500 mL de didmetro interno) através de um tubo de didmetro interno de 5 mm,
a uma vazao de 18 g/min (determinada pelo rotametro), sendo esta vazdo controlada
manualmente com a ajuda de uma vdlvula micrométrica acoplada ao rotametro. A
temperatura interna da coluna foi mantida a 40 °C (temperatura amena, mas o suficiente
para garantir que o diéxido de carbono estevesse na condi¢do supercritica) pelo uso de um
banho termostiatico (modelo MQBTC99-20, Microquimica) e o sistema foi operado a
diferentes pressoes, na faixa de 8 a 16 MPa. Apds a estabilizagdo da temperatura e pressao
interna da coluna, cerca de 100 mL de solu¢do polimérica foi introduzida dentro da coluna
de precipitacdo, pelo uso de uma bomba de HPLC (modelo SP930D, Allcrom) operando a
diferentes vazoes (de 0,5 a 2,5 mL/min) através de um capilar de aco inox de 1/16" de
diametro externo e com didmetro interno igual a 120 um posicionado de forma coaxial
interna em relacdo ao tubo de alimentagdo de CO,, e estendendo-se cerca de 2 mm além do
ponto de finalizacdo do tubo de entrada de CO,. A precipitagdo dos polimeros resultou na
formacao de particulas finas que se depositaram na superficie interna do vaso de alta
pressdo e no filtro de ago inoxiddvel sinterizado com didmetro de corte de 1 pm localizado

no fundo da coluna.

Ap6s a injecdo do volume desejado de solug@o polimérica, o sistema foi mantido
sob as mesmas condi¢Oes de temperatura e pressdo por 30 minutos, com fluxo continuo de
CO; no sistema, de modo a remover o solvente residual organico das particulas. Em
seguida, a coluna foi lentamente despressurizada e entdo as particulas foram coletadas e
armazenadas em frascos de vidro, que foram selados e estocados sob refrigeracdo (a

aproximadamente 5 °C).
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3.2.2. Ensaios para estudo do efeito das condicOes operacionais na

formacao de particulas

Foram realizados ensaios preliminares, visando definir quais seriam as condi¢des

operacionais mais adequadas para os estudos posteriores detalhados de formacdo de

particulas de diferentes composicdes. As condi¢des operacionais usadas nessa fase do

estudo estdo apresentadas na Tabela 13, sendo que as amostras foram produzidas em

duplicata, conforme descrito na secio 3.2.1.

Tabela 13: Condicdes operacionais utilizadas nos ensaios preliminares de formagdo de

particulas via tecnologia de fluidos supercriticos.

Ti Concentracao Vazao da solucao Pressao do
ipo
Ensaio P da solucao polimérica sistema
de polimero
polimérica (% m/v) (mL/min) (MPa)
P1 PCL
0,5 0,5

P2
- | PLGA

P3 8,5

12
PLGA/PLA
P4
(razdo 1:1 m/m)
0,5
PS5 1,0
P6 8
PLA
P7 16
P8 3,0 12

3.2.3. Formacao de particulas de PLA

se com o estudo de formacao de particulas de PLA incorporando ou nao MT.

Com base nos resultados do estudo preliminar realizado na secao 3.2.2, procedeu-
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3.2.3.1. Analise da influéncia das diferentes variaveis de processo sobre a
formacao, morfologia distribuicao de tamanhos e diAmetro médio das

particulas de PLA

Com o intuito de avaliar a influéncia da variacdo das condi¢des operacionais, tais
como pressdo, concentragdo e vazao da solucdo polimérica no didmetro, distribuicao de
tamanhos e na morfologia das particulas formadas, um planejamento estatistico do tipo 2°
composto de 11 ensaios (oito pontos experimentais € 3 pontos centrais) foi realizado

segundo a Tabela 14. Nestes ensaios nao foi empregada a 17a-metiltestosterona.

Tabela 14: Condi¢des experimentais utilizadas nos ensaios de avaliacdo do efeito da

variagcdo da pressao, concentracdo e vazao da solugcao de PLA a 40 °C.

Ensaio Pressao Concentracao da solucao de Vazao da solucao de PLA
(MPa) PLA (%) (mL/min)
Al 8 0,5 0,5
A2 8 0,5 2,5
A3 16 0,5 0,5
A4 16 0,5 2,5
AS 8 1,5 0,5
A6 8 1,5 2,5
A7 16 1,5 0,5
A8 16 1,5 2,5
A9 12 1,0 1,5
A10 12 1,0 1,5

All 12 1,0 1,5
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3.2.3.2. Incorporacao de 17a-metiltestosterona em particulas de PLA

Seguindo-se as condi¢cdes Otimas definidas no ensaio descrito na secdo 3.2.3.1,
incorporou-se a solucdo de PLA aliquotas de 17a-metiltestosterona, em concentragdes
finais ajustadas a uma razdo de 12,5 a 75,0% em relacdo a massa de PLA na solucdo

polimérica. Todas as amostras foram produzidas em duplicata.

3.2.4. Formacao de particulas de PLA/PCL

As condi¢des usadas no estudo de formacao de particulas de PLA/PCL contendo

ou ndo 17a-metiltestosterona sao apresentadas a seguir.

3.2.4.1. Obtencao de particulas de PLA/PCL livres de MT

Com base nos ensaios descritos nas secdes 3.2.1 e 3.2.2, realizou-se o estudo de
formacdo de particulas de PLA/PCL, observando-se a influéncia da variacdo da
concentracdo de PCL na solucdo polimérica sobre a morfologia, distribuicao de tamanhos e
demais caracteristicas das particulas produzidas. As condi¢des operacionais utilizadas
foram pressdao de 8 MPa, concentragdo da solugdo polimérica de 1,0% (m/v) com razdes
variaveis de PCL/PLA de 1:9 até 1:1 (m/m) e vazdo de injecdo da solucdo polimérica de
0,5 mL/min. Todas as amostras foram produzidas em duplicata, sendo designadas como

amostras dos ensaios B1 a B5.

3.2.4.2. Incorporacio de 17a-metiltestosterona nas particulas de PLA/PCL

Com o intuito de avaliar a influéncia da variacdo da proporcao entre os polimeros
PLA e PCL e a concentracdo inicial de 17a-metiltestosterona na formagdo das particulas,
um planejamento estatistico 2* composto de 7 ensaios (4 pontos experimentais e 3 pontos

centrais) foi realizado. Para tal, utilizou-se 0 mesmo protocolo de formagao de particulas
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descrito no item 3.2.1., com as seguintes condicdes experimentais: pressao de 8 MPa, vazao
de injecdo polimérica de 0,5 mL/min e concentra¢do de solucdo polimérica de 1,0% (m/v)
com razodes varidveis de PLA/PCL na presenca de diferentes concentracdes de MT, como

indicado na Tabela 15.

Tabela 15: Condi¢des experimentais utilizadas nos ensaios de avaliacdo do efeito da

variag¢do da razao polimérica PCL/PLA e razao méssica entre hormodnio e os polimeros.

Ensaio Razao polimérica PCL/PLA na Razio massica de MT/polimeros na
solucéo (m/m) solucdo (m/m)
B11 1/9 0,125
B12 2/8 0,125
B13 1/9 0,750
B14 2/8 0,750
B15 13/72 0,438
B16 13/72 0,438
B17 13/72 0,438

3.2.5. Formacao de particulas de PLA/PLGA contendo ou nao 17¢-

metiltestosterona

Com base nos resultados obtidos nos resultados preliminares, indicados na se¢ao
3.2.2, realizaram-se os estudos de formagao de particulas de PLA/PLGA. A influéncia da
variacdo da proporcdo entre os polimeros PLA e PLGA e a concentragdo inicial de 17a-
metiltestosterona na formacdo das particulas foram avaliadas em um planejamento

estatistico 2> composto de 7 ensaios (sendo 4 pontos experimentais e 3 pontos centrais).

Para tal, utilizou-se o mesmo protocolo de formagao de particulas descrito no item
3.2.1, com as seguintes condi¢cdes experimentais: pressio de 8 MPa, vazdo de injecdo

polimérica de 0,5 mL/min e concentragdo de soluc@o polimérica de 1,5% (m/v) com razdes
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varidveis de PLA/PLGA na presenca de diferentes concentragdes de MT, como indicado na

Tabela 16.

Tabela 16: Condi¢des experimentais utilizadas nos ensaios de avaliacdo do efeito da

varia¢do da razdo polimérica PLGA/PLA e razdo massica entre hormonio e os polimeros.

Ensaio Razao polimérica PLGA/PLA na Razao massica de MT/polimeros na
solucao (m/m) solucao (m/m)
C1 1/9 0,000
C2 171 0,000
C3 1/9 0,750
C4 1/1 0,750
Cs 5/9 0,375
Cé 5/9 0,375
Cc7 5/9 0,375

3.2.6. Caracterizacao das Particulas

N N

As particulas foram caracterizadas quanto a morfologia, ao didmetro, a

[

distribuicdo de tamanhos, a porosidade, ao grau de cristalinidade, a carga superficial,
presenca de solvente residual, bem como a eficiéncia de incorporagdo do hormodnio, a
liberacdo em meios que simulam o sangue e as condicdes gastrintestinais dos peixes,

conforme descrito a seguir.

3.2.6.1. Morfologia

As particulas foram avaliadas quanto a forma, caracteristicas morfoldgicas
superficiais tais como presenga de poros, agregacao e rugosidade, através de microscopia

eletronica de varredura (modelos Leica LEO 440i e JSM-6360LV, JEOL) (GHADERI et
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al., 1999). Antes da andlise por microscopia eletronica de varredura as amostras foram

recobertas com ouro e palddio usando um evaporador a vacuo.

3.2.6.2. Determinacio da distribuicio de tamanhos e dos didmetros médios das

particulas

O diametro das particulas e sua distribui¢ao de tamanhos foram determinados por
difratdmetria a laser (modelo Mastersizer 2000, Malvern), acoplado a unidade de dispersao
hydro S (Malvern) (RODRIGUES et al., 2006; KANG et al., 2008), empregando 2-

propanol como dispersante.

3.2.6.3. Comportamento térmico das particulas

As particulas, os polimeros isolados e a 17o-metiltestosterona foram avaliadas
quanto ao comportamento térmico analisando-se assim, variacdes na temperatura de
transicdo vitrea, na temperatura de fusdo e de cristalizacdo através de calorimetria
diferencial de varredura (modelo DSC2910, TA Instruments) (GHADERI er al., 1999;
KANG et al., 2008). Aproximadamente 5 mg de amostra foram pré-condicionados em
argonio e entdo aquecidos em uma cdpsula de aluminio selada contendo nitrogénio. As
amostras foram aquecidas de 25 a 220 °C. Posteriormente, as amostras foram resfriadas até
0 °C e entdo aquecidas novamente até 220 °C. A taxa de aquecimento e resfriamento para
ambas as curvas foi de 10 °C/min. A temperatura de transi¢do vitrea (Tg), temperatura de
cristalizacdo (Tc) e as respectivas temperaturas de fusdo (Tm) das amostras contendo
particulas foram determinadas através da primeira curva de aquecimento. J4 para os
polimeros puros, estes foram determinados através da segunda curva de aquecimento. A
cristalinidade () do PLA e das particulas a base deste polimero foi calculada pela equagao

1:

AH —AH
m,PLA CC,PLA X 100 (1)
AHo,pLAWPLA

XpLa(%) =



Capitulo 3 — Materiais e métodos 75

onde AHg pp.4 € 0 calor de fusdo tedrico de PLA 100% cristalino (BODMEIER et al., 1995;
ZHOU et al., 2006) com um valor de 93 J/g (MIGLIARESI et al., 1991), WppA € a fracdo
massica do PLA na amostra, sendo a entalpia de cristaliza¢do no aquecimento AH pj 5 € a

entalpia de fusdo AHy, pp 4 determinadas.

Ja nos casos nos quais blendas de PLA/PCL e PLA/PLGA foram produzidas, a
cristalinidade foi calculada mediante as equacdes 2 e 3, respectivamente:

xpcL(%) = [M] x 100 (2)

AHo pcLWpcL

Xeraa(%) = [sromes | 10 G)

AHo pLGAWPLGA

em que AHg pcy, € o calor de fusdo tedrico do PCL 100% cristalino, com valor de 156,8 J/g
(SIMOES et al., 2009). Para de amostras contendo PLGA, o AHppga pode ser
aproximado pelo uso do calor de fusdao do PLLA cristalino (KOEGLER e GRIFFITH,
2004), no caso 93 J/g. A fragdo mdssica da PCL e do PLGA na blenda é representada por

Whpcr, € Wpiga, respectivamente.

3.2.6.4. Avaliacao da cristalinidade por difratometria de raios X

As particulas, os polimeros isolados e a 17a-metiltestosterona foram analisadas
quanto a sua estrutura cristalina, que serve como indicativo de degradacdo do polimero,
incorporagdo e comportamento de liberacdo do hormonio encapsulado (KANG et al.,
2008a). Esta andlise foi realizada por um difratdmetro de raios X (XDR7000, Shimadzu),

em uma faixa de 10 a 40° com passos de 0,02° em 26.

3.2.6.5. Propriedades de carga superficiais das particulas

O potencial zeta pode ser um indicativo das propriedades de carga superficiais das

particulas, o que afeta a estabilidade das mesmas em diferentes meios (KANG et al.,
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2008a). Valores absolutos elevados de potencial zeta (acima de 40 mV) podem indicar a
ocorréncia de forte repulsdo entre as particulas. A presenca de cargas superficiais foi
determinada pela suspensao das particulas em uma solucdo de dgua deionizada/etanol a 1:1
(v/v). As amostras foram acondicionadas em células eletroforéticas e uma diferenca de
potencial foi aplicada na solucdo em que as particulas foram dispersadas. As particulas
foram entdo atraidas ao eletrodo de polaridade oposta, juntamente com a camada fixa e
parte da dupla camada difusa das mesmas. A medida do potencial zeta se deu através da
determinagdo do potencial elétrico da drea interna da camada difusa das particulas, sendo
este valor expresso em milivolts, no equipamento zetasizer (modelo Nano S90, Malvern)

acoplado ao software Zetasizer Series (v. 6,32)

3.2.6.6. Determinacio da presenca de solvente residual nas particulas

A andlise de diclorometano (DCM) residual foi realizada basicamente como
descrito pela UNITED STATES PHARMACOPEIA (2007a) através de um cromatégrafo a
gds GC/MS (modelo Saturn 2100D, Varian) equipado com um detector ion-trap, sendo
acoplado ao software Saturn GC/MSworkstation (v. 5,52), usando para tal anédlise o método

de headspace estético.

Cerca de 100 mg de particulas foram pesadas e transferidas para um frasco de
25 mL, contendo 5 mL de dimetilsulfé6xido (DMSO) e 1 g de sulfato de sédio anidro, usado
para manter o equilibrio vapor-liquido do DCM na solug¢do aquosa. Os frascos foram
selados e aquecidos a 80 °C por 1 hora e os headspaces subsequentemente analisados pelo
uso de uma coluna capilar de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm CP-Sil 8 CB-MS (low bleed),
sendo o hélio usado como fase mével a 35 cm/s. A temperatura foi ajustada a 40 °C por
4 minutos, aumentando-se rapidamente para 200 °C e mantendo-se esta temperatura por
4 minutos. O detector foi mantido a 260 °C. A curva de calibrag¢ao foi obtida similarmente,
usando-se solucdes de DCM a diferentes concentragdes em 5 mL de DMSO contendo 1 g

de sulfato de sédio anidro.
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3.2.6.7. Eficiéncia de incorporacao dos hormonios

A eficiéncia de incorporacdo do hormoénio foi expressa pela razdo entre as
quantidades de material encapsulado e iniciais empregadas na formacdo das particulas,
sendo determinada por cromatografia liquida de alta resolu¢do (modelo 1525, Waters)
acoplado a um detector de UV-visivel (modelo 2487, Waters) e software Breeze (v. 3,2),
ap6s dissolucdo das particulas segundo procedimentos adaptados da UNITED STATES
PHARMACOPEIA (2007b,c) e de GIUNCHEDI et al. (1998), respectivamente.

Amostras de 5 a 15mg de particulas contendo 17a-metiltestosterona foram
dissolvidas em 5 mL de diclorometano e subsequentemente misturadas com 10 mL de
metanol. As amostras foram entdo centrifugadas por 20 minutos a 8000 rpm a 15°C. O
sobrenadante foi separado do material polimérico precipitado, sendo entdo filtrado através
de um filtro com poros de didmetro de 0,45 um (Cromafil, Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG) e, quando necessdrio, estocado em frascos ambar sob refrigeracdo até posterior
andlise. A andlise cromatografica de 20 uL das amostras foi relizada pelo uso de um
cromatégrafo liquido equipado com uma coluna C18 de fase reversa (4,6 mm x 250 mm x
5 um) e um detector de UV-visivel. A fase mével consistiu de uma mistura de solugdo
degaseificada de dgua deionizada e acetonitrila (45:55 v/v) usada no modo isocrdtico a uma

vazdo constante de 1,0 mL/min, e a deteccdo foi realizada a 241 nm.

3.2.6.8. Estudos de liberacao do hormonio in vitro

A andlise da cinética de liberacdo do hormonio foi conduzida por 120 horas, a
diferentes condi¢des de pH. Aproximadamente 10 a 25 mg de particulas contendo 17a-
metiltestosterona foram armazenadas em sacos de didlise (Inlab, com tamanho de corte de
14000, previamente hidratados com dgua deionizada) e imersas em cerca de 200 a 215 mL
de solucdes tampao a 0,1 M com diferentes valores de pH, cada uma contendo Tween 80 a
0,0015 mg/mL, usado para simular a presenca de moléculas com atividade superficial

proveniente de fluidos corpéreos (de acordo com WISCHKE e SCHWENDEMAN, 2008).
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Para o preparo da solucdo tampao de pH 2,2 foram combinados 25 mL de solu¢do
de glicina a 0,2 M e 22 mL de HCI, sendo esta mistura posteriormente diluida em 100 mL.
Para o tampao de pH 5,0 utilizou-se cerca de 59 mL de acido acético 0,1 N e 141 mL de
solucdo de acetato de sédio 0,1 N. Para a preparacdo do tampao de pH 7,4 (PBS), foram
utilizados 2 g de KCl, 80 g de NaCl, 17,8 g de Na,HPO4.2H,0 e 2,4 g de KH,PO,4 que
foram diluidos em 900 mL de 4dgua. Posteriormente o pH foi ajustado a 7,4 com KOH e o
volume completado até obter-se 1 litro. A solucdo foi entdo diluida em 1:9, para obter-se a
concentracdo de 1 M. A solucdo resultante foi mais uma vez diluida até que se obteve uma
solucdo de 0,1 M. O tampao de pH 8,8 foi preparado pela mistura de 25 mL de solucdo de
glicina a 0,2M e 3mL de solugio de NaOH a 0,2 M, sendo esta mistura diluida

posteriormente em 100 mL.

Aliquotas de 1 mL de cada solucdo foram entdo periodicamente coletadas e
misturadas a 4 mL. de metanol, sendo estocadas sob refrigeracdo até posterior anélise por
HPLC, como descrito na sessdao 3.2.6.7. Os dados obtidos da cinética de liberagdo foram
ajustados segundo quatro modelos matemaéticos: a cinética de 1* ordem, modelo de Higuchi,
Korsmeyer-Peppas e Weibull (HIGUCHI, 1963, KORSMEYER et al., 1986, COSTA e
LOBO, 2001, COSTA, 2002, Balcerzak e MURCHA, 2010, DASH et al., 2010).

Na cinética de 1* ordem tem-se que:

fe = frma (1 —e79) “4)

onde f, € a fragdo cumulativa da droga liberada no tempo 7; f; . € a mdxima fra¢do da

droga liberada durante o processo e k; é a constante cinética de 1* ordem, [h™1]. Este
modelo € muito empregado para descrever a absor¢cdo e/ou liberacdo de alguns farmacos,
ainda que seja dificil conceituar este mecanismo em bases tedricas. Os dispositivos que
seguem este perfil de liberagao tendem a liberar uma quantidade de farmaco proporcional a
quantidade restante no seu interior, por unidade de tempo.

No modelo de Higuchi, tem-se que:

1
fo =Kyt /2 — Kyt (5)
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onde f; é a fracdo cumulativa da droga liberada no tempo ¢, Ky € a constante cinética de
. o[-t . . . - ,
Higuchi, [h / 2]. O modelo de Higuchi descreve a liberagao do farmaco como um processo

de difusdo baseado na lei de Fick, dependente da raiz quadrada do tempo, levando em
consideracdo que a quantidade de droga na matriz € muito maior que a sua solubilidade. A
difusdo da droga ocorre somente em uma dimensdo e as particulas da droga dispersa na
matriz sdo muito menores que a espessura do sistema. O intumescimento da matriz e sua
dissolugcdo sdo considerados despreziveis e a difusividade da droga no dispositivo €
assumida como constante e independente da posi¢do. Neste modelo, para esferas,

considera-se que:

- (229" ©
sendo que:
fe = Smcord ()
Visto que a drea superficial de uma esfera é dada por:
A = 4nrd (8)
tem-se que:
fio = A(Dcs2(co — c)t) M2 — %ccs%Dt 9)

onde D € a difusividade da droga, ¢, € a quantidade inicial da droga dispersa na matriz, cs é
a solubilidade da droga na matriz, ry € o raio da esfera e ¢ = 8mr. Por aproximagdo, chega-
se na forma simplificada da equa¢@o de Higuchi, como demonstrado na equacgdo 5.

Ja o modelo de Korsmeyer-Peppas € dado por:

fe = at™ (10)
em que f; € a fracdo cumulativa da droga liberada no tempo #; a € a constante relacionada a
incorporacdo estrutural e a forma geométrica do dispositivo [A™1] e n é o expoente que
indica o mecanismo de liberacdo. No caso de esferas, observa-se que quando n = 0,45 o
modelo Fickiano (difusdo) é predominante e, quando 0,45 < n < 0,89 considera-se que a
transferéncia de massa ocorre segundo um modelo ndo-Fickiano. Este modelo é usado
quando o mecanismo de libera¢do ndo € bem conhecido ou quando mais de um mecanismo
possa estar envolvido. Quando hé a possibilidade de uma liberacdo inicial rdpida (“burst

effect”), o termo b € inserido na equacdo, e esta se transforma em:
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ft=at"+b (11)
No modelo de Weibull tem-se que:

(-1

fi=1—e a (12)
onde, f; € a fracdo cumulativa da droga liberada no tempo ¢, T; é o tempo de laténcia do
processo, a ¢ um parametro referente a dependéncia do processo com o tempo e b é um
parimetro que caracteriza o tipo da curva. Valores de b <1 denotam uma curva
parabdlica, com uma inclinacdo inicial constante; b = 1 caracteriza curva do tipo
exponencial e valores de b > 1 referem-se a curvas do tipo sigmoidais, em forma de S com
curvatura para cima, seguida de um ponto de viragem. Tipicamente, os valores de b tendem
a ficar entre 0,69 a 0,75. Nos casos em que estes valores sejam menores, pode-se supor que
ocorreu uma redug¢do dos processos difusivos em um meio desordenado. O modelo de
Weibull tende a descrever bem as cinéticas de liberacdo que sdo consequéncia da criacdo de
um gradiente de concentracdo préximo dos limites de liberacdo da matriz.

Todos os dados foram ajustados usando o software Origin 8, usando o algoritmo de
Levenberg-Marquardt, através do ajuste de valores de parametros no processo interativo.
Este algoritmo combina o método de Gauss-Newton e o método de regressdo mais

acentuado, obtendo-se assim, o minimo global da func¢do.

3.2.6.9. Estimativa da quantidade de particulas requeridas para o tratamento

de tilapias do Nilo com MT

O cdlculo da quantidade de particulas contendo MT usadas no tratamento de
tildpias do Nilo foi realizado através da escolha das particulas que se mostraram mais
apropriadas para o fim proposto. Para tal, foram considerados aspectos como morfologia,
distribuicdo de tamanhos, eficiéncia de incorporacdo e cinética de liberacdo de MT em
condicdes simuladas do trato gastrointestinal dos peixes analisadas para as formulagdes
produzidas que foram consideradas como mais adequadas. A determinagdo da quantidade
de particulas necessdrias para o tratamento foi efetuada levando-se em consideracdo que as
pos-larvas sejam alimentadas com rag¢do contendo MT segundo o padrdo proposto por

DRUMMOND (2007): a quantidade de racao (QR) usada na primeira semana de tratamento
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deve corresponder a 30% do peso do peixe; nas demais semanas foram consideradas
redugdes constantes de 5% na quantidade de ragdo administrada, sendo que ao fim da
quarta semana de tratamento a quantidade de racdo usada corresponde a 15% do peso do
peixe. Para tal cdlculo foi considerado que racdes contendo cerca de 40 mg de MT por
kilograma de racdo (QMT) j4 seriam suficientes para provocar reversdo sexual das tildpias
do Nilo (DRUMMOND, 2007), sendo realizados seis arrocoamentos didrios com ragao
suplementada com as particulas contendo MT. Desta forma, foram consideradas as
quantidades de racdo administradas durante a primeira e quarta semana de tratamento, visto
que estes sdo 0s pontos maximos e minimos referentes a quantidade de MT incorporada a
racdo. Considerou-se que os pesos médios do peixe na 1* e na 4* semana de tratamento
seriam de 0,008 e 0,270 g (DRUMMOND, 2007). A quantidade de MT requerida

diariamente foi determinada pela equagao 4:

Total de MT/dia = (QR) X (QMT) X (n° de arrocoamentos/dia) (13)

em que a quantidade de ragdo € dada por:

QR = n X peso peixe (14)

onde n corresponde a fracdo de MT misturada a racdo conforme o estdgio de crescimento

dos peixes.

A quantidade de particulas (QP) usadas por dia durante cada uma das semanas de

tratamento foi calculada como sendo:

M ;
QP = Total de MT/dia X p‘"‘”‘c“‘e‘/R%ﬂl (15)
o

em que RI\PfI;FI € a razdo mdssica de MT por polimero em cada particula € Mp,rticulas

corresponde a massa das particulas, que é dada por:

Mparticulas = Mpolimero + Mut (16)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ensaios preliminares de formacao de particulas via SAS

Como indicado na secdo 3.2.2, foram realizados ensaios preliminares de formacgao
de particulas utilizando a metodologia SAS. Estes ensaios foram fundamentais, pois foi a
primeira vez que se realizou a concep¢do e montagem de tal sistema de formacgdo de
particulas nos laboratérios de Engeharia de Biorreacdes e Coldides (LEBC/FEQ) e de
Tecnologias Supercriticas (LTS/IQ). Além disso, tais ensaios possibilitaram estabelecer
quais seriam os sistemas poliméricos e as condi¢des operacionais iniciais que deveriam ser
estudados, tomando por base trabalhos descritos na literatura. Os resultados qualitativos

obtidos nesta fase inicial do estudo sdo resumidos na Tabela 17 e ilustrados na Figura 16.

Tabela 17: Resultados dos ensaios preliminares de formagao de particulas em diferentes

condi¢des operacionais.

Condicoes operacionais
Concentracao Vazao da
. Pressao do Aspecto
Ensaio Tipo da solucio soluciio
sistema morfologico do
de polimero polimérica polimérica
(MPa) material obtido
(% m/v) (mL/min)
P1 PCL
0,5 0,5 Filme polimérico
P2
S PLGA transparente
P3 8,5
12
P4 PLGA/PLA Particulas
(razdo 1:1 m/m) agregadas
P5 0,5 1,0
P6 8 Particulas
SE— PLA
P7 16
PS8 3,0 12 Particulas e fibras




8

=

- -
1
|
||"|

|
)

l
|
oL

i
[l
||

i

w

Lo

‘
"
d

!
I
|

L
N
|

|
1!
i

=i
i
Yl
!

i
l

ﬂ
| Hk
|
I

1|Ii

‘ ——————

ZakLU =, 888 S M

Figura 16: Aspecto morfoldgico tipico obtido por microscopia eletronica de varredura do
filme produzido nos ensaios P1, P2 e P3, mostrando detalhe do filtro usado no sistema (A),
ensaio P4 (B), ensaio P5 (C), ensaio P6, com detalhe para o filtro recoberto pelas particulas
(D), ensaio P7 (E), ensaios P8 (F), com detalhe para as fibras que também foram obtidas

nestas condi¢des operacionais.
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E importante notar que nesta fase dos estudos observou-se somente se o sistema
era capaz ou nio de formar particulas, ndo se analisando, portanto, as caracteristicas em si

das particulas formadas.

Foram realizados estudos de formacdo de particulas utilizando-se somente PLA,
com base em condi¢des indicadas na literatura. Em todos os ensaios realizados observou-se
a formagdo de particulas discretas e com formato regular, no caso, oval, do tipo “free
Sflowing”, resultado similar ao encontrado por KANG et al. (2008a). O aspecto tipico destas
particulas a olho nu é mostrado na Figura 17. A variacdo da pressdo do sistema ndo
produziu particulas com diferengas morfoldgicas aparentes (ensaios P5 ao P7). Isso é muito
importante, pois demostra a grande estabilidade do sistema, que pode trabalhar tanto em
pressdes mais altas quanto mais amenas. Essa estabilidade é bastante relevante, uma vez
que, como ndo se tem dados relatados da solubilidade do agente ativo no CO, supercritico,

isso permitiria explorar uma faixa ampla de condi¢des de formacdo de particulas.

Figura 17: Aspecto tipico das particulas de PLA produzidas por SAS, em que (A) indica as
particulas formadas ao fim do processo, depositadas na superficie interna do vaso de
precipitacao e (B) as particulas coletadas e armazenadas em frascos de vidro para posterior

analise.
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No ensaio P8, estudou-se a influéncia que um aumento de 6 vezes na concentragao
do polimero em solu¢do produziria na formagdo de particulas, além de verificar a
capacidade do sistema nestas condi¢Oes. Aparentemente, as particulas formadas neste
ensaio ndo apresentaram caracteristicas morfoldgicas muito distintas das produzidas nos
ensaios P5 a P7. No entanto, notou-se também a formacdo de fibras, o que deve ser
consequéncia da baixa capacidade de nucleacdo e da alta taxa de crescimento dos
agregados no sistema submetido a concentracio elevada de polimero na solucdo devido a
provavel insuficiente vazdo de CO, dentro do vaso de precipitacdo. Este tipo de condi¢do
levou a formacdo de uma solucdo muito viscosa, o que dificultou o bombeamento da
mesma para dentro do vaso de precipitacdo, acarretando constantes episodios de
entupimento e elevacdo da pressdo interna da bomba de HPLC e em frequente interrup¢ao
na injecdo durante o processo. Este ensaio mostrou-se bastante importante, pois além de
indicar que solu¢des concentradas possuem capacidade de formacgao de particulas, o que
reduziria o tempo de processo para produzir uma determinada quantidade de particulas,
também acabou por definir a maxima capacidade de bombeamento da bomba de HPLC.
Desta forma, optou-se por realizar os demais ensaios em condi¢des em que a solucdo
polimérica ndo estivesse em concentragdes que ultrapassassem 50% do valor usado no

ensaio PS8.

Como se pode observar na Figura 16(A), ndo foi possivel formar particulas nos
ensaios em que foram utilizadas solu¢des poliméricas puras de PCL e PLGA, notando-se a
formacdo de uma fina camada de filme polimérico. No caso do sistema em que se
empregou PCL (ensaio P1), a formacao de filme polimérico foi atribuida as caracteristicas
térmicas da PCL, j4 que esta apresenta baixa temperatura de transi¢cdo vitrea. Assim, na
presenca de CO, supercritico, a PCL deve sofrer um processo de intumescimento,
favorecendo a formacao de filme, o que ja foi observado em outros trabalhos (GHADERI et
al., 1999). Apesar de utilizar nestes ensaios pressdoes mais reduzidas e concentracdes de
diclorometano mais altas em comparagdo aos trabalhos descritos na literatura, a formagao

de particulas e a minimizacao da formacao de filme ndo foram verificadas.
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Nota-se comportamento semelhante nos ensaios realizados com PLGA em
diferentes condi¢des operacionais quando comparado aos ensaios obtidos com a PCL. No
sistema descrito no ensaio P2, utilizou-se condi¢cdes muito similares as descritas na
literatura, ndo se obtendo, no entanto, €xito na formacdo de particulas. Como a
concentracdo da solug¢do polimérica poderia ser um limitador do processo de nucleagdo,
optou-se por realizar o Ensaio P3 aumentando-se em 17 vezes a concentracdao do polimero
na solucdo. Ainda assim, ndo se observou formacdo de particulas neste sistema. Desta
forma, pode-se concluir que o reduzido grau de cristalinidade do material polimérico e a
baixa massa molar, neste caso, foram fatores limitantes na formacdo de particulas, como
observado por YEO e KIRAN (2005). Tal suposi¢ao foi confirmada pela andlise dos dados
da Figura 18, notando-se que a cristalinidade do PLGA € muito baixa quando comparada a
dos demais polimeros usados no presente trabalho. Na curva de DSC deste polimero
(Figura 18) nota-se a sua caracteristica amorfa, fato constatado pela auséncia dos pontos

referentes a Tc e Tm.
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Figura 18: Dilfratograma dos polimeros puros PLA (A), PLGA (B) e PCL (C).
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Figura 19: Anadlise de DSC dos polimeros PLA (A), PLGA (B) e PCL (C).

E importante ressaltar que os dados resultantes da andlise por DSC dos polimeros
puros (Figura 19) do presente trabalho sdo condizentes com os descritos tanto pelos
fabricantes quanto pela literatura (LU e CHEN, 2004; SINHA ef al., 2004; PURAC, 2008;
PAN e INOUE, 2009), ndo se observando desvios muito grandes dos valores das
propriedades analisadas. No primeiro aquecimento, para todos os polimeros, ndo ndo foram
observados os picos referentes a temperatura de cristalizacdo, o que deve estar relacionado
a cinética de cristalizacdo a frio dos materiais, sendo portanto, necessario realizar o
segundo aquecimento para constatar tais pontos. O maior contato dos polimeros fundidos
com a céapsula de armazenamento deve ter favorecido a leitura dos dados referentes a

temperatura de cristaliza¢do destes materiais.
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Uma alternativa para minimizar o efeito da baixa cristalinidade do PLGA na
formacdo de particulas foi a associacdo deste polimero com um polimero de alta
cristalinidade, no caso, o PLA, como se pode observar na Figura 16. Os efeitos dessa
associacdo na formacdo de particulas (ensaio P4) podem ser observados na Figura 16(B).
Nota-se que a associacdo de ambos foi capaz de formar particulas, ainda que as mesmas
tenham se mostrado aglomeradas. Como observado por COCERO et al. (2009), o CO,
supercritico tem a tendéncia de reduzir a temperatura de transi¢do vitrea de polimeros
amorfos (como o PLGA) de 4 a 30 °C para o aumento de cada unidade de pressdo aplicada
no sistema (em MPa), devido as interacdes moleculares entre o polimero e o CO,
dissolvido que atua, desta forma, como um plastificante. Assim, seria observada uma
remocdao menos eficiente do solvente do sistema devido a estas interagOes, aliada a uma
maior dificuldade na formacdo de nucleos, o que impediria a formacdo de particulas
discretas com forma regular. Apesar deste resultado, seria possivel usar esta abordagem da
associacdo de PCL e PLGA com PLA para produzir particulas, pois a formagdo de
particulas oriundas de sistemas poliméricos puros de alguns destes compostos seria bastante
problematica. Assim, nas proximas etapas do estudo, buscou-se condi¢des operacionais que
favorecessem a formacdo de sistemas particulados com perfil adequado de distribuicao de
tamanhos, com morfologia regular, pelo uso isolado do PLA ou mesmo pela associagao
deste material com os demais polimeros. Com base nestes ensaios preliminares, realizou-se
o estudo detalhado da influéncia das varidveis de processo sobre a forma¢do e morfologia
das particulas, utilizando-se para tal, o PLA, uma vez que este foi o polimero que propiciou

formacao de particulas com morfologia mais regular e menos agregadas.

4.2. Obtencao e caracterizacao de particulas de PLA

Realizou-se o estudo de formacdo de particulas de PLA, de acordo com a
metodologia descrita no item 3.2.3. As varidveis operacionais que mostraram maior efeito
sobre a formacao de particulas, e as que foram capazes de produzir particulas com aspecto

morfolégico mais adequado, foram selecionadas para a realizagao do estudo detalhado.
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4.2.1. Influéncia das variaveis de processo sobre a morfologia, diAmetro

médio e quantidade residual de DCM nas particulas de PLA

Os diametros médios das particulas de PLA produzidas nestes ensaios (condi¢des

experimentais indicadas no item 3.2.4.1.) e a concentragdo residual de diclorometano

(DCM) nas mesmas sao mostradas na Tabela 18. A anélise estatistica dos didmetros médios

¢ apresentada na Tabela 19 e nas Figuras 20 e 21 observam-se as caracteristicas

morfoldgicas tipicas das particulas obtidas e seus perfis de distribuicao de tamanho.

Tabela 18: Resultados do planejamento fatorial usado para estudar os efeitos da pressao,

concentracdo e vazdo da solu¢do polimérica sobre os didmetros médios das particulas de

PLA e sobre os niveis de DCM residual.

Concentracao Vazao da Faixa de distribuicio | DCM
Pressao Diametro
Ensaio | da solucdo de solucio de PLA de tamanho das residual
(MPa) médio (Uum)
PLA (%) (mL/min) particulas (Jum) (ppm)
Al 2.0 0,5 6+1 0,4 a 20,0 790
A2 0s ’ 2,5 211 0,6 a 208,9 1130
A3 ’ 160 0,5 5+0 0,6a22,9 1280
A4 ’ 2,5 18+0 0,7a239,9 6490
A5 8.0 0,5 7+0 0,6 a52,5 <600
A6 s ’ 2,5 12+0 0,7 a 79,4 5980
A7 ’ 60 0,5 740 0,6 a 158,5 2040
A8 ’ 2,5 11+0 0,8a794 2630
A9 1,5 10+0 0,7a45,7 3400
Al10 1,0 12,0 1,5 6+0 0,6 a 30,2 4160
All 1,5 9+0 0,7 a39,8 4670




Concentracao: 0,5%
Pressao: 8 MPa

Concentracio: 0,5 %
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Y
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Figura 20: Aspecto morfoldgico tipico em microscépio eletrdonico de varredura das particulas produzidas nos ensaios Al a A11.

p 2 SOpPINSIY — t 0jNIdn)

OpSSNIS1

16



Volume (%)

Volume (%)

Volume (%)

10

' v v n

t t t

t
0.01 0.1 1 10 100

100

20

g,
5
(%) Ope[NWNOE SWN[OA

10

0

1000
Diametro das particulas (pm)
10 100
Ad{»
—480
<
470
5
-4 60 o
54 ls0 Z
5
-4 40 &
43 &
15
~
120 3
<
—410
0 T T T T T 0
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
Diametro das particulas (um)
10 100
AT {»
480
<
170 <
5
160 2
5 {50 8
5
440 §
130 &
o
-~
120 R
<
H10
0 T T T T T 0
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Diametro das particulas (um)

Volume (%)

Volume (%)

Volume (%)

100

A2 =490

- 80
470

150
Ja0
430

20

10

T

0.

T T T
1 1 10 100

Diametro das particulas (um)

1000

100

w
1

0

A5
480
470
- 60
50
40
430
420

<410

0

0.01

T
0.1

T

Diametro das particulas (um)

T T T
1 10 100 1000 10000

100

10

w
1

0

A8

<80
<470
<60
<50
=40
30
=20
<410
0

0.01

T
0.1

T T

T T
1 10 100 1000 10000

Diametro das particulas (um)

(%) Ope[NWNOE SWN[OA

(%) OANR[MWNDOY JWN[OA

(9) ope[nWNdL AWN[OA

Volume (%)

Volume (%)

Volume (%)

o«
1

10-

Diametro das particulas (um)

b4

0.01

T T T T T
0.1 1 10 100 1000 10000

Diametro das particulas (im)

A9 a Allj»

80

0.01

T

T T T T 0
0.1 1 10 100 1000 10000

Diametro das particulas (im)

Figura 21: Perfil tipico de distribui¢ao de tamanhos das particulas produzidas nos ensaios Al a A11.

100

90

20

10

T T T
0.1 1 10 100 1000 10000

100

420

(9) ope[nWNOL AWN[OA (95) Ope[NUWINOE SWN[OA

(9) ope[nWNOL JWN[OA

6



Capitulo 4 — Resultados e discussdo 93

Tabela 19: Andlise estatistica dos resultados do planejamento fatorial 2° usado para estudar
os efeitos da pressdo, concentragdo e vazdo da solucdo polimérica sobre os didmetros

médios das particulas de PLA.

Fator Efeito  Erro padrao  teacu) p

Média 10,24300 0,662824 15,45358 0,000102
Vazao da solugdo polimérica (V)* 9,22350 1,554460 5,93357  0,004044
Pressao (P) -0,96050 1,554460 -0,61790 0,570085
Concentracdo da solucao polimérica (C)  -3,22950 1,554460 -2,07757 0,106315
VxP -0,44100 1,554460 -0,28370  0,790719
Vx C* -4,66500 1,554460 -3,00104  0,039901
PxC 0,17400 1,554460 0,11194  0,916266

* Varidveis com efeito significativo para p < 0,05.

Como se pode observar, o planejamento experimental 2° realizado resultou em
particulas com diametros médios que variaram de 5,4 a 20,5 um e quantidade residual de
DCM maéxima de 6490 ppm. Na Figura 20 observa-se que, para todas as condi¢des testadas,
obteve-se com éxito formagdo de particulas de PLA. As particulas obtidas apresentaram-se
em sua grande maioria esféricas ou com morfologia oval, contando com superficie
predominantemente lisa. As particulas obtidas no ensaio A4, no entanto, apresentaram
aspecto menos regular, notando-se também, uma forte tendéncia de agregacdo. Nesta
condicdo experimental, a concentracao polimérica empregada foi a menor de todas, sendo a
pressdo e vazdo da solu¢do as mais elevadas. A combinacdo destas varidveis muito
provavelmente contribuiu para uma remocgdo ineficiente do solvente organico pelo fluido
supercritico, o que possibilitou o aumento da concentracio de DCM na coluna, impedindo

o processo normal de nucleacdo e crescimento de particulas.

As particulas obtidas nos ensaios apresentaram tamanhos que variaram entre 0,4 a
240 um (como pode se observar na Figura 21), devendo-se ressaltar que a distribuicao de

tamanhos € dada em termos de porcentagem de volume, o que indica que poucas particulas
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grandes foram formadas no sistema. Nota-se que a faixa de didmetros foi mais estreita nos
casos das particulas obtidas nas condi¢des experimentais dos ensaios Al, ASe A9a Alle
que os diametros médios obtidos por MEV e por espalhamento de luz apresentaram
diferencas considerdveis. Analisando-se somente as microscopias (abordagem comumente
usada em boa parte dos trabalhos disponiveis na literatura), nota-se, para todas as
condi¢des, que os diametros médios sdo menores que 5 km e que, de forma geral, os
valores sdo inferiores aos determinados por espalhamento de luz. Provavelmente a intensa
agregacdo das particulas afetou a medida do tamanho das particulas por espalhamento de

luz, levando a valores médios muito maiores que os observados via MEV.

A andlise estatistica dos efeitos dos parametros sobre os didmetros médios mostrou
que as varidveis que apresentaram influéncia significativa sobre as caracteristicas das
particulas formadas sdo a vazao de solucdo polimérica e sua interacio com a concentragao
da solucdo de PLA. Enquanto o aumento na vazio da solucao polimérica de PLA aumenta
o didametro médio das particulas, o efeito da interagdo entre vazao de soluciao polimérica e
concentracdo resulta em redu¢do no tamanho das particulas. No casos em que se utilizam
altas vazdes de solucdo polimérica, observa-se que o tempo de processo para produzir uma
determinada quantidade fixa de particulas € menor, o que propicia uma remo¢ao menos
eficiente de DCM. Esta condicdo € agravada nos casos em que se usam baixas
concentracdes de polimero, como observado nos ensaios A2 e A4. Desta forma, nota-se
uma intensificacdo da agregacdo das particulas, particularmente nos casos em que grandes
quantidades de solvente residual permanecem no sistema. Além disso, 0 aumento na vazao
da solugdo polimérica quando se mantém constante a vazdo de fluido supercritico ou nos
casos em que se aumenta proporcionalmente com a vazdo da solucdo polimérica ird se
observar comumente um prejuizo no processo de atomizacdo da solugdo no vaso de
precipitacdo, levando ao consequente aumento do didmetro médio das particulas formadas
(BOUCHARD et al. 2008, GOKHALE et al., 2007 ¢ MIGUEL et al., 2008). Por outro
lado, se a vazdo da solucdo polimérica ¢ aumentada mantendo-se baixos os valores de
vazdo de fluido supercritico, o solvente presente no vaso de precipitacdo ird aumentar,
produzindo, desta forma, maior agregacio das particulas formadas (MARTIN e COCERO,
2004 e CARRETIER et al., 2003). REVERCHON e DE MARCO (2011) observaram que
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particulas da ordem de nandmetros podem ser eficientemente obtidas quando as condicdes
internas do vaso de precipitacdo sdo mantidas acima das indicadas para o ponto critico de
mistura do antisolvente e da solu¢do organica. Se uma fase liquida ou a mistura de duas
fases (gés e liquida) € mantida no vaso de precipitacdo, a mistura de nano e microparticulas
¢ comumente observada. Nos casos em que uma mistura gasosa € observada, nota-se a
formacdo de microparticulas expandidas, ou seja, que possuem um nucleo vazio. Essas
diferentes fases sdo obtidas, portanto, pela apropriada selecio da pressdo, temperatura,

vazao do fluido supercritico e da solu¢do organica empregadas.

A efetiva remocdo do DCM durante o processo de producdo de particulas € muito
importante, uma vez que existem preocupacdes com relacio aos niveis residuais aceitaveis,
por conta de sua inerente toxicidade. De acordo com a UNITED STATES
PHARMACOPEIA (2008a) (USP), a concentracdo residual méixima de diclorometano
permitida em produtos farmacéuticos € igual a 600 ppm, sendo que quantidades iguais ou
inferiores sao desejadas. A tnica condi¢dao de processo que resultou em niveis residuais
permitidos pela USP foram as empregadas no ensaio AS5. Pressdes menores, como as
usadas neste experimento, propiciaram melhor eficiéncia na remog¢do do solvente organico,
ja que a densidade do CO; supercritico tende a diminuir linearmente com a pressao, o que
leva, consequentemente, a uma melhora na eficiéncia na transferéncia de massa do
processo, apesar do menor efeito solvatante do CO,. O uso de vazdes de solugdo polimérica
mais elevadas (como demonstrado nos casos A2 e A6) teve, por outro lado, um efeito
negativo na remocdo do DCM. Como observado por MARTIN et al. (2002), o uso de
vazdes maiores tende a diminuir a forca motriz para a transferéncia de massa do DCM no
CO, supercritico, elevando, assim, os niveis de solvente residual presentes nas particulas.
Uma alternativa para melhorar a remo¢do de DCM seria realizar um aquecimento das
particulas em estufa a viacuo a 46 °C por 4 horas ou em uma estufa comum por 24 horas.
Tal procedimento foi testado neste trabalho e mostrou ser bastante eficaz, sendo capaz de
reduzir a quantidade de DCM das particulas produzidas a niveis inferiores a 600 ppm,

independentemente da quantidade de DCM inicial.
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No caso do ensaio A6, observou-se um aumento no didmetro médio, como
consequéncia do aumento da vazao de solugcdo polimérica injetada no sistema. Isto levou a
distribuicdes de tamanhos mais largas, com particulas de didmetros médios maiores que
11 pm. O aumento na pressao para 16 MPa, mantendo fixas as condi¢des de concentracao e
vazdo da solucdo polimérica (ou seja, iguais as do ensaio A6), por outro lado, ndo foi capaz
de compensar o efeito da interagdo vazdo-concentracdo, de modo a reduzir o diametro
médio das particulas. Este comportamento fica mais claro quando se observa o resultado
obtido no ensaio A7, em que uma reducdo na vazdo da solucdo polimérica em cerca de
5 vezes levou a uma reducdo de 59% no diametro médio das particulas. Estes dados
corroboram os resultados da andlise do planejamento fatorial que mostraram que, em um
intervalo de confianca de 95% (p < 0,05), somente a vazdo da solu¢do polimérica e sua
interacdo com a concentracdo da solu¢do polimérica sdo capazes de produzir efeitos
significativos no diametro das particulas (Tabela 19). Por outro lado, pressdo e
concentracdo da solucdo polimérica, bem como a interagdo entre vazao de solucdo
polimérica e pressdo do sistema e a interagdo entre pressdo e concentracdo da solugdo
polimérica ndo tiveram efeitos significativos sobre o didmetro das particulas de PLA
produzidas. Esperar-se-ia que o aumento da pressdao no vaso de precipitacdo tivesse um
efeito sobre o didmetro das particulas, uma vez que a solubilidade do solvente organico no
fluido supercritico aumenta enquanto que o seu coeficiente de difusdo diminui,
acompanhado pelo aumento da viscosidade do meio. No entanto, deve-se destacar que os
efeitos do aumento da pressao, neste caso, seriam dependentes do balango destes fatores ou
da mistura de fases dentro do vaso de precipitacdo. Desta forma, seria observada a
ocorréncia tanto do aumento do didmetro das particulas produzidas (REVERCHON et al.,
2008, MIGUEL et al., 2008, DE MARCO e REVERCHON, 2011, ROSSMANN et al.,
2012,) como também a producdo de particulas menores (MARTIN e COCERO, 2004 ¢
GOKHALE et al., 2007). O aumento das particulas seria um efeito relativo ao aumento da
aglomeracdo das particulas pelo aumento da pressao, devido a relagdo estabelecida entre
pressao e o parametro de solubilidade do CO,. De acordo com HERBERGER et al. (2003),

tais observacdes seriam similares ao previsto pela interacdo entre polimero e solvente, ou
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neste caso, o comportamento plastificante do diéxido de carbono, comumente indicadas por

Florry-Huggins.

Desta forma, para obter particulas pequenas, ndo agregadas e com baixas
quantidades de diclorometano residual, o sistema deveria ser operado com baixas vazdes de
solucdo polimérica e preferencialmente usando-se solu¢des poliméricas mais concentradas.
Como observado por PALAKODATY e YORK (1999), este fendmeno poderia ser
explicado pelo fato de que a taxa de nucleacdo é, em tais casos, dependente dos niveis de
saturacdo de CO; resultantes da taxa de transferéncia de massa do fluido supercritico nas
gotas formadas. Além disso, esta seria uma fun¢do do coeficiente de difusdo do fluido
supercritico na fase solvente. Assim, quando se utilizam solu¢gdes mais concentradas, nota-
se um aumento gradual da concentracdo do soluto nas gotas, o que leva a maiores taxas de
nucleacdo e consequentemente, menor aglomeracdo das particulas, devido a menor
quantidade de solvente presente nas mesmas. ROSSMANN et al. (2012) observaram, no
entanto, que o aumento da concentracao polimérica teve um efeito distinto no tamanho das
particulas, dependendo do material usado no processamento. Esta seria uma das razdes para

o constante emprego de diferentes solventes usados na formacao de particulas via SAS.

Levando isso em consideracdo, as condi¢des de processamento usadas no
experimento A5 demonstram ser as mais apropriadas para a producdo de particulas de PLA
que possuam caracteristicas mais adequadas. Deve-se ressaltar que ndao ha dados na
literatura consultada relativos ao tamanho de particulas adequados para administragdo oral
de agentes ativos para tildpias, supondo-se assim, que a faixa de 5 a 50 pm, indicada para
mamiferos, seja também apropriada ao uso em peixes. Assim, nos estudos subsequentes de

incorporagdo de hormonio, as condi¢des descritas no ensaio A5 foram utilizadas.
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4.2.2. Influéncia da incorporacido de 17c-metiltestosterona nas

caracteristicas das particulas de PLA

A adi¢do de diferentes concentragdes de 17a-metiltestosterona durante a produgao
das particulas de PLA foi estudada, utilizando para tal a condi¢do experimental do ensaio
AS. Assim, a pressdo usada foi de 8 MPA, enquanto a concentragdo de solugdo polimérica e
a vazdo da mesma foram fixadas a 1,5% (m/v) e 0,5 mL/min, respectivamente. Observou-se
mudancas significativas na morfologia das particulas formadas, como pode se verificar na
Figura 22. Diferencas no diametro médio das particulas e na eficiéncia de incorporagdo

estdo apresentadas na Tabela 20.

Tabela 20: Caracteristicas das particulas obtidas na presenga de diferentes quantidades de

17a-metiltestosterona.

Razao inicial de  Razao final de Eficiéncia de Diametro Faixa de distribuicao

Ensaio = MT/polimero MT/polimero incorporacdo  médio de tamanhos das
(m/m) (m/m) de MT (%) (um) particulas (um)
A21 0,125 0,028 22+2 15+1 0,6a91,2
A22 0,250 0,051 20+ 1 14+2 0,5a104,7
A23 0,500 0,166 33+10 25+0 0,5 a 363,1
A24 0,750 0,400 53+10 21+3 0,6 a724,4

Em todos os casos, como esperado, os niveis de diclorometano residual ficaram
abaixo dos 600 ppm, o que demonstra que, apesar da suposta alta particdo do agente ativo
no solvente, 0 mesmo foi capaz de contribuir positivamente, de modo a melhorar o acesso
do CO,, ao interior das particulas formadas, uma vez que este aumentou, possivelmente, os
espacos intercadeias do polimero. O diametro médio das particulas variou entre 14 a 25 um
(Tabela 20), sendo esta variagdo mais evidente nos casos em que se compara com as
particulas produzidas sob as mesmas condi¢cdes experimentais (ensaio AS5), no entanto, sem

adicado de homonio (didmetro de 7.4 um). Deve-se enfatizar que todas as curvas de
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distribuicdo de tamanhos parecem ter sofrido alargamento (Figura 23), uma vez que as
particulas produzidas sio maiores e também porque se nota uma quantidade maior de

agregados no sistema.

A21 A22
Razao MT/Polimero inicial: 0,125 (m/m); Razao MT/Polimero inicial: 0,250 (m/m);

SF &% W
[T 3 Swala - "S- rane. Goe 3\ 2w |

Figura 22: Aspecto morfoldgico tipico em microscopio eletronico de varredura das

particulas produzidas nos ensaios A21 a A24.

Como observado por KIM et al. (2007), as varia¢des na distribuicdo de tamanhos
obtidas podem ser explicadas em termos da nucleagdo das particulas através dos processos
de supersaturacdo e precipitacdo, seguido pelo processo de crescimento dos nicleos,
durante a expansdo das gotas de solucdo polimérica. Assim, nos casos em que se usam
baixas concentracdes de droga, o processo de nucleacdo torna-se 0 mecanismo dominante
de formacgdo de particulas, propiciando assim, a obtencdo de particulas pequenas. Quando,

por outro lado, faz-se uso de solu¢des com altas concentracdes de agente ativo, 0 processo



100

de precipitacao torna-se predominante sobre os demais, durante o processo de expansao das
gotas, levando simultaneamente ao processo de nucleagdo e crescimento das particulas,
devido a maior dificuldade de interagdo das cadeias poliméricas. Desta forma, nessas
condi¢Oes, particulas maiores seriam produzidas. Ainda de acordo com KIM et al. (2007), o
aparecimento de populacdes de particulas adicionais na curva de distribuicao de tamanhos
seria resultado da possivel competicdo entre os processos de crescimento e nucleacio
durante a formagdo das particulas. Dito isso, pode-se supor que o aumento na concentragao
de agente ativo pode afetar positivamente o tamanho das particulas através do aumento da
nucleagdo, como mostrado no ensaio A24 (razdo madssica de 0,4 de MT/polimero), ou

negativamente, pelo aumento do processo de crescimento das particulas secundérias (como

mostrado nos casos A21 a A23), de acordo com REVERCHON (1999).
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Figura 23: Perfil tipico de distribuicio de tamanhos das particulas produzidas nos

ensaios A21 a A24.
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Enquanto as particulas produzidas na auséncia de MT apresentaram forma oval
(Figura 20, ensaio AS), as particulas de PLA produzidas a partir de solugdes contendo
hormoénios apresentaram formato mais esférico (Figura 22). Além disso, quando MT foi
adicionada a solu¢do polimérica, a aparéncia da superficie das particulas foi alterada,
verificando-se que a rugosidade aumentou consideravelmente. Estas mudangas nas
caracteristicas superficiais das particulas podem provavelmente ser atribuidas a um possivel
aumento na microporosidade, j4 que o aumento na propor¢do de horménio na solugdao
polimérica poderia agir como uma barreira na interacdo entre as cadeias de PLA. Assim, a
producdo de particulas com superficies mais lisas seria bastante comprometida. Supde-se,
desta maneira, que zonas interfasicas possam ter se formado, resultando em distribui¢ao
relativamente heterogénea do agente ativo nas particulas de PLA. Nao se deve, entretanto,
excluir a hipétese de o proprio processo de secagem ter favorecido a formacdo de tais

estruturas.

As eficiciéncias de incorporacio de droga nas particulas obtidas foram
relativamente baixas, entre 22 a 54%, porém bastante satisfatérias em comparagdo a dados
de outros estudos baseados no uso de tecnologia de fluidos supercriticos, como previamente
ilustrado na revisao bibliografica . Os resultados de incorporacdo podem ser explicados em
termos da provavel alta solubilidade ou particdo da droga no fluido supercritico. Supde-se
que a sua solubilidade tenha aumentado devido a presenca de DCM, o que pode ter levado
a extracdo parcial da droga durante o processo de formacdo de particulas, ocorrendo com
maior intensidade durante o passo de secagem das mesmas. MEYER et al. (1998)
obtiveram resultados semelhantes para a incorporacdo de gentamicina em particulas de
PLA. Apesar da baixa eficiéncia de incorporacao da droga, as particulas obtidas no presente
trabalho parecem ser apropriadas para o uso ao qual se destinam, uma vez que baixas
quantidades didrias de MT j4 seriam suficientes para garantir a inversao sexual das tildpias
do Nilo. Adicionalmente, espera-se que nao seja necessario o uso de particulas contendo
altas quantidades de hormonio, uma vez que o efeito da acdo do meio gastrointestinal seria
supostamente suficiente para se sobrepor ao efeito da cinética de liberacdo da droga por
difusdo por longos periodos. Além disso, o hormdnio ndo incorporado nas particulas

poderia ser empregado posteriormente nas proximas bateladas, devido ao fécil reciclo no
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sistema. Desta forma, altas eficiéncias globais de utilizacdo do hormonio poderiam ser

alcancadas.

4.2.3. Comportamento térmico das particulas de PLA

A habilidade do CO, supercritico em produzir mudancas nas caracteristicas
mecanicas e fisicas de materiais poliméricos amorfos e semicristalinos € bem conhecida. A
redu¢do na temperatura de transicdo vitrea destes materiais pode ser efetivamente
observada pela atuacdo do CO, como um plastificante de materiais poliméricos
(VERRECK et al., 2005). Além disso, de acordo com COCERO et al. (2009), reducdes nas
temperaturas de fusdo e de transicdo vitrea sdo frequentemente observadas quando as
particulas sdo mantidas em contato com CO, pressurizado por tempos prolongados. Dessa
forma, mudancas nas propriedades dessas particulas sdo esperadas e relatadas. Outra
caracteristica afetada pelo CO, pressurizado € a morfologia da matriz e a consequente
difusividade dos agentes ativos na matriz polimérica. Dependendo das condi¢des de
processo, o contato de polimeros semicristalinos como o PLA com o CO; supercritico pode
aumentar a mobilidade das cadeias poliméricas, permitindo assim, um rearranjo mais facil
em configuracdes cineticamente mais favoraveis, o que, a longo prazo, também facilitaria o
processo de cristalizacio (REVERCHON, 1999; KAZARIAN, 2000; TAKADA et al.,
2004 e ZHAI et al., 2009). Este efeito ¢ melhorado pelas interagdes promovidas pelos
grupos carbonil presentes na cadeia de PLLA e o CO; supercritico (LIAO et al., 2012). O
aumento da difusividade do agente ativo na matriz polimérica, devido a maior mobilidade
do polimero, € também frequentemente observado. Este aumento na difusividade ¢é
atribuido ao aumento do distanciamento intercadeias do polimero, bem como ao aumento
do volume livre da matriz e a consequente reducio das interagdes e emaranhamento entre
as cadeias do polimero. Tal efeito seria bastante importante na etapa de secagem das

particulas e na entrada de MT no interior da matriz.

Particulas de PLA contendo ou ndo horménio foram analisadas por DSC, para

verificar as possiveis mudancas na temperatura de transicdo vitrea e subsequentes
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mudancas na cristalizacdo da matriz polimérica. Os resultados dessa andlise sao

sumarizados na Tabela 21 e na Figura 24

Tabela 21: Resultados de DSC para as diferentes particulas de PLA obtidas, incorporando

ou nao MT, além dos resultados correspondentes a andlise de DSC do PLA e MT isolados.

Ersaio [PLA]| P Qpa | RazioMT/PLA | Tg | Tc | Tm | 1y
(%) | (MPa)  (mL/min) (m/m) O | O | (O | (%)

PLA - - - - 61,6 | 1369 | 1799 | 15,2
MT - - - - - 90,0 | 1620 | -
Al 0,5 - 61,7 | 1143 | 181,6 | 12,1
A2 | i 2,5 - 63,0 | 110,1 | 181,4 | 15,8
A3 0 0,5 - 67,5 | 1150 | 1823 | 9,2
A4 o 2,5 - 65,9 | 114,7 | 181,3 | 11,7
A5 0,5 - 67,2 | 117,0 | 1822 | 15,5
A6 | s 2,5 - 66,1 | 112,7 | 181,6 | 13,5
AT . 0,5 - 67,1 | 118,1 | 181,6 | 12,9
A8 | o 2,5 - 65,3 | 113,9 | 1822 | 14,3
A9 - 66,3 | 1164 | 181,6 | 11,7
A0 | 1,0 12 1,5 - 69,2 | 116,9 | 1814 | 11,2
AlL | - 67,1 | 113,8 | 182,3 | 10,9
A21 0,028 63,8 | 111,1 | 179,6 | 14,9
A2 | 0,051 62,7 | 111,8 | 178,2 | 12,6

1,5 8 0,5

A23 0,166 622 | 1126 | 1743 | 7.4
- A24 | 0,400 62,9 | 1122 | 166,5 | 1,2

O aumento na pressdo tende a promover a mobilidade das cadeias poliméricas,
pelo aumento do efeito plastificante do CO, no polimero, reduzindo a temperatura de

transicdo vitrea (Tg) da matriz (FALK e RANDOLPH, 1998). No entanto, durante a
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producdo de particulas sob diferentes condicdes de pressao (8, 12 e 16 MPa), este efeito
nao foi observado, j4 que o aumento na pressdo resultou em uma mudanga pouco
significativa na Tg das particulas (7,6 °C). Possivelmente nestas condi¢cdes a estrutura
cristalina compactada do polimero tenha restringido a solubilidade do CO;, na regidao
cristalina. Desta forma, o efeito da pressao do CO; na cristalizacdo do PLA foi reduzido
(ZHALI et al., 2009). Apesar da absor¢do de CO, na matriz polimérica ser muito limitada,
com valores entre 0,04% (m/m) a 30 MPa (KIRAN, 2010), esta pode ter sido responsavel
pelo aumento na fracdo de volume livre da matriz. Como consequéncia, um
intumescimento significativo do PLA pela plastificacdo da fase amorfa € observado e,
consequentemente, uma indugdo da cristalizac@o por reorganizacdo das cadeias € iniciada a

temperaturas mais baixas (LIAO et al., 2012). Resultados similares foram obtidos por

ZHAI et al. (2009), quando estes usaram pressoes entre 3 a 15 MPa.

No entanto, praticamente ndo se observou alteracdes na temperatura de fusao (Tm)
das particulas ndo contendo agente ativo. Ja variagcdes no grau de cristalinidade e na Tg
foram observadas, como mostrado na Tabela 21, e reducdo na temperatura de cristalizagao
também foi verificada, resultado semelhante ao obtido por LIAO et al. (2012). Percebe-se
que o aumento na vazdo e da concentragdo de solucdo polimérica provavelmente
facilitaram a transformacdo da fase amorfa do polimero em uma estrutura cristalina de
menor energia livre. Os maiores valores de cristalinidade (15,8 e 15,5%) foram observados
para os ensaios A2 e A5, respectivamente. Nestas condi¢des experimentais, a mais eficiente
remog¢do de DCM deve ter prevenido o efeito adverso do solvente na cristalinidade do PLA
(SONG et al., 2002). Além disso, o uso de plastificantes, como é o caso do CO,, foi
responsdvel pelo efeito sinergistico sobre a cristalizacdo do PLA (MIHAI et al., 2009).
Como demonstrado por ZHAI et al. (2009), em processos onde se utiliza CO, comprimido,
o processo de nucleacdo ocorre em consequéncia da supersaturacdo do gds, seguido do
mecanismo de crescimento. Assim, a relativa baixa taxa de cristalizacdo do PLA (devido a
alta rigidez de sua cadeia) (MIHAI et al., 2009) sofre modificagdo. Isso ocorre
especialmente devido ao papel positivo do CO, na aceleragdo da cristalizacdo do PLA e

consequente discreto aumento da cristalinidade do mesmo (ZHAI et al., 2009).
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Quando comparadas a amostra A5, as particulas preparadas na presenca de
hormonio (ensaio A21 a A24) mostraram uma reducdo significante na cristalizacdo (y), de
15,8% para 1,2% conforme efetuou-se o aumento na propor¢do de MT nas particulas.
Provavelmente, o aumento na quantidade de hormodnio na solucdo polimérica tenha
comprometido as interacdes intercadeias do PLA durante os processos de nucleacido e
crescimento das particulas. Isso impediu a formagao de estruturas mais rigidas e compactas,
0 que causou a reducdo expressiva da cristalinidade da matriz. Como ja mencionado
anteriormente, estas particulas parecem ser mais porosas, com muitas regides amorfas, que
podem facilitar a liberacdo do agente ativo quando em condi¢des gastrointestinais. Esta é
uma caracteristica bastante importante, uma vez que poder-se-ia esperar que a liberacdo do
horm6nio no meio gastrointestinal acontecesse de forma mais ripida, apesar do longo
tempo de degradacdo esperado (maior que 1 ano), a principio, para particulas constituidas

de tal material.

4.2.4. Analises de DRX das particulas de PLA

Considerando o padrao de cristalizacdo das particulas produzidas no planejamento
fatorial (Figura 25), nota-se que para todas as amostras o principal pico de cristalizac¢ao esta
localizado em 26 a 16,66° e 19,02°, respectivamente, em conformidade com os resultados
obtidos por PURNAMA e KIM (2010), que obtiveram os principais picos de cristalizacdo
para o PLA em 20 a 16,52° e 19,08°. Estes resultados mostram que a variagdo das
condicdes experimentais nao afetou a forma de cristalizacdo do polimero e os padrdes de
difracdo de raios-X das particulas sdo coincidentes com os principais picos obtidos para o
PLA isolado (16,68° e 18,96°). A por¢do amorfa das particulas é um resultado das
mudancas conformacionais que ocorreram durante o processo de cristalizagdo do PLA,
como demonstrado por HONG e LIANG (2007). Similarmente, os perfis de cristalizagao
das amostras contendo hormonios foram analisados, e o pico caracteristico padrao também
foi notado para estas amostras. O pico mais intenso teve valores entre 16,38° a 16,68° e o

segundo com valores entre 18,78° a 20,12°.
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Este resultado indica que a MT pode ter sido incorporada na matriz polimérica,
uma vez que os picos cristalinos caracteristicos do agente ativo isolado (14,48, 15,72 e
16,78) ndo foram observados para as amostras A21 e A22. A presenca destes seria um
indicativo da superposicao de cada substincia (polimero e MT), que neste caso, equivaleria
a uma mistura fisica das particulas de ambos os materiais (COCERO et al., 2009). No
entanto, deve-se salientar que em baixa concentragdo no sistema, a MT pode ndo ter
cristalizado (ficando precipitada no interior da matriz, na forma cristalizada), dificultando
assim, prever a visualizacdo deste composto através da DRX. J4 nos casos em que altas
quantidades de MT foram incorporadas, observa-se a presenca de picos correspondentes a
MT. Isso fica evidente nos picos observados para as amostras dos ensaios A23 e A24. Em
tais condi¢des, parte da MT nao deve ter sido completamente incorporada as particulas, ou
este composto pode ter ficado parcialmente exposto nas particulas produzidas. Apesar
disso, tal hipétese ndao pode ser completamente corroborada visto que, através das andlises
morfolégicas ndo foi verificada a presenca de cristais de MT ou particulas deformadas pela
presenca de tais cristais. Somente os dados de liberagdo de MT a partir destas particulas
poderia corroborar tal hip6tese. Para estes casos espera-se que, ja nas primeiras horas da
cinética, uma grande quantidade de MT seja detectada nas amostras coletadas. A andlise da
mistura fisica do polimero e da MT(nao realizada neste trabalho) poderia prover mais dados
a respeito do comportamento destes materiais processados, ja que, isoladamente, as curvas

nao forneceram indicios suficientes.

4.2.5. Analise de potencial zeta das particulas de PLA

A determinagdo do potencial zeta ({) € muito importante no estudo da formagao de
particulas. Tal medida serve como indicativo da repulsdo ou atracdo eletrostatica entre as
particulas através da determinacdo das cargas existentes no plano do cisalhamento
hidrodinamico, de acordo com DUNCANSON et al. (2007). Além disso, tal avaliagdao
fornece indicacdo da estabilidade e da capacidade dispersiva das particulas (MORA-
HUERTAS et al., 2011). Em solugdo idnica, as particulas de PLA tém valores de potencial
zeta por volta de 40 a 50mV (VILA et al., 2004), com superficie de cargas
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predominantemente negativas devido a presenga de grupos terminais carboxil
(DUNCANSON et al., 2007). Os resultados do presente estudo de potencial zeta das

particulas de PLA produzidas pelo método de SAS estdo sumarizados na Tabela 22.

Tabela 22: Valores de potencial zeta das particulas de PLA contendo ou nao 17a-

metiltestosterona.

Ensaio Potencial zeta (£ mV)

Al aAll <5,0
A21 20,0
A22 39,8
A23 67,7
A24 13,9

Observou-se que as particulas sem hormdnio apresentaram valores de potencial
zeta menores e/ou iguais a S mV em solu¢do dgua/etanol (50:50 v/v). Estes resultados
demonstram que as forcas repulsivas das particulas, quando elas se aproximam, sdo muito
pequenas e insuficientes para manté-las longe uma das outras, levando a uma inadequada
dispersdo das particulas quando em meio aquoso. Assim, como as for¢as repulsivas sao
muito fracas, as particulas tendem a se manter aglomeradas, resultando em formacdo de
uma suspensdo instavel. Porém, o aumento gradual no potencial zeta das particulas, e
consequentemente, o aumento de sua estabilidade, foi observado para particulas contendo
concentracoes iniciais de até 0,05 mg de MT/mg de PLA. As particulas contendo agente
ativo neste limite de concentracdo apresentaram maior dispersibilidade em solucdes
aquosas, comparadas as particulas de PLA vazias. Isso deve ter ocorrido devido ao
desdobramento das cadeias de PLA mais facilitado na presenca de MT. A presenca de
agente ativo deve ter aumentado a exposicdo dos grupos terminais carboxilicos, que

resultaram em um aumento do ndmero de cargas expostas na superficie da cadeia.
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4.3. Obtencao de particulas de PLA/PCL

Com o objetivo de obter particulas com apropriadas caracteristicas morfoldgicas,
com perfil de distribuicdo de tamanhos adequados e que possam ser capazes de incorporar e
liberar eficientemente o hormdnio de crescimento, aliado ao baixo custo da PCL quando
comparado ao PLA, foram realizados ensaios de producdo de particulas formadas pela
associacdo deste polimero com PLA. Os resultados deste estudo estdo sumarizados na

secao 4.3.1.

4.3.1. Efeito da variacdo da proporcio de PLA e PCL na soluciao

polimérica sobre a formacao, morfologia e didmetro das particulas

Os resultados do estudo de variacdo da propor¢ao de PLA e PCL na solucgdo
polimérica encontram-se sumarizados na Tabela 23, sendo que as caracteristicas
morfoldgicas e as respectivas distribuicdes de tamanhos de particulas de cada uma das

amostras estdo dispostas nas Figuras 26 e 27.

Observa-se que foi possivel formar particulas em todas as condi¢des testadas, ao
contrario do que aconteceu quando se testou a formacdo de particulas a partir de solucdes

contendo somente a PCL como constituinte da matriz polimérica (ensaio P1).

Nota-se, através das Figuras 26 e 27, que o aumento da concentracio de PCL
levou também a um aumento do didmetro médio das particulas produzidas, o que deve ser
consequéncia da intensa agregacdo do sistema. Nos ensaios Bl e B2 observa-se um
aumento na variabilidade de tamanhos que vem acompanhada pela alteragao da rugosidade
na superficie das particulas, bem como da tendéncia de agregacdo das mesmas. A medida
que se aumentou ainda mais a concentra¢do de PCL, observa-se uma redu¢do na rugosidade
das particulas. No entanto, nota-se a formacdo de grandes agregados, que sdo fruto da
intensa agregacao superficial das particulas, que muito provavelmente ocorreu durante o

processo de extracdo do solvente organico pelo CO, supercritico. Em nenhuma das
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condicdes testadas foi possivel produzir particulas com um perfil de distribuicdo de
tamanhos estreito (ao contrario do que se obteve para as particulas de PLA), observando-se
a formacdo de dominios de diferentes tamanhos, sendo estes abaixo ou acima do didmetro

médio das particulas.

Tabela 23: Caracteristicas das particulas de PLA/PCL formadas com propor¢des varidveis
dos polimeros, a uma pressdao de 8 MPa e concentracdo e vazio de solucdo polimérica de

1% (m/v) e 0,5 mL/min, respectivamente.

% de PCL Didmetro Distribuicao de
Ensaio namistura  Aspecto morfoldgico das particulas médio tamanhos das
(m/m) (Mm) particulas (Lm)

Pequena variabilidade de tamanhos,
B1 10 . 19 £4 0,5a631,0
superficie rugosa, formato oval

Grande variabilidade de tamanhos,
B2 20 superficie bastante rugosa e formato 27 %5 0,6 a316,2

esférico e irregular

Pequena variabilidade de tamanhos,
B3 30 superficie rugosa, formato irregular 32 %35 0,5 a208.,9

formados de agregados

Grande variabilidade de tamanhos,

superficie menos rugosa,

B4 40 . . 365 0,5 a208,9
predominancia de grandes
agregados

Média variabilidade de tamanhos,
superficie menos rugosa,

BS 50 . . 531 0,6 a2187,8
predominancia de grandes

agregados de formato irregular
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Figura 26: Aspecto morfoldgico tipico analisado por microscopia eletronica de varredura

das particulas produzidas nos ensaios B1 a BS.
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Figura 27: Perfil tipico de distribuicido de tamanhos das particulas nos ensaios B1 a BS5.

Nos ensaios usando altas propor¢cdes de PCL na solu¢do polimérica (B3 a BS),
nota-se a formagdo de particulas e de grandes agregados formados a partir destas. Este

efeito € consequéncia direta da tendéncia da PCL, quando submetida a altas pressdes, de
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formar filme. A grande tendéncia de agregacdo se reflete, de forma bastante clara, sobre o
perfil de distribui¢do de tamanhos das particulas obtidas, podendo-se facilmente observar a

formacgao de agregados com mais de 1000 um de tamanho.

Levando em consideragdo os resultados obtidos, pode-se supor que as particulas
produzidas nas condi¢des do ensaio B1 demonstram ser as mais adequadas a incorporacao
de agentes ativos, devido especialmente as suas caracteristicas morfoldgicas. No entanto,
ndo se deve descartar completamente as condi¢des experimentais testadas no ensaio B2, ja
que apesar das particulas apresentarem um tamanho superior ao esperado (no caso, maior
que 10 pm), estas poderiam ser também testadas como dispositivos de libera¢do controlada,
visto que apresentaram um perfil de distribuicdo de tamanhos mais estreito quando
comparado ao ensaio Bl (Figura 27). Além disso, deve-se destacar que sua aparente
agregacdo poderia, em alguns casos, ser muito benéfica. Isso ocorre pois, segundo
WISCHKE ¢ SCHWENDEMAN (2008), particulas bastante agregadas (com potencial
zeta < £ 5 mV), quando in vivo, poderiam aumentar a reten¢do de produtos dcidos oriundos
da sua degradacgdo, e assim, acelerar a cisdo autocatalitica das cadeias de PLA e da PCL,
promovendo perfis de liberacdo controlada ainda mais rdpidos. Isso seria bastante
interessante, uma vez que inicialmente, a taxa de degradacdo da PCL € muito lenta, o que
poderia comprometer a liberacdo do hormoénio e, portanto, pdr em risco a reversao sexual
dos peixes. Isso poderia tornar o uso dessas condi¢des experimentais ainda mais
interessante, uma vez que, considerando-se que para as particulas predominantemente
densas, ndo ocorreriam, em principio, grandes alteragdes na taxa de liberacdo do hormonio.
Dessa forma, para os estudos de incorporacdo de 170-metiltestosterona nas particulas de
PLA/PCL, optou-se pelo uso de solu¢des poliméricas contendo até 20% de PCL na mistura

PLA/PCL, como apresentado na secdo 4.3.2.
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4.3.2. Estudo de incorporacao de 17a-metiltestosterona nas

caracteristicas das particulas de PLA/PCL

No estudo de incorporagcdo de 170-metiltestosterona nas particulas de PLA/PCL
via SAS, empregou-se um planejamento estatistico do tipo 2%, onde analisou-se os efeitos
das varidveis independentes concentracao de PCL e concentracdo inicial de MT na solugao
polimérica. Os perfis de incorpora¢do do hormoénio e os diametros médios obtidos estdo
sumarizados na Tabela 24. O aspecto morfolégico das particulas e o perfil de distribui¢do

de tamanhos destas estdo apresentados nas Figuras 28 e 29, respectivamente.

Tabela 24: Eficiéncia da incorporacdo de hormoénio no didmetro médio das particulas
formadas por PLA e PCL produzidas a 8 MPa, concentracao de solucdo polimérica de 1,0%

(m/v) e vazao de solugdo polimérica de 0,5 mL/min.

Razido |Razio inicial| Razdo final | Eficiéncia de | Diametro Faixa de
Ensaio| PCL/PLA | MT/Pol MT/Pol | incorporacio| médio | distribuicio de
(m/m) (m/m) (m/m) (%) (Hm) tamanhos (Um)
B11 1/9 0,029 25,6 23+1 3,8a316,2
B12 2/8 0125 0,042 36,3 28+3 3,8a208,9
B13 1/9 0,378 64,1 43 +7 4,4 2a316,2
B14 2/8 0750 0,309 55,0 54+0 3,8 a2549,5
B15 0,113 38,6 32+2 3,8a208,9
B16 13/72 0,438 0,089 26,8 27+1 3,82631,0
B17 0,150 42,8 23+1 3,82416,9
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Tabela 25: Andlise estatistica do planejamento fatorial 2> usado para estudar os efeitos da

propor¢ao entre PLA e PCL e as concentragdes iniciais de MT na solug@o polimérica sobre

os diametros médios das particulas de PLA/PCL, a um intervalo de confianca de 95%.

Erro
Fator Efeito tcalc3) p
padrao

Média 32,65714 3,135337 10,41583 0,001889
Concentrac¢do de PCL na solucao (%, m/v)

8,20000 8,295323 0,98851 0,395781
(% PCL)
Concentracdo inicial de MT na solucao

22,60000 8,295323 2,72443  0,072279
polimérica (%, m/v) (MT)
% PCL x MT 3,00000 8,295323 0,36165 0,741585

E possivel observar que a incorporacio de 17a-metiltestosterona nas particulas de

PLA/PCL produziu um aumento no diametro médio das particulas, de valores iniciais de

19 pm (ensaio B1) para 22 (ensaio B11) e 42 um (ensaio B13), nos casos em que se

utilizou baixas e altas concentragdes iniciais de hormoénio na solug¢do polimérica contendo

10% de PCL, respectivamente. O mesmo ocorreu no casos €m que se empregaram maiores

concentracdes de PCL (20%), produzindo-se um aumento para 28 (ensaio B12) e 53 pm

(ensaio B14), nos casos em que se utilizou respectivamente menores e maiores quantidades

de hormonio na solucio polimérica em comparagdo as particulas produzidas sem adi¢ao de

agente ativo (como demonstrado nos estudos prévios, descritos no ensaio B2).
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Razio MT/Polimero inicial: 0,125 (m/m) e Razao MT/Polimero inicial: 0,125 m/m;
Eficiéncia de incorporacéo: 25,6 % Eficiéncia de incorporacéo: 36,3 %

z w ;‘5

¢ &ac.t"‘"d $: 57

Raziao MT/Polimero inicial: 0,750 m/m; : Raziao MT/Polimero inicial: 0,750 m/m;
Eficiéncia de incorporacio: 64,1 % Eficiéncia de incornoracio: 55.0 %

Razio MT/Polimero inicial: 0,438 m/m; o 1 Razio MT/Polimero inicial: 0,438 m/m
Eficiéncia de incorporacio: 38,6 % Eficiéncia de incorporacio: 26,8 %

Razio MT/Polimero inicial: 0,438 m/m;
Eficiéncia de incorporacéo: 42,8 %

Figura 28: Aspecto morfoldgico tipico analisado por microscopia eletronica de varredura

das particulas produzidas nos ensaios B11 a B17.
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Figura 29: Perfil tipico de distribuicdo de tamanhos das particulas nos ensaios B11 a B17.
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Esse aumento no diametro médio foi um reflexo do perfil de distribuicao de
tamanhos das particulas. Em todos os casos a incorporacdo de hormdnio as particulas
resultou em formacdo de curvas de distribuicio menos estreitas, quando comparadas aos
ensaios iniciais (B1 e B2), sendo perceptivel a formacao de particulas maiores, o que levou
a formacdo de distintas populacdes de particulas (Figura 29). Quando se aumentou a
concentracdo inicial de MT na solucao de 12,5 para 75,0%, seja para solucdes contendo
menores (10%) ou maiores (20%) propor¢des de PCL, observou-se um deslocamento da
curva de distribuicdo de tamanhos para a direita, ficando mais pronunciada a visualizagdao
das demais populagdes de particulas. As particulas produzidas nas condi¢des do ponto
central, ou seja, nos valores intermedidrios tanto de hormdnio quanto de PCL, apresentaram
um comportamento um pouco diferente. Apesar de ndo possuirem estreita distribuicdo de
tamanhos e ndo apresentarem didmetros médios maiores que os obtidos nos demais ensaios,
nestes casos foi possivel constatar uma maior tendéncia de formacdo de particulas com
Unica curva de distribui¢dao de tamanhos, sendo estas, portanto, mais homogéneas quanto as
caracteristicas de tamanho e morfologia. A menor variabilidade de tamanho de particulas
deve ser considerada no desenvolvimento de sistemas particulados, uma vez que esta
caracteristica permite prever de forma mais precisa o comportamento de degradagdo,
difusdo e, portanto, liberacdo do agente ativo. Morfologicamente, as particulas produzidas
em todos os ensaios ndo apresentaram caracteristicas muito distintas entre si. Na sua
maioria, elas se apresentaram ovais, com tendéncia a aglomeragdo, como se pode notar na
Figura 28, sendo que as menores rugosidades sdo observadas para as particulas produzidas
nos ensaios B15 a B17. Além disso, tais caracteristicas podem ser consequéncia da menor
hidrofobicidade e menor densidade do PCL (TANG et al., 2007), que levam a mais ripida
cristalizacdo da sua estrutura, quando comparada ao PLA. Posteriormente, essa estrutura
acaba sendo alterada, pela presenca de solvente oriunda da fase rica em PLA. Isso deve
levar a uma alteracdo superficial das particulas, produzindo matrizes mais rugosas,
aglomeradas e, inclusive, sendo possivel detectar em alguns caso o aparecimento de uma

camada de filme que pode recobrir as particulas formadas.

Com relagdo a incorporacdo de MT nas particulas de PLA/PCL, deve-se observar

que solugdes contendo baixas concentragdes iniciais de MT (ensaios B11 e B12) tiveram as



120

menores incorporacdes de hormdnio as particulas formadas. A medida que se aumentou as
concentracdes iniciais, observou-se um aumento (entre 1,5 a 2,5 vezes) na quantidade de
MT incorporada (ensaios B13 e B14), comportamento semelhante ao observado para as
particulas de PLA contendo MT. Em geral, a quantidade de PCL na solu¢do parece ndo ter
tido efeito sobre a incorporacdo de agente ativo. Uma pequena tendéncia de aumento da
quantidade incorporada foi observada quando se partiu de concentra¢des iniciais de MT
menores. Isso deve ter ocorrido, uma vez que o aumento da concentracdo de PCL deve ter
levado a um aumento dos espagos inter-cadeias, permitindo uma melhor acomodag¢do da
MT, e portanto, levando a um aumento da quantidade incorporada. J4 quando se eleva a
quantidade inicial de MT na solugdo a valores acima de 12,5%, observa-se que os espacos
intercadeias promovidos pela PCL praticamente ndo exercem qualquer efeito sobre a
incorporagdo. Isso ocorre porque, para estes casos, o CO, supercritico tende a extrair
considerdvel quantidade de MT das particulas, devido a sua maior afinidade com este,
ainda que maiores quantidades iniciais de MT tenham sido empregadas. A maior
porosidade das particulas, aliada ao maior volume livre das cadeias oriundo da fraca
associacdo dos polimeros permite, nos primeiros estdgios da formacao das particulas, uma
maior eficiéncia de incorporacdo que, com o tempo, sofre o efeito negativo do contato
prolongado com o fluido supercritico, extraindo dessa forma, a 170-metiltestosterona

possivelmente incorporada a matriz polimérica.

A andlise do planejamento fatorial proposto ndo apresentou efeitos
estatisticamente significativos, a um intervalo de 95% de confianca, como pode ser
observado através da Tabela 25. No entanto, em um intervalo de confianca de 93%,
observa-se que a concentracao inicial de MT na solug@o polimérica exerce efeito sobre o
diametro médio das particulas (p=0,072). Nota-se que a reprodutibilidade dos ensaios foi
muito baixa nos pontos centrais, devido especialmente a problemas relacionados ao dificil
controle sobre as variagdes na temperatura da vdlvula micrométrica, aos constantes
entupimentos, variagdes na vazao de saida, devido ao congelamento da valvula de saida e
obstru¢ao com residuos de MT. Além disso, observou-se flutuacido na pressdo do vaso de
precipitacdo, devido as diferencas de pressdo apresentadas pelos cilindros de CO,

acoplados ao sistema.
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Concentragdes maiores de agente ativo devem produzir particulas maiores tanto
pelo fato destas dificultarem a interacdo intercadeias de PLA quanto por preencherem a
estrutura da particula, formando assim estruturas menos compactas, com presenca de
macroporos e mais amorfas. O efeito da concentracio de agente ativo na solu¢@o polimérica
pode ser minimizado pelo uso de baixas e médias razdes de MT/polimero, de modo a
garantir que as particulas possuam caracteristicas mais proximas as das particulas de
PLA/PCL produzidas na auséncia de MT. Dessa forma, tomando-se por base os resultados
obtidos no planejamento fatorial, e levando-se em conta os resultados da eficiéncia de
incorporagdo, os posteriores estudos de liberagdo de MT foram realizados seguindo o
protocolo de formacdo de particulas de PLA/PCL descritos no ponto central, ou seja, dos

ensaios B15 a B17.

4.3.3. Comportamento térmico das particulas de PLA/PCL

A andlise térmica das particulas de PLA/PCL contendo ou ndo hormonios foi
realizada através de DSC, sendo que os termogramas oriundos dessa andlise estdao dispostos
na Figura 30. As temperaturas de transi¢ao vitrea (Tg), cristalizacao (Tc), fusdao (Tm) e a

cristalinidade () das particulas produzidas encontram-se na Tabela 26.

Nota-se que, para as particulas produzidas sem adi¢cdo de hormodnio (ensaios Bl a
B5), nas curvas de DSC (Figura 30) ndo foi possivel detectar a Tg correspondente ao PLA,
independentemente da propor¢do deste polimero na formacdo da matriz. Isso ocorreu
porque a Tg do PLA se sobrepdos a Tm da PCL, de modo a tornar muito dificil a
identificacdo direta da Tg isolada do PLA nos termogramas obtidos. Ndo se observaram
mudancas na Tm correspondente ao PLA dessas particulas. Detectou-se uma redugio de até
9 °C na Tc correspondente ao PLA, com leve deslocamento da curva para a esquerda,
quando comparada a curva de PLA puro a medida que se efetuou a reducao de até 40% da
fracdo massica de PLA nas particulas. A partir de 50%, observa-se que a Tc € semelhante a
das particulas produzidas com propor¢cdes maiores de PLA na matriz. Resultados

semelhantes foram também obervados por KIM et al. (1999).
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Figura 30: Curvas de DSC tipicas para o PLA, PCL e as particulas de PLA/PCL nao
contendo hormonio (A) e para a MT e particulas de PLA/PCL contendo hormonio (B).



Capitulo 4 — Resultados e discussdo 123

Tabela 26: Resultados da andlise de DSC para as diferentes particulas de PLA/PCL obtidas.
Tm PCL Tg PLA Tc PLA Tm PLA yPLA  yPCL

Amostra
(°O) ) °O °O (%) (%)
PLA - 61,6 136,9 179,9 15,2 -
PCL 78,8 - - - - 48,1
B1 53,7 - 96,3 178,3 54,1 28,9
B2 56,1 - 94,8 177,77 40,4 45,8
B3 56,5 - 94,9 177,77 46,6 45,2
B4 54,5 - 93,4 176,5 442 50,7
B5 55,1 - 96,5 1774 42,8 47,7
B11 - 57,3 101,5 178,9 39,5 -
B12 - 49,6 97,3 178,1 45,9 -
B13 - 54,1 109,1 170,8 - -
B14 - 54,2 115,5 172,5 - -
B15 - 57,3 109,0 176,1 10,8 -
B16 - 58,5 107,7 176,5 19,1 -
B17 - 59,7 105,1 176,9 25,9 -

A alteragdo na Tc com relacdo ao polimero puro, apresentando leve mudanca na
posicdo dos picos, deve ser, neste caso, um indicativo de que a cristalizacdo do PLA pode
ser facilmente induzida pela adicao de 10% (m/v) de PCL na blenda, ndo sendo, portanto,
significativamente alterada por maiores quantidades de PCL. YANG et al. (1997)
indicaram que esta explicacdo deve estar ligada ao fato de que, nos casos em que PLA ¢
miscivel com PCL acima da faixa de composi¢do investigada (maior que 50% de PCL na
mistura), a presenca de PCL com menores valores de Tg pode aumentar a mobilidade do
PLA, de modo a promover a recristalizacdo do mesmo na blenda. Desta forma, esperar-se-
ia que a recristalizacdo do PLA fosse facilitada pelo aumento de PCL na blenda. Ja nos
casos em que os polimeros fossem parcialmente misciveis, somente uma limitada

quantidade de PCL seria observada no dominio rico em PLA. Neste caso, a quantidade de
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PCL nos dominios ricos em PLA seria independente da adicdo de quantidades superiores
deste polimero na matriz. Desta forma, a recristalizacdo do PLA na blenda seria
relativamente independente da quantidade do outro composto. Nota-se também para estes
ensaios que € possivel detectar, na curva de DSC, as Tm correspondentes a PCL. Estas Tm

nao foram, no entanto, muito diferentes da obtida nas amostras de PCL puras.

Quanto a cristalinidade do PLA e da PCL, nota-se alteracdo para ambos os
compostos, independentemente da fracdo madssica de cada um deles nas particulas
produzidas. A cristalinidade dos polimeros também foi afetada pelo processamento. No
caso do PLA, observa-se que o processamento das blendas de PLA via SAS tende, de
forma geral, a aumentar a cristalinidade do material. No entanto, essa cristalinidade parece
ser fun¢do da fracdo mdssica do composto na blenda, uma vez que a cristalinidade sofre
redu¢do quando se diminui a proporcao de PLA na matriz. A tipica faixa de valores para o
grau de cristalinidade da PCL € de cerca de 40 a 50%, dependendo das condicdes de
cristalizacdo (JENKINS et al., 2006). Quando submetida a condicdes supercriticas, a PCL
tem a tendéncia de aumentar a sua cristalinidade, fendmeno que pode ser explicado em
termos do aumento da mobilidade segmentar da cadeia de PCL, que esta associada ao efeito
plastificante do CO, supercritico (KAZARIAN, 2000). Segundo JENKINS et al. (2006), o
aumento na mobilidade das cadeias permite que o processo de cristalizacdao continue além
dos limites impostos pela cristalizacdo por fusdo. Dessa forma, é possivel confirmar,
através dos resultados obtidos para o ensaio B4, que a cristalizacao da PCL é aumentada em
condic¢des supercriticas, sendo no entanto, limitada pela fracdo mdssica deste composto na
matriz. Nos demais ensaios, praticamente ndo houve alteracio da porcentagem de
cristalinidade, com exce¢do do ensaio B1, onde altas concentracdes de PLA levaram a uma
reducdo da cristalinidade das particulas. Assim, por extrapolacdo dos pontos, pode se supor
que, caso a matriz fosse formada por 100% de PCL, o grau de cristalinidade do polimero

chegaria a aproximadamente 72%, ou seja, um aumento de 50%.

Ao contrario do que ocorreu com as particulas de PLA/PCL preparadas na
auséncia de MT, observou-se para os ensaios B11 a B17 a detec¢do da Tg correspondente

ao PLA, ndo se observando, portanto, a Tm correspondente a PCL. A Tg do PLA foi
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reduzida com o processamento em até 20%, sendo que a concentragdo de PLA na matriz e a
adicao de MT tiveram impacto sobre essa mudanca de comportamento. Verificou-se que a
mudanca nos valores de Tg segue uma relacdo diretamente proporcional a quantidade de
PLA na matriz, sendo inversamente proporcional a quantidade de MT incorporada.
Observou-se que a Tc destas particulas sofreu redugdo, ainda que muito menor a observada
para particulas produzidas na auséncia de MT. Desta forma, a MT dificulta a cristalizacdo
do PLA, que ¢ restrita pela presenca de PCL na matriz. Por outro lado, a Tm das particulas
praticamente ndo sofreu alteracdo quando quantidades de MT baixas (0,029 mg de MT/mg
de polimero) e médias (0,0150 mg de MT/mg de polimero) foram adicionadas na solucdo
polimérica. Assim, somente observou-se alteracdo significativa na Tm do PLA quando

maiores quantidades de MT foram empregadas, produzindo assim uma redu¢do da mesma.

O efeito negativo da MT sobre a cristalizacdo do PLA pode ser mais facilmente
observado através dos valores de cristalinidade do mesmo. Nota-se que o aumento da
quantidade de MT compromete a cristalinidade do PLA, uma vez que em baixas
concentragdes (ensaio B11) a cristalinidade € reduzida em até 27%. Ja quando aumenta em
50% na quantidade de MT incorporada, essa redugdo € ainda mais pronunciada, ficando na
casa de 60%. No entanto, essa redugdo da cristalinidade é muito menor, quando comparada
a obtida para particulas de PLA puras. Em elevadas concentracoes de M T, como € o caso
das amostras B13 e B14, a redu¢do da cristalinidade é mais evidente, alcancando até 100%
no PLA das particulas. Isso fica evidenciado pelo fato de que a MT deve saturar os
dominios ricos em PLA, de modo a impedir a interacdo entre as cadeias deste polimero,
formando estruturas mais amorfas. Desta forma, como as depressdes correspondentes a Tm
da PCL nao foram identificadas, ndo seria possivel prever a cristalinidade desse material
devido aos limites de deteccdo do equipamento usado nos ensaios. No entanto, pode-se
supor que a cristalinidade da estrutura da matriz, para esses casos, seja dependente da PCL,

apesar de seu célculo nao ser possivel através dos termogramas.

Assim, devido a baixa cristalinidade do PLA nas particulas de PLA/PCL contendo
hormoénio, supde-se que o mecanismo de liberacdo do agente ativo, para estas particulas,

seria orientado pela degradacdo da PCL. J4 a absor¢do de dgua e 0s consequentes processos
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difusivos seriam orientados pelo PLA, devido a sua baixa cristalinidade e portanto, a sua
contribuicdo para a formac¢do de grande quantidade de regides amorfas na matriz

polimérica.

4.3.4. Analise de DRX das particulas de PLA/PCL

Os difratogramas dos polimeros, da 170-metiltestosterona e das particulas
formadas pela blenda de PLA com PCL contendo ou nio agente ativo s@o apresentados na

Figura 31, com indicac¢do dos picos principais obtidos a 26.

Através do difratograma, nota-se que os picos principais (16,5 e 18° em 20) das
particulas produzidas a baixas propor¢des de PCL (ensaio B1 e B2) coincidem com os
picos obtidos para as amostras analisadas contendo PLA puro (Figura 31-a). Isso demonstra
que a porcdo cristalina e o grau de cristalinidade das particulas, nestas condi¢des, sao
dependentes quase que exclusivamente do PLA. Quando se adicionou MT em baixas
quantidades (ensaios B11 e B12), o comportamento de cristalinidade das particulas
praticamente ndo foi afetado, ndo se notando picos relacionados aos tipicamente
encontrados para a MT. Isso indica que, através do processo empregado, toda a MT
incorporada foi encapsulada na matriz, ndo ficando portanto, qualquer residuo oriundo
deste agente ativo disperso fora do dispositivo de liberacdo controlada. Em condi¢des
gastrointestinais, esperar-se-ia que em processos onde a difusdo seja o mecanismo
dominante, a liberacao do agente ativo ocorreria em decorréncia da regido amorfa composta
especialmente pela PCL. J4 nos casos em que o processo de degradacdo da particula € o
principal mecanismo de liberacdo, espera-se que o controle do processo se dé através do
PLA, devido a sua alta cristalinidade, com valores correspondentes aos obtidos para
amostras de polimero puro e sem processamento via SAS. A medida que se aumenta a
propor¢ao de PCL na composi¢ao da matriz, observa-se que as particulas apresentam os
picos correspondentes ao PLA, além do aparecimento dos picos correspondentes aos
obtidos para a PCL pura (21,3 e 24,53° em 20). Estes valores sdo condizentes com o0s

obtidos por CIARDELLI et al. (2005), que obtiveram valores correspondentes em 20 iguais
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a 21,8 e 23,5°, respectivamente. Para estes ensaios (B3 a BS), a cristalinidade, a absorcao
de 4gua e o processo de degradacdo sao possivelmente controlados tanto pelo PLA quanto
pela PCL. A fase de PCL é mais movel (ou seja, com Tg mais baixa), proporcionando
facilitacdo da difus@o. Quando o polimero € cristalizado, a fase amorfa continua facilita a
mobilidade da droga, no entanto, o aumento da cristalinidade, ainda que reduzido, tende a

dificultar parcialmente a permeacao da MT.

A propor¢ao de PCL a valores intermedidrios aos obtidos no ensaio Bl e B2 e a
adi¢do de MT a solugdo polimérica também ndo produziu efeitos sobre a cristalinidade das
particulas (ensaios B15 a B17). Isso demonstra que esta condi¢do experimental poderia ser
usada na formacdo das particulas, uma vez que outros picos correspondentes a MT ndo
foram observados. Similarmente ao que ocorreu nos ensaios B1 e B2, as particulas somente
apresentaram picos principais de intensidade semelhantes aos obtidos para o PLA puro.
Dessa forma, como € esperado que o PLA tenha uma degradacao tipicamente lenta, pode-se
supor que o mecanismo de difusdo do agente ativo seja dominante. Assim, as regides
amorfas do PLA e da PCL seriam as principais responsaveis pelo controle deste
mecanismo. Em casos em que se desejasse que a difusdo ocorresse mais lentamente, dever-

se-ia empregar particulas com baixas quantidades de PCL em relacdo as blendas.

N

Nos casos em que se adicionaram altas concentracdes de hormonio a solugdo
polimérica, observou-se a producdo de matrizes com perfis de cristalinidade bastante
distintos dos descritos anteriormente. Como pode se observar na Figura 31(c), as particulas
produzidas nestas condi¢Oes apresentaram picos principais correspondentes ao PLA. No
entanto, nota-se claramente a presenca de picos secunddrios que sdo tipicos da MT. Muito
provavelmente, parte do hormdnio nao foi completamente incorporado a matriz polimérica.
Pode-se afirmar que altas quantidades de hormoénio devem agir de forma a produzir
particulas mais amorfas, o que permite a exposi¢do parcial da MT, ou ainda que parte do
hormonio foi somente precipitado e ndo incorporado a matriz. Ndo se notou nas
micrografias das particulas a presenga de cristais tipicos da MT, como demonstrado na

Figura 32. No entanto, a hipétese de incorporagdo parcial do agente ativo ndo deve ser

descartada, ainda que visualmente isso ndo possa ser confirmado.
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Figura 31: Difratograma do PLA, PCL e da MT isolados (A), das particulas de PLA/PCL
produzidas no estudo de variagdo da composi¢do da propor¢do entre os polimeros na
solucdo polimérica (B) e das particulas produzidas no planejamento fatorial contendo 170-

metiltestosterona (C).
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Figura 32: Aspecto morfolégico tipico da 17a-metiltestosterona analisado através de
microscopia eletronica de varredura para amostras puras (A) e depois de precipitadas
usando solu¢do de diclorometano em presenga de CO, supercritico, nas mesmas condi¢des

de processo empregadas nos ensaios de formacgao de particulas (B).

Desta forma, para se transpor problemas associados a possivel encapsulacdo
ineficiente ou mesmo a exposi¢do antecipada do hormonio, ainda que parcialmente, as
condi¢cdes do trato gastrointestinal, optou-se por ndo utilizar em ensaios posteriores as

particulas obtidas nos ensaios B13 e B14.

4.3.5. Analise do potencial zeta das particulas de PLA/PCL

Confirmando os resultados obtidos por microscopia e por espalhamento de luz, as
particulas produzidas nos ensaios B1 a B5 apresentaram baixos valores de potencial zeta (<
+ 5mV), tendo portanto forte tendéncia de agregacdo, sendo consideradas bastante

instaveis em presenca de solugdes aquosas, como pode se observar na Tabela 27.

Estes resultados apontam que o uso de propor¢des maiores de PCL ndo afetaram
significativamente a estabilidade das particulas, ja que as particulas compostas a base de
PLA somente também néo apresentaram valores superiores aos destes ensaios. A medida
que se incorporou MT observou-se, de forma geral, um aumento do potencial zeta. No

entanto, este aumento nao atingiu valores préximos dos que caracterizam estabilidade e
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portanto, que correspondessem a uma maior dipersibilidade das particulas em meio aquoso.
Os maiores valores de potencial zeta foram obtidos para a amostra B11 e B12, mas nao

foram expressivos.

Tabela 27: Valores de potencial zeta das particulas de PLA/PCL contendo ou ndo 17a-

metiltestosterona.

Ensaio Potencial zeta (= mV)

Bl <5,0
B2 <5,0
B3 <5,0
B4 <5,0
B5 <5,0
Bl11 20,0
B12 15,0
B13 8,0

B14 7,1

B15 11,0
B16 5,0

B17 10,0

A forte tendéncia de agregacdo das particulas e consequente menor
dispersibilidade em meios aquosos podem ser decorrentes da maior hidrofobicidade tanto
da MT quanto dos polimeros. Por conta disso, seria de se esperar que estes apresentassem
maior dificuldade em aumentar a dispersdo das particulas produzidas em meio aquoso. No
entanto, este comportamento nao seria tdo problemadtico, considerando que isto poderia
prevenir a exposicdo das particulas quando em meio 4cido, a0 mesmo tempo que
funcionaria como um sistema autocatalitico da degradacdo das particulas, quando estas

fossem submetidas a condi¢des de pH mais basicos.
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Observando os dados obtidos, tanto de potencial zeta quanto das demais andlises,
acredita-se que as particulas preparadas nas condi¢cdes do ponto central seriam as mais
adequadas para ter seu comportamento avaliado em meios que simulam condi¢des

gastrointestinais e, quanto a cinética de liberacao do agente ativo.

As particulas oriundas desses ensaios foram capazes de incorporar eficientemente
o agente ativo. Além disso, as maiores quantidades de MT incorporadas, quando
comparadas as dos ensaios B11 e B12, propiciariam a reducdo do nimero de vezes em que
as particulas deveriam ser administradas aos peixes, facilitando, portanto, o processo de

inversao sexual.

4.4. Obtencao de particulas de PLA/PLGA

A presente sec@o apresenta o estudo de formacao de particulas de PLA/PLGA via
tecnologia de fluidos supercriticos em que foram avaliados os efeitos da variacdo da
propor¢do dos polimeros e da adi¢do inicial de hormdnio a solugdo polimérica. Para tal
estudo, utilizou-se um planejamento fatorial 2, que contou com trés repeticdes no ponto

central como demonstrado na secao 4.4.1.

4.4.1. Efeito da variacao da proporcao de PLA e PLGA e da massa
inicial de 17a-metiltestosterona sobre a formacao, morfologia e

didmetro das particulas

Na Tabela 28 encontram-se os dados referentes ao estudo de formacdo de
particulas de PLA/PLGA realizado de acordo com o planejamento fatorial proposto. O
aspecto morfoldgico e os perfis de distribuicio de tamanhos das particulas obtidas sdao
apresentados nas Figuras 33 e 34, respectivamente. Ja a anédlise estatistica dos efeitos pode

ser verificada na Tabela 29.
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Tabela 28: Eficiéncia de incorporagdo de hormoénio e diametro médio das particulas
formadas por PLA e PLGA produzidas a 8 MPa, concentragdo de solug¢do polimérica de

1,5% (m/v) e vazao de solucdo polimérica de 0,5 mL/min.

Razao Razao final| Eficiéncia de | Diametro Faixa de
Razao inicial
Ensaio PLGA/PLA MT/Pol |incorporacio| médio distribuicao de
MT/Pol (m/m)
(m/m) (m/m) (%) (Hm) tamanhos (Um)
C1 1/9 - - 22+2 3,3a239,9
0,000
C2 1/1 - - 29+3 3,8a138,0
C3 1/9 0.750 0,571 84,8 98 + 10 4,4 a724,4
S
C4 1/1 0,624 89,6 54+5 44a416,9
C5 0,187 57,8 59+6 3,8a2955,0
Cé 5/9 0,375 0,159 50,2 26+3 3,3a158.,5
C7 0,125 40,9 22+2 3,8a138,0

Observando-se os dados apresentados na Tabela 28, nota-se que foi possivel obter
particulas com didmetro médio variando de 22 a 98 um. A andlise estatistica da propor¢ao
entre PLA/PLGA e da concentrac¢do inicial de MT a um intervalo de confiangca de 95% nao
apresentou efeitos significativos sobre o diametro médio das particulas (Tabela 29). No
entanto, quando o intervalo de confianca € alterado para 92%, aproximadamente, verifica-
se que as concentragdes iniciais de MT parecem exercer efeito sobre o tamanho destas
particulas. Isso fica mais evidente quando se observa os dados relativos aos ensaios C3 e
C4, em que altas concentracdes iniciais de MT foram empregadas. De acordo com
COCERO et al. (2009), tais efeitos podem ser verificados, pois a baixa incorpora¢do da
droga no estado amorfo dentro da matriz polimérica leva a um aumento no tamanho das
particulas produzidas. Por outro lado, caso essa incorpora¢do da droga na fase amorfa
ocorresse eficientemente, seria possivel notar a reducdo do tamanho das particulas

precipitadas sob as mesmas condicdes experimentais.
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Figura 33: Aspecto morfoldgico tipico analisado por microscopia eletronica de varredura
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das particulas produzidas nos ensaios C1 a C7.
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Figura 34: Perfil tipico de distribuicdo de tamanhos das particulas produzidas nos ensaios
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Tabela 29: Andlise estatistica do planejamento fatorial 2> usado para estudar os efeitos da
propor¢ao entre PLA e PLGA e as concentragdes iniciais de MT na solugdo polimérica
sobre os didmetros médios das particulas de PLA/PLGA, a um intervalo de confianca de

95%.

Fator Efeito Erro padrao tcale3) p

Média 44,2857 7,60538 5,82294  0,010087
Concentragdo de PLGA na solugao

(%, m/v) (PLGA)

-18,5000 20,12195 -0,91939  0,425693

Concentragdo inicial de MT na
50,5000 20,12195 2,50970  0,086961
solucdo polimérica (%, m/v) (MT)

PLGA x MT -25,5000 20,12195 -1,26727  0,294491

Nota-se que as particulas formadas apresentaram grande heterogeneidade de
tamanhos e aspectos morfolégicos bastantes distintos em cada um dos ensaios. Na Figura
33, observa-se que particulas produzidas a baixas concentracdes de PLGA (ensaio C1) e na
auséncia de MT apresentaram tendéncia de serem mais ovais, com superficie menos rugosa
e com perfil de distribuicdo de tamanhos mais estreito (Figura 34). J4 quando se aumenta a
concentracdo de PLGA na mistura polimérica, observa-se a formacao de particulas menos
uniformes, mais rugosas e que apresentam poros. Tais poros devem ser consequéncia da
limitada compatibilidade entre os polimeros, que ndo permitiu maior interacdo entre as
cadeias, levando a formacao de estruturas mais amorfas e a provavel segregacdo de parte
das cadeias de PLGA para a superficie externa da matriz. Assim, formou-se um fino
recobrimento das particulas por porcdes varidveis de PLGA. A heterogeneidade
morfoldgica e de tamanhos ficam ainda mais evidentes quando se comparam os dados

obtidos a altas concentra¢des de MT e com varia¢des nas proporcdes dos polimeros.

As particulas obtidas nos ensaios C3 e C4 mostram uma grande variabilidade de
tamanhos e a formacgdo de particulas que ndo obedecem a uma forma caracteristica tnica.
No ensaio C4 notam-se 0os mesmos problemas associados a formac¢do de poros inerentes a
fraca associacdo dos polimeros. Para estes casos, fica evidente que uma separacdo de fases

dos polimeros deve ter ocorrido, o que pode ser confirmado pelas andlises de DSC. Além
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disso, ndo se deve descartar o efeito do processo de atomizacao das gotas da ruptura do jato

causado pela expansao do CO, (JORDAN et al., 2010).

Nos ensaios relativos ao ponto central (C5 a C7), observou-se que as particulas
apresentaram-se menos rugosas € morfologicamente mais semelhantes as obtidas sem
adicdo de MT. Isso causou uma distribui¢do de tamanhos mais estreita. A formacao de
distintas populacdes foi observada devido especialmente a tendéncia de aglomeracao das
particulas menores e da forte interacao eletrostatica verificada durante o processo de coleta
e armazenagem das particulas. A eficiéncia de incorporacdo de MT, nestes ensaios, variou
de 41 a 58%, valores bem inferiores aos obtidos para os ensaios produzidos nas maximas
concentracgdes iniciais testadas (85 a 90%). Estes dados indicam que, no caso da formacao
de particulas de PLA/PLGA, a MT ndo somente age de forma a modificar os rearranjos
estruturais e as interacdes entre os polimeros e na distribuicao de tamanhos das particulas,
como também na quantidade de droga incorporada. Isso deve ter ocorrido pois a MT parece
exercer, dependendo do tempo de processo, fun¢des antagdnicas sobre a eficiéncia de
incorporacdo. Ao mesmo tempo que altas quantidades iniciais de MT aumentam os espacos
intercadeias, que permitem maior acesso do fluido supercritico ao interior da matriz,
levando a também uma maior redu¢do da quantidade de MT incorporada, devido a sua
provavel maior afinidade com o CO,, desempenho contrario também pode ser observado.
Isso ocorre pois 0 aumento nas quantidades iniciais de MT na solu¢do polimérica também
podem aumentar a taxa de solidificacdo das gotas, através do aumento do acesso do fluido
supercritico ao interior da matriz, o que tende, em processos de curto periodo, elevar as
taxas de incorporacdo da droga (VAY et al., 2012). Desta forma, destaca-se a importancia
do manejo das varidveis tempo e quantidade inicial de droga usadas durante o processo.
Assim, em processos onde se deseje disponibilizar mais rapidamente a liberagdo in vitro da
MT, altas concentracdes de MT devem ser empregadas, para a formagao de sistemas mais

amorfos e de dispositivos que ndo necessitem entrar na corrente sanguinea via rota oral.
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4.4.2. Comportamento térmico das particulas de PLA/PLGA

Similarmente as particulas de PLA e PLA/PCL, ensaios de DSC foram realizados
para as particulas formadas a partir da blenda de PLA/PLGA. Os dados referentes a
temperatura de transicdo vitrea (Tg), de fusdo (Tm), cristalizacdo (Tc) e as curvas de

aquecimento estdo na Tabela 30 e na Figura 35, respectivamente.

Tabela 30: Resultados obtidos de DSC para as diferentes particulas de PLA/PLGA obtidas

no planejamento fatorial, além dos valores correspondentes ao PLA, PLGA e MT.

Razao Razao

Amostra PLGA/PLA MT/Polimero TgOPLGA TprA T:PLA TI:IPLA xeLa
(m/m) (m/m) °O e (O (O (%)
PLA - - - 62 137 180 15,2

PLGA - - 34 - - - -
Cl 1/9 0,000 - 61 114 180 16,2
C2 1/1 0,000 40 58 108 177 59,1
C3 1/9 0,750 44 51 105 164 3,5
C4 1/1 0,750 44 49 101 163 14,1
C5 5/9 0,375 39 48 109 170 449
C6 5/9 0,375 41 54 99 174 47,3
C7 5/9 0,375 39 54 103 175 39,3

De acordo com VAY et al. (2012), durante a formagdo de particulas, a
estruturacdo da matriz polimérica é um resultado do arranjo entre as cadeias dos polimeros,
sendo, desta forma, fortemente determinada pela mobilidade das cadeias antes de se
tornarem fixas. Este estigio é alcancado quando a Tg € usualmente menor que a
temperatura usada durante o processo e as mudancas do polimero se ddo a partir de uma
estrutura eldstica para um estado cristalino. Observando os dados relativos ao

comportamento térmico das particulas de PLA/PLGA, nota-se que a adi¢do de 10% de
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PLGA a matriz (ensaio C1) possibilitou a formagao de uma estrutura bastante compacta,
onde somente uma Tg foi detectada, neste caso, a do PLA, que praticamente nao foi
alterada. No entanto, a presenca de PLGA modificou o perfil de cristalizacdo, com possivel
alteracdo da estrutura cristalina, quando se observa a redu¢do da Tc referente ao PLA. Tais
hipdteses s6 podem ser confirmadas através da observacao dos dados obtidos pela andlise
de difracdo de raios-X. A temperatura de fusdo, no entanto, nao foi alterada neste caso.
Leve tendéncia de aumento foi detectada com relacdo a cristalinidade das particulas (de
15,2 para 16,2%). Tais dados indicam que o processo deve ter sido o principal responsavel
por levar a formacdo de particulas mais cristalinas, pois o CO, supercritico propiciou maior
mobilidade das cadeias poliméricas, permitindo a formagdo de estruturas mais rigidas.
Conforme os dados obtidos, praticamente ndo houve contribuicdo do PLGA para tal
alteracdo. Quando se aumenta ainda mais a quantidade de PLGA na matriz (de 10 para
50%), nota-se, na curva de aquecimento, o aparecimento da Tg relativa ao PLGA, com AT
igual a 6°C com relacdo aos dados originais da andlise de PLGA puro. Observou-se
também uma ligeira reducao no valor do Tg do PLA, sendo esta acompanhada por reducdes
na Tc e Tm. Neste caso particular, a adi¢do do PLGA contribuiu para um aumento de 3,7
vezes na cristalinidade das particulas. Similarmente ao que ocorreu com as particulas de
PLA/PCL, quando se utilizou altas concentracdes de PLGA na formagdo da matriz,
observou-se um aumento da mobilidade das cadeias, que permitiu que o processo de

cristalizacdo continuasse por um tempo prolongado.

Alteragdes nas curvas de aquecimento também foram notadas quando altas
concentracdes iniciais de MT foram adicionadas a solucdo polimérica. A adi¢do do
hormoénio levou a redugdes na Tg, Tc e Tm relatiaos ao PLA, acompanhadas pela detec¢do
e aumento da Tg do PLGA. A cristalinidade destes materiais foi bastante comprometida,
uma vez que foram observados valores inferiores aos obtidos para o PLA puro, e nos casos
em que baixas concentragdes de PLGA foram usadas, estes valores foram ainda menores
(3,5%). Desta forma, a adicdo de MT, em altas concentra¢des, deve ter impedido o
processo eficiente de cristaliza¢do das particulas, pois as regides cristalinas dos polimeros
devem ter ficado menos orientadas e compactadas quando comparadas as particulas

produzidas na auséncia de MT.
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Figura 35: Curvas de DSC tipicas para o PLA, PLGA e 170-metiltestosterona (A) e as

particulas de PLA/PLGA obtidas nos ensaios do planejamento fatorial.
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Ja nos ensaios relativos as particulas produzidas no ponto central do planejamento
fatorial, observa-se a deteccdo da Tg do PLGA e PLA, sendo estes valores proximos aos
obtidos para as particulas formadas a altas concentracdes de MT. Similarmente, observa-se
uma reducdo na Tm das particulas, onde a cristalinidade alcanca valores intermediarios aos
obtidos nos pontos extremos do planejamento. Assim, o processo de cristalizagdo das
particulas formadas a base de PLA/PLGA seria fun¢do da presenca concomitante de PLGA
e MT na blenda. O PLGA tende a favorecer a cristalizacdo das particulas a partir de
quantidades superiores a 10% (m/m) do polimero. Por outro lado, a adicao de MT tende a
reduzir a interacao intercadeias dos polimeros, dificultando o processo de cristalizag¢do. Isso
leva a formagdo de estruturas mais amorfas e mais facilmente degradaveis, permitindo a
liberacdo precoce do agente ativo. Assim, nos casos em que se deseje uma cinética de
liberacdo de hormonios mais rdpida, particulas constituidas a partir de baixas fracdes de
PLGA e altas concentracdes de MT devem ser consideradas. Nestes casos, constatou-se que
o processo teve pouca influéncia sobre a cristalinidade das particulas, sendo esta

prioritariamente definida pela proporcao dos constituintes da matriz.

4.4.3. Analise de DRX das particulas de PLA/PLGA

Andlises de difracdo de raios X foram realizadas para verificar o padrao de
cristalizacdo das particulas, além de observar se ocorreu mudanga na estrutura cristalina do

material produzido nas diferentes condi¢cdes de processo.

Observa-se através da Figura 36 que o padrio de difracio do PLGA puro é
condizente com o de materiais amorfos, ja que nao foi possivel observar a presenca de um
pico principal, notando-se a forma¢do de um halo amorfo, com maior intensidade de
deteccdo em 20 a 18,62°. Desta forma, supde-se que a estrutura cristalina das particulas
serd dominada e direcionada pela cristalinidade do PLA e da MT. Observando os dados
obtidos da andlise de difracdo de raios X das particulas formadas no planejamento fatorial,
nota-se que a variagdo na propor¢do dos polimeros (ensaios C1 e C2) ndo alterou a

estrutura cristalina das particulas, pois os picos principais sdo condizentes com o0s
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encontrados para o PLA puro (Figura 36 A). Isso mostra que a reducdo de 10 a 50% da
quantidade do PLA ndo interferiu na formacdo das particulas, permitindo o
desenvolvimento de uma estrutura rigida e bastante cristalina devido especialmente a
grande compatibilidade dos polimeros. Quando se estudou a formacdo de particulas
mantendo as proporcdes dos polimeros similares as obtidas no ensaios descritos
anteriormente, mas com a adi¢do de altas concentragdes de hormonio (ensaios C3 e C4),
com emprego de até 0,75 de MT na razdo mdéssica, observou-se comportamento um pouco
diferente. Nota-se que o pico principal € correspondente a estrutura cristalina do PLA, em
20 a 16,64°. Os demais picos secundarios sao compativeis aos obtidos para a MT pura, em
20 a 14,0 15,7 e 19,7°. Estes resultados sdo caracteristicos de materiais onde a estrutura
cristalina é dominada tanto pelo polimero, no caso o PLA, quanto pelo agente ativo
incorporado. Isso indica que altas concentracdes de MT interferem na formacdo da rede
cristalina, pois podem impedir o contato das cadeias poliméricas, contribuindo assim para
formacdo de uma estrutura rigida, mas menos cristalina. Além disso, similarmente ao que
ocorreu com as particulas obtidas nos ensaios das blendas de PLA/PCL, supde-se que o
agente ativo pode estar parcialmente exposto, ou ainda que tenha sido precipitado e
portanto, nao totalmente incorporado a matriz polimérica. Tais suposi¢cdes devem ser
levadas em consideragdo, pois particulas produzidas nestas condi¢des experimentais podem

levar a uma liberacdo prematura do agente ativo, devido a sua caracteristica mais amorfa.

Nos ensaios do ponto central, em que a formacdo de particulas foi realizada em
razdes intermedidrias de MT e de PLGA, as particulas formadas apresentaram picos
caracteristicos predominantes do PLA. No entanto, para o ensaio C5, nota-se o surgimento
de pico secunddrio bastante consistente aos obtidos para a MT pura, em 20 a 15,7. A
presenca de tal pico deve ser consequéncia da maior incorporacdo de MT a particulas
(57,8%) quando comparado aos dados obtidos para os demais ensaios do planejamento
fatorial, no caso 50,2 e 40,9% para as particulas produzidas nos ensaios C6 e C7,
respectivamente. Tais resultados mostram que os ensaios do ponto central constituem o
limite de maxima incorporacdo de MT sem que isto afete a estrutura cristalina das

particulas, garantindo assim, o processo de liberacao controlada do agente ativo.
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4.4.4. Analise do potencial zeta das particulas de PLA/PLGA

A andlise do potencial zeta foi realizada para fornecer dados referentes a
estabilidade do sistema particulado testado em solu¢do aquosa. Para todos os ensaios, 0s
valores obtidos de potencial zeta foram negativos, o que indica a exposi¢do de grupos

carboxilicos terminais nas cadeias dos polimeros, como sumarizado na Tabela 31.

Tabela 31: Valores de potencial zeta das particulas de PLA/PLGA contendo ou ndo 170-

metiltestosterona.
Ensaio Potencial zeta (mV)
C1 -4,0
C2 -6,6
C3 -2,2
C4 -0,1
C5 -1,9
C6 -1,4
C7 -2,5

Observou-se pelos dados obtidos que as particulas produzidas na auséncia de MT
(ensaios Cl1 e C2) com razdes de 10 e 50% de PLGA na composicao da matriz,
respectivamente, foram capazes de fornecer sistemas muito pouco estdveis, com forte
tendéncia a floculacdo e/ou precipitacio. O mesmo foi observado quando altas
concentracdoes de MT foram incorporadas a matriz polimérica das particulas (ensaios C3 e
C4), ndo se obtendo valores superiores a - 2 mV. Nos ensaios do ponto central observou-se
que os valores de potencial zeta foram intermedidrios, de 1,4 a -2,5 mV. Tais valores nao
sdo suficientes para garantir a formagdo de uma barreira de alta energia que estabilize as

particulas quando em suspensdao. MULLER (1991) definiu que tal barreira seria formada a

partir de valores préximos de 25 mV.
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O aumento das propor¢des de PLGA na formacao da matriz, de forma geral, tende
a aumentar os valores de potencial zeta, uma vez que, este polimero possui uma maior
quantidade de grupos carboxilicos em sua estrutura (MUSUMECI et al., 2006). No entanto,
tal efeito € minimizado quando altas concentragdes de agente ativo sdo empregadas na
formacdo do dispositivo. Supde-se que a MT seja responsavel por reduzir os valores de
potencial zeta, pois parte da droga presente na regido superficial das particulas pode
minimizar o efeito dos grupos carboxilicos do polimero. Dados similares foram obtidos por
MUSUMECI et al. (2006), que verificaram a influéncia da distribuicio de grupos
carboxilicos dos polimeros PLA e PLGA quando estes foram empregados na formacao de

nanoparticulas contendo docetaxel.

4.5. Estudos de liberacao de 17a-metiltestosterona das particulas de
PLA, PLA/PCL e PLA/PLGA em condicoes simuladas do trato

gastrointestinal das tilapias do Nilo

De acordo com DASH et al. (2010), os perfis de liberacao podem ser divididos nos
que apresentam taxas de liberacdo baixas, no caso de zero ou primeira ordem, e dos que
resultam em uma liberagdo inicial alta, seguida de uma libera¢do continua do tipo zero ou
primeira ordem. E importante que inicialmente parte da droga seja liberada e que sua
liberacdo se prolongue seguindo uma cinética que obedeca a um comportamento bem
estabelecido, mantendo a concentracdo da droga em niveis constantes no sangue pelo
periodo desejado. Diversos modelos matemadticos tém sido propostos para explicar os
mecanismos que regem a liberacdo das drogas, assim como para possibilitar prever tal
liberacdo quando os dispositivos sejam usados in vivo. Tal ferramenta é importante também
para permitir a estimativa de parametros fisicos e quimicos, como o coeficiente de difusio
da droga (DASH et al., 2010). Dentre os modelos que existem atualmente para descrever o
perfil de liberacdo das drogas de dispositivos de incorporag¢do pode-se destacar os de ordem

zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Weibull (DASH et al., 2010). Assim,
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para caracterizar o mecanismo de liberacdo de 17d-metiltestosterona, optou-se por
selecionar as particulas que apresentaram melhores caracteristicas quanto ao aspecto
morfolégico, distribuicdo de tamanhos, diametro médio, eficiéncia de incorporagcao da MT,
assim como caracteristicas adequadas de cristalinidade e distribuicdo de cargas superficiais
para serem expostas a diferentes condi¢des de pH simulando o ambiente in vivo do sistema
gastrointestinal das tildpias. Os dados obtidos a partir da liberacdo de hormdnio em
condi¢des simuladas, usando-se em tal estudo as amostras produzidas nos ensaios A24,
B17 e C7, foram ajustados a diferentes modelos matematicos, neste caso, os modelos de

primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e de Weibull.

Observando-se os dados obtidos da cinética de liberacdo de 17a-metiltestosterona
a partir de particulas de PLA (Figura 37), nota-se que a liberacdo do hormoénio foi limitada,
ja em 120 horas, a liberacao de MT em diferentes condi¢des de pH variou entre 60 a 100%.
Considerando-se que a passagem das particulas pelo trato gastrointestinal das tildpias
duraria cerca de 12 horas, sendo 2 horas relativas a regido géstrica e as demais 10horas na
regido intestinal, pode-se indicar que esta liberacdo ndo foi tdo eficiente. Quando as
particulas foram submetidas a pH que simularam a regido gastrica, a liberacao da droga nao
passou de 26% (pH 5,0), praticamente ndo se observando liberacdo quando o pH chegou a
2,2. Isso pode ser interessante, visto que as particulas de PLA funcionaram como um
dispositivo capaz de proteger integralmente a MT do ambiente tipicamente acido
caracteristico da regido do estdmago das tildpias. Condi¢des de pH similares as da regiao
intestinal também nao forneceram valores superiores a 10% (pH 8,8). Nos casos em que se
considera que uma fracdo das particulas venham a adentrar a corrente sanguinea intactas,
somente 10% da droga incorporada viria a ser efetivamente liberada. Os dados de liberacao
em pH 7,4 se ajustaram melhor ao perfil de liberacdo de drogas descrito por Korsmeyer-
Peppas (para os pH 5,0 e 7,4) e ao de primeira ordem (para os pH 2,2 e 8,8), como se pode
notar através dos R? ajustados de cada um dos modelos, disponibilizados na Tabela 32.
Como o modelo de Korsmeyer-Peppas forneceu maiores valores de R’ paraos pH 5,0 e 7,4
e valores préximos aos obtidos pelo modelo de 1* ordem nos pH 2,2 e 8,8, tal modelo foi

considerado o que apresentou melhor ajuste aos dados.
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Figura 37: Cinética de liberacdo de 17a-metiltestosterona das particulas de PLA incubadas
em condi¢des simuladas ao trato gastrointestinal de tildpias do Nilo e ajuste dos dados aos

modelos de 1* ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Weibull.



Tabela 32: Andlise dos parametros obtidos através do ajuste dos dados de liberacao de 170-metiltestosterona a partir das particulas de PLA

usando os diversos modelos propostos.

Modelos
1 ordem Higuchi
1
pH ft =ftméx(1_e_k1t) ft =KH1t /2 _KHzt
R’ R’
fomax K . Ku1 Ku2 .
ajustado ajustado
2,2 81,317 0,012 0,978 3,830 -0,185 0,970
5,0 91,167 0,082 0.921 17,761 0,801 0,982
7,4 61,355 0,016 0,937 3,076 -0,186 0,948
8,8 77,853 0,019 0,991 6,425 -0,015 0,966
Korsmeyer-Peppas Weibull
= (t=TpP
pH Je = at” fi=1-e" =
R’ R’
a n a Ti b
ajustado ajustado

2,2 2,936 0,644 0,972 0,014 -0,934 1,113 0,959
5,0 23,843 0,309 0,984 0,019 8,323 x 1077 0,461 0,983
7.4 2,568 0,642 0,950 0,009 -2,401 x 10” 0,824 0,929
8,8 5,780 0,529 0,967 0,011 -1,166 x 10" 0,819 0,961
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Observando os dados do ajuste, nota-se que os valores do expoente 7, que indica o
tipo de mecanismo de liberacdo, variaram de 0,31 a 0,65. Isso mostra que as particulas
formadas tendem a ser muito sensiveis a mudancas no pH do meio. Caso contrario, o perfil
de liberacdo seria muito similar, independentemente do pH a que as particulas fossem
expostas. Isso ocorre em grande parte devido a presenca de grupos carboxilicos na matriz.
Além disso, o inchamento da matriz a base de polimeros cristalinos, como o PLA, tende a
ser acompanhado pela mobilidade das cadeias poliméricas, que determina o mecanismo de
liberacdo. Dessa forma, de acordo com BRANNON-PEPPAS e PEPPAS (1989), o pH do
meio tende a afetar a flexibilidade das cadeias da matriz, levando ao intumescimento da
amostra, o que modifica o perfil de liberacao da droga incorporada. Os expoentes relativos
ao pH 2,2, 7,4 e 8,8 indicaram um comportamento nao-Fickiano, onde a mobilidade das
cadeias é um importante fator ligado a liberacdo da droga. Nestes casos, observa-se que
tanto a difusdo da droga quanto a mobilidade das cadeias sdo igualmente importantes.
Supde-se para estes casos que o mecanismo de absorcao de dgua em pH alcalino é
predominantemente ndo-Fickiano (KORSMEYER e PEPPAS, 1981), ou seja, controlado
pela relativa mobilidade das cadeias do PLA, sendo considerado, portanto, como transporte
de drogas andmalo. Assim, observa-se comumente uma combinagdo da liberacdo da droga
por difusdo quanto pelo transporte tipo II, descrito por KORSMEYER e PEPPAS (1981),
em que a dissolugdo da droga € a fase predominante, sendo portanto, caracterizada por uma

dependéncia linear com o tempo para a liberacao da droga (ARIFIN e al., 2006).

Ja quando se reduz o pH do meio para 5,0, o mecanismo Fickiano tende a se tornar
predominante durante o processo de liberagcdo, limitando-se aos processos difusivos da
droga no interior da matriz. Tais resultados confirmam a natureza cristalina das particulas
de PLA obtidas. Isso demonstra que, caso se deseje aumentar a taxa de liberacdo da droga a
partir destes dispositivos, especialmente na regido intestinal, deve-se optar por desenvolver
dispositivos mais amorfos. Tal caracteristica seria facilmente alcancada utilizando sistemas
com altas concentracdes de MT na solucdo polimérica, pois esta condi¢do experimental
provocou reducdo da cristalinidade da matriz. Este efeito foi verificado pela baixa

cristalinidade das particulas. Além disso, o uso combinado deste polimero com outros que
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possuam caracteristicas mais amorfas ou com altas taxas de degradacdo tenderiam a

favorecer tal liberagdo.

Similarmente, particulas de PLA/PCL foram incubadas em solucdes tampdo a
diferentes pH, sendo os dados de liberacdo de MT apresentados na Figura 38. A quantidade
maéxima de hormonio liberado variou entre 52 a 98% em 120 horas, para os meios ajustados
apH 2,2 e 5,0, respectivamente. J4 em pH alcalino, obteve-se valores médximos de liberagao
de cerca de 78%, sendo que em pH 7,4, estes valores nido ultrapassaram os 55%. A
liberacdio de MT a partir de particulas de PLA/PCL, considerando o transito na regiao
gastrica média de 2 horas, atingiu somente 8% em pH 2,2. Quando o pH do meio foi
alterado para 5,0, observou-se uma elevacdo da taxa de liberagdo que alcancou valores
proximos de 63%. Ja em pH intestinal (8,8), a quantidade acumulada de MT liberada foi de
60%, aproximadamente. Considerando-se uma combina¢do da quantidade de droga liberada
em condi¢des simuladas de pH gastrico e intestinal, supde-se que 100% de liberacao da
droga seriam alcancados em 6 horas, a partir do momento da administracdo, caso o pH da
regido géstrica se mantivesse proximo de 5,0. Nos casos em que o pH na regido géstrica da
tildpias seja mais proximo de 2,2, a liberacdo da droga seria mais lenta, de modo que se
alcancaria até 68% de liberacdo no trato gastrointestinal. Para estes casos, supde-se que o
restante da droga seria liberado na corrente sanguinea, caso estas particulas conseguissem
transpor as barreiras existentes a absorcao de drogas. Neste caso seria necessario garantir a
transposicdo da camada simples de células colunares do estdmago e as microvilosidades do
intestino. Assim, cerca de 10 horas na corrente sanguinea seriam necessdrias para a
completa liberacio da MT. Desta forma, seriam requeridas 2 administragdes didrias de

racdo enriquecidas com particulas de PLA/PCL contendo MT.

Os dados obtidos da cinética de liberacdo de MT em diferentes condi¢des de pH
simuladas foram igualmente ajustados a diversos modelos matematicos. Os dados

sumarizados destes ajustes sdo apresentados na Tabela 33.

Como se pode observar, o modelo que forneceu melhor ajuste em todos os pH foi
o modelo de 1* ordem, com coeficientes de ajustes variando entre 0,89 a 0,96, seguido de

perto pelo modelo de Weibull. Deve-se ressaltar, no entanto, que o resultado do ajuste do
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modelo de Higuchi ndo apresenta qualquer sentido ou indicativo de comportamento real
visto que, neste caso, ndo representa um fendmeno fisico possivel (as curvas tendem a subir
a um patamar maximo e a decair com o tempo, ndo alcancando a estabilidade, como o
esperado). Assim, para os casos em que, hipoteticamente, o R? dos ajustes fornecidos pelo
modelo de Higuchi forem melhores, ndo se recomendaria, no entanto, que 0S Mmesmos

fossem adotados para a desci¢do do comportamento do sistema.
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Figura 38: Cinética de liberacdo de 170-metiltestosterona das particulas de PLA/PCL
incubadas em condi¢des simuladas ao trato gastrointestinal de tildpias do Nilo e ajuste dos

dados aos modelos de 1* ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Weibull.



Tabela 33: Andlise dos parametros obtidos através do ajuste dos dados de liberacdo de 170-metiltestosterona a partir das particulas de

PLA/PCL usando os diversos modelos propostos.

Modelos
1 ordem Higuchi
1
pH fe = fepa (1 —e715) fe = Kuyt /Z_KHzt
R’ RZ
ftm::’\x K . K Kn2 .
ajustado ajustado
2,2 46,831 0,112 0,888 11,074 0,620 0,849
5,0 91,531 0,462 0,963 25,300 1,547 0,469
7.4 45,263 0,108 0,907 11,225 0,670 0,892
8.8 71,251 0,241 0,911 13,270 0,533 0,227
Korsmeyer-Peppas Weibull
= (t=TpP
pH f = at” fo=1—e"a -
R’ RZ
a n a Ti B
ajustado ajustado

2,2 15,207 0,262 0,798 0,409 0,119 1,010 0,874
5,0 69,315 0,075 0,954 - 0,052 0,449 1,000 0,959
7,4 42,209 0,128 0,827 -0,018 0,108 1,000 0,897
8.8 15,175 0,251 0,786 - 0,151 0,233 1,000 0,903

p 2 SOpPINSIY — t 0jNIdn)
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Assim, levando-se em consideracao que o melhor ajuste foi fornecido pelo modelo
de 1* ordem, pode-se concluir que a liberagdo da droga, para estas particulas, foi
dependente e/ou diretamente proporcional a quantidade de droga que restou incorporada na
matriz polimérica. Desta forma, a taxa de liberacdo tende a aumentar linearmente com o
aumento da concentracio da droga. E comum que este modelo seja mais usado para
explicar a dissoluc¢do de drogas soliveis em dgua. No entanto, tal modelo também se aplica
a matrizes porosas, como as particulas de PLA/PCL empregadas neste estudo. MU e FENG
(2011), observaram resultados semelhantes quanto ao comportamento de liberacdo de
paclitaxel a partir de nanoesferas de PLGA. Tais estudos mostraram que a porcentagem de
liberacdo acumulada da droga diminuia proporcionalmente a redug¢do da quantidade de
droga inicialmente incorporada a matriz. Estas observagdes sdo consistentes com as obtidas
por outros estudos, como os de POLAKOVIC et al. (1999) e GREF et al (1994).
Possivelmente a droga pode estar encapsulada como uma fase molecularmente dispersa na
matriz polimérica, quando baixas concentragdes de droga sao empregadas. Assim, quando
altas concentracOes iniciais sdo usadas, a incorporacdo da droga pode exceder a sua
solubilidade na matriz polimérica, de modo que pequenos cristais da droga serdo integrados
heterogeneamente na matriz. Desta forma, a liberagdo da droga serd muito menor que a
indicada através dos modelos difusivos (ARIFIN et al, 2006). No entanto, deve-se salientar
que este efeito pode estar sendo suprimido pela atuacdo do Tween 80, um agente que tende

simular a atuagdo de moléculas com atividade superficial proveniente de fluidos corpéreos.

Além disso, a porosidade das particulas de PLA/PCL deve contribuir para a
cinética de liberagao da MT, pois a liberacao inicial rdpida deve ter sido acompanhada por
uma liberacdo linear relativamente controlada. Segundo FREIBERG e ZHU (2004), isto
pode ser atribuido a lixiviagdo que ocorre na parede externa das particulas, quando estas se
tornam hidratadas. Deve-se salientar que, apesar da cinética de liberagdo de MT a partir de
particulas de PLA/PCL ser de 1* ordem, a mesma tende a ser proporcional a quantidade de
droga restante dentro das particulas, o que ao longo do tempo tende a se reduzir
gradualmente. Acredita-se que isto seja resultado do aumento da resisténcia difusional,

aliada a reducao da drea de difusdo penetrante (LEE, 1986).
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Assim, uma forma de reduzir a liberacdo de MT, caso conveniente, seria adicionar
menos quantidade de droga a solucdo polimérica. Tal medida seria suficiente para controlar
tanto o efeito associado da liberacdo condicionada a quantidade inicial de droga, quanto a
formacgao de estruturas mais cristalinas € menos porosas. A variagdo das propor¢des dos
polimeros e ao maior controle dos parametros operacionais poderiam minimizar a formagao
de particulas porosas, o que teria impacto direto sobre a liberacdo de MT. Tal porosidade,
especialmente em casos em que o pH géstrico atinja valores proximos a 5,0, pode ser muito
problematica. Isso porque o aumento da porosidade das particulas ndo somente aumentou o
acesso da 4gua no interior da matriz, como também permitiu o intumescimento do
dispositivo, o que levou a uma maior mobilidade das cadeias, resultando em aceleragdo dos
processos difusivos no interior da particula. O manejo de tais caracteristicas € bastante
importante, pois permite decidir qual dispositivo é mais conveniente a aplicagdo a que se

destina.

As cinéticas de liberacdo para as particulas de PLA/PLGA forneceram dados
muitos proximos aos obtidos para as particulas de PLA/PCL (Figura 39). A quantidade
maxima de MT liberada em 120 horas foi de 45 e 91% para as condi¢des géstricas, no caso
pH 2,2 e 5,0, respectivamente. J4 em condi¢ao intestinal, a quantidade liberada foi menor,
cerca de 88%. Em pH neutro, a quantidade liberada ndo passou de 67%. Considerando o
tempo de passagem pelo trato gastrointestinal das tildpias, observou-se que em 2 horas,
ocorreu liberagao de MT entre uma faixa de valores de 14 a 63% quando se aumentou o pH
gastrico para 5,0. Nas 10 horas referentes a passagem pelo trato intestinal, observou-se uma
liberacdo de até 59%. Similarmente ao que ocorreu com as particulas de PLA/PCL, as
particulas ndo se mostraram muito resistentes a mudangas no pH géstrico, o que levou ao
aumento da taxa de liberacdo de MT. Apesar das particulas de PLA/PLGA serem mais
porosas e amorfas quando comparadas as particulas de PLA/PCL, ndo se nota um aumento
acentuado da quantidade de MT liberada. Isso deve ser um indicativo que, para estas
particulas, a cinética de liberacdo deve ser influenciada especialmente pelos mecanismos
difusivos da MT, e ndo pela maior susceptibilidade de erosdo da matriz polimérica. Os
dados referentes a modelagem matematica da cinética de liberagao das particulas estdo na

Tabela 34.
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Figura 39: Cinética de liberacdo de 17a-metiltestosterona das particulas de PLA/PLGA
incubadas em condi¢des simuladas ao trato gastrointestinal de tildpias do Nilo e ajuste dos

dados aos modelos de 1* ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Weibull.

Similarmente ao que ocorreu para as particulas de PLA/PCL, observou-se que, os
ajustes efetuados usando-se especialmente o modelo de Higuchi também ndo forneceram
resultados que representassem um comportamento fisico provavel para a liberacdo da MT
das particulas. Isso fica mais evidente quando se observa que os modelos usados para
realizar os ajustes ndo sdo considerados fenomenoldgico, visto que ndo se baseiam em
equagdes que descrevem fendmenos reais, como por exemplo, o transporte de massa por
difusdo, a dissolu¢do da droga e/ou das particulas ou mesmo a transi¢do do polimero de um

estado cristalino para o estado eléstico, dentre outros (SIEPMAN e SIEPMAN, 2008).



Tabela 34: Parametros obtidos através do ajuste dos dados de liberacdo de 17a-metiltestosterona a partir das particulas de PLA/PLGA

usando os diversos modelos matematicos propostos.

Modelos
1 ordem Higuchi
oH fi = femge@ = €799) fi = Kuyt 2 = Kyt
R* RZ
fimax K . Ku1 Kn .
ajustado ajustado
2,2 45,060 0,119 0,891 11,659 0,713 0,903
5,0 85,710 0,523 0,910 22,000 1,273 0,217
7,4 61,250 0,070 0,965 11,541 0,530 0,909
8,8 75,231 0,209 0,884 18,657 1,010 0,728
Korsmeyer-Peppas Weibull
pH fe = at® i e ,
A n K a Ti B K
ajustado ajustado
2,2 16,919 0,226 0,814 0,114 -0,014 0,801 0,875
5,0 67,932 0,063 0,898 0,660 -0,021 0,518 0,921
7,4 12,886 0,352 0,856 0,083 0,000 1,418 0,967
8,8 40,623 0,152 0,910 0,207 0,000 0,506 0,914

p 2 SOpvINSIY — t 0jNIdn)

opssnosi
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Considerando-se os modelos usados para ajuste, observa-se que o modelo que
forneceu melhor ajuste as curvas de liberacdo foi o modelo proposto por Weibull, exceto
para os dados relativos ao pH 2,2 (Higuchi). Neste modelo, considera-se que o mecanismo
de liberagcdo € tipicamente Fickiano. Além disso, altos valores de b, como € o caso da
cinética de liberacdo em pH 7,4, seriam consequéncia de um mecanismo adicional de
liberacdo ligado a eros@o do dispositivo e a penetracdo de dgua no interior da matriz. Desta
forma, o coeficiente b estd mais ligado a interacido da droga e a sua habilidade de se mover
dentro da matriz. Isso deixa clara a fraca dependéncia de b com a concentracio inicial de
droga na matriz, ao contrario do que foi observado para os casos em que as cinéticas se
ajustam melhor ao modelo de 1* ordem (particulas de PLA/PCL). Em pH gastrico e
intestinal, observa-se que os valores de b sdo menores, quando comparados ao de pH 7,4, o
que indica a predominancia do mecanismo difusivo na liberagcdo de MT. Devido a baixa
solubilidade da MT no meio aquoso, as constantes de solubilidade tendem a ser menores.
Como o mecanismo de dissoluciao tem pouco ou nenhum efeito sobre a liberacdo, observa-
se que a solubilidade e a taxa de dissolucdo constante sdo igualmente pequenas comparadas
a taxa de difus@o. O principal mecanismo de liberacdo, nestes casos, seria a difusdo que

ocorre no interior das particulas.

A cinética de liberacdio de MT nas particulas produzidas forneceu dados
importantes quanto a biodisponibilidade esperada do hormo6nio em condicdes simuladas do
trato gastrointestinal das tildpias do Nilo. Tais dados podem ser usados como base em
estudos de administracdo in vivo destes dispositivos. Nao somente a compreensdo dos
mecanismos que regem a liberagdo do hormonio sdo importantes como também a indicagcao
dos sistemas mais promissores a liberagdo controlada de MT. Na Tabela 35 estdo indicadas

as quantidades liberadas de MT nos ensaios in vitro.

Com base nos resultados obtidos, pode-se supor que as particulas de PLA foram as
mais resistentes a acdo do pH acido, o que levou a baixas liberacoes de MT, durante a
passagem das particulas pelas condi¢des de pH 2,2 por um periodo de aproximadamente
2 horas. Similarmente, baixas quantidades de MT também foram verificadas ao longo de

2 horas quando o pH foi elevado para cerca de 5,0. Em condicdes similares ao pH
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intestinal, em um periodo de 2 horas, as particulas de PLA também ndo forneceram
resultados satisfatérios, ja que ndo se alcangaram valores acima de 10% de liberacdo para
pH 7,4, ndo sendo registrada liberagdo em pH mais alcalino. Do ponto de vista da reversao
sexual, isso pode ser bastante problemadtico, pois o desejavel seria ter apenas a protecdo da
MT das condi¢des géstricas e sua liberagdo integral no intestino, considerando que o tempo
de percurso no trato gastrointestinal das tildpias ndo seja muito superior a 12 horas.
Entretanto, se se desejasse primordialmente a liberacdo na corrente sanguinea, este sistema
seria muito efetivo e poderia liberar a MT por vérios dias, sem a necessidade de nova

administracao, o que do ponto de vista econdmico, seria muito interessante.

Tabela 35: Quantidade de MT liberada obtida nos ensaios de cinética de liberagdo para as
diferentes particulas produzidas, considerando-se a quantidade liberada no tempo de

passagem pelo trato gastrico e intestinal e durante 120 horas.

Quantidade de MT liberada (%)
pH Tempo (h) Particulas de Particulas de Particulas de
PLA PLA/PCL PLA/PLGA
2 0,00 8,11 13,63
2,2 10 0,00 36,90 39,94
120 60,00 52,71 43,53
2 26,23 63,33 62,91
5,0 10 57,87 87,65 88,98
120 99,92 9141 91,22
2 9,91 9,83 5,80
7.4 10 9,92 23,44 34,81
120 59,34 43,14 59,62
2 0,00 36,22 41,11
8,8 10 0,00 60,42 59,14
120 68,61 78,56 88,59
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Quando se utilizam particulas a base de PLA/PCL e PLA/PLGA, comumente se
observa uma maior liberacdo de MT no pH 4cido, de 8 a 63% e 14 a 63%, respectivamente.
Sabe-se que valores na faixa de 60% de liberacdo na regido géstrica poderiam ser
preocupantes. No entanto, deve-se destacar que, normalmente, a maxima taxa de digestdo
na regido gastrica das tildpias ocorre na faixa de pH entre 2 e 2,2 (NATIONAL
ACADEMY OF SCIENCE, 1983), e nesta faixa de valores, a MT liberada ndo ultrapassou
0s 8% e 14%, para as particulas de PLA/PCL e PLA/PLGA, respectivamente. Além disso,
a reducdo da producdo de secrecdo gastrica e consequente aumento do pH para uma faixa
entre 5 a 7 ocorre somente ao final do dia de alimentacdo, pois tildpias geralmente se
alimentam ativamente durante o dia, mas muito pouco no periodo da noite. Desta forma, as
particulas a partir das blendas sdo apropriadas quanto ao potencial de protecdo da MT da
acdo do suco géstrico das tildpias. Na regido intestinal, ambas as particulas mostraram-se
igualmente promissoras, ja que em ambos 0s casos, a faixa méxima de liberacdo de MT em
10 horas de incubagdo foi de 60%. Assumindo que o pH sanguineo das tildpias seja
préoximo a 7,4, assim como nos vertebrados (WURTS e DURBOROW, 1992), parte da MT
poderia vir a ser liberada na corrente sanguinea caso as particulas atravessem a parede
intestinal, transpondo as microvilosidades existentes nesta regido. Entretanto, tal liberagao

ndo seria sustentada por varios dias, como no caso das particulas de PLA.

Considerando que todo o hormonio liberado na regido géstrica chegue integro a
regido intestinal, € possivel supor que no caso das particulas de PLA/PCL observar-se-ia
uma liberacdo de cerca de 50% da droga no periodo de 12 horas. Isso ocorreu pois, como
demonstrado através do modelo matematico de ajuste de 1* ordem, o mecanismo de
liberacdo para estas particulas é funcdo de uma taxa relativa a quantidade de MT
remanescente dentro do dispositivo. Assim, a liberacdo seria ainda menor, pois parte da
droga teria sido liberada precocemente na regiao gastrica. O restante da MT necessaria para
realizar a reversdo sexual eficiente deveria ser biodisponibilizada na corrente sanguinea.
Esperar-se-ia que, caso as particulas alcancassem a corrente sanguinea, a liberacdo do
restante da MT ocorreria em aproximadamente 120 horas, como pode ser observado através
das cinéticas de liberagdo para as particulas neste pH. Um problema associado a este

dispositivo seria um possivel descontrole na quantidade de MT presente na corrente
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sanguinea, pois, apesar de ser liberada em funcdo das quantidades remanescentes no
interior da particula. Em alguns periodos, a concentragdo de MT na corrente sanguinea
poderia exceder as concentragdes indicadas, além de que o periodo de término de
tratamento deveria ser alterado para contrabalancear estes picos de MT. Desta forma, deve-
se optar por sistemas em que a maior parte da MT seja liberada na regido intestinal, ndo
dependendo assim, de ajustes necessdrios, devido a mais lenta liberacio do hormdnio

encapsulado na corrente sanguinea.

No caso das particulas de PLA/PLGA, levando em consideragdo que toda a MT
liberada na regido géstrica esteja biodisponivel no trato intestinal, verifica-se que ao fim de
12 horas cerca de 74% da droga tera sido liberada. Isso acontece pois, diferentemente do
que ocorre com as particulas de PLA/PCL, a MT incorporada nas particulas de PLA/PLGA
obedece a um mecanismo de liberacdo primordialmente difusivo. Isso faz com que a
quantidade de hormodnio liberada ndo seja limitada pela concentracdo remanescente no
interior do dispositivo. Assim, a liberacdo do hormo6nio se mantém em taxas constantes, 0
que permite alcancar, ao fim do periodo de 12 horas, valores muito maiores de liberacdo de
MT. Desta forma, a maior parte da droga seria biodisponibilizada no trato gastrointestinal
da tildpia em 12 horas. Além disso, parte da liberacdo da MT pode ocorrer diretamente na
corrente sanguinea. Em 20 horas seria possivel alcangar cerca de 100% de liberacdo de

droga, sendo que 26% da MT seria liberada diretamente no sangue em 8 horas.

Destaca-se que, para se atingir a acdo bioldgica desejada, é fundamental que as
particulas sejam eficientemente incorporadas a ragao, seja pela mistura eficiente destas com
a ragdo, seja por métodos alternativos de extrusdo e recobrimento com outros materiais
poliméricos da mistura particulas/racdo. Isso garantiria que as particulas ndo venham a
permanecer na dgua dos tanques, o que levaria a um descontrole do processo de inversao
sexual das tildpias. Além disso, o método de inversao sexual de tildpias conta com o fato
adicional que praticamente toda a racdo administrada € consumida em poucos segundos
pelos peixes, devido ao sistema de controle de demanda/saciedade dos peixes comumente

adotado.
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E igualmente importante salientar que nos estudos de liberacdo de particulas em
condicdes de pH similares aos do trato gastrointestinal das tildpias nao se levou em
consideracdo efeitos tanto de outros componentes do suco gastrico, tais como enzimas,
assim como o efeito da prépria racao sobre a degradacdo e liberagdo da MT. Supde-se que
tais efeitos possam alterar a taxa de liberacdo do hormoénio, levando a maiores valores
iniciais. No entanto, deve-se salientar que parte da ragao também pode vir a agir protegendo
parte das particulas da acdo do pH gastrointestinal, o que também poderia restringir a taxa
de liberacdo da MT. Supostamente, a adicdo de Tween 80 as solucdes tampdes pode ter
compensado alguns destes efeitos, levando a valores de liberacdo préximos dos obtidos em

ensaios in vivo.

4.6. Estimativa da massa média de particulas contendo MT

requeridas por tilapia Nilo durante o periodo de tratamento

Considerando-se que as pés-larvas sejam alimentadas com rag¢do contendo MT
durante 28 dias, pdde-se estimar a quantidade de particulas necessdria para fornecer os
valores didrios recomendados para a inversao sexual das tildpias do Nilo. Assim, seguindo
as equacdes descritas na se¢ao 3.2.7.9., tem-se na Tabela 36 as quantidades iniciais e finais

de MT requeridas diariamente e a quantidade de particulas usadas no tratamento.

Como se pode notar, para que se forneca as quantidades recomendadas no
tratamento com MT, deve-se inicialmente tratar os peixes com cerca de 5,18 g de particulas
para cada quilograma de ragdo administrada durante o primeiro estidgio de tratamento. A
quantidade maxima de particulas usadas deve variar entre 34 a 88 g para cada quilograma
de racdo, como pode ser constatado na Tabela 36. Isso mostra que a administragdo das
particulas pode ser vidvel, uma vez que, em escala de bancada (com vaso de precipitacdo de
500 mL) foi possivel, em 3 horas, obter-se até 2,25 g de particulas, usando-se o sistema em
batelada. Considerando a operacdo em escala industrial, com uso de grandes vasos de

precipitacdo, ou mesmo o uso de um sistema semi-continuo, altas concentracdes de
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particulas poderiam ser facilmente obtidas. No entanto, deve-se ressaltar que o célculo de

viabilidade econdmica nao foi efetuado, de modo que o retorno do investimento inicial nao

pode ser, neste caso, considerado. Apesar disso, deve-se considerar que, como indicado na

revisdo bibliografica, hd uma grande demanda de fornecimento de alimentos de origem

protéica, além da intensificacdo pela busca de maior controle do crescimento de animais

criados em confinamento. Tais fatos, ja4 seriam, portanto, argumentos suficientes para

afirmar o potencial de mercado existente demonstrado no presente trabalho.

Tabela 36: Calculo dos parametros relevantes a administracao de particulas de PLA/PLGA

usadas na reversao sexual de tildpias do Nilo

Semana de
Parametros PLA PLA/PCL PLA/PLGA
tratamento
1? 0,300 0,300 0,300
Fragdo de MT misturada a ragéo (n)
42 0,150 0,150 0,150
1? 0,008 0,008 0,008
Peso vivo do peixe (pesopeixe) (9)
42 0,270 0,270 0,270
12 2.4 2.4 2,4
Quantidade de ragio/ peixe (QR) (g)
40 40,5 40,5 40,5
Dose de MT (QMT (LMT) " 40 40 40
ose de (Q ) kg de racgao 4?2
13
Niimero de arrogoamentos didrios o 6 6 6
1? 576 576 576
Quantidade de MT requerida/dia (mg)
42 9720 9720 9720
13
Razao massica de MT/polimero - 0,400 0,150 0,125
1a
Massa de particulas (mg) e 1,400 1,150 1,125
’ 1? 2,02 4,42 5,18
Quantidade de particulas (w)
kg de ragio.dia 42 34,02 74,52 87,48
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4.7. Cuidados necessarios no desenvolvimento de sistemas

particulados empregando-se tecnologia de fluidos supercriticos

A formacdo de particulas por tecnologia de fluidos supercriticos, apesar de ser
bem difundida, carece de informacdes suplementares quanto a concepg¢ao de todo o aparato
e dos procedimentos que devem ser adotados para garantir a formagdo eficiente dos
dispositivos e os cuidados necessdrios para garantir a seguranga do operador. Alguns
pontos devem ser ressaltados, levando-se em conta a experiéncia adquirida durante o

desenvolvimento do presente trabalho.

Em primeiro lugar, deve-se destacar os cuidados relativos a construg¢ao de sistemas
de producdo de particulas empregando-se fluidos supercriticos. A escolha do material
empregado na fabricagdo do vaso de precipitacdo deve ser considerada, uma vez que se
deve projetar um sistema que preferencialmente possa suportar altas variagdes de pressao e
temperatura. Além disso, deve-se dar preferéncia a tubulacdes flexiveis, para facilitar o
manejo, permitindo assim, o facil ajuste e isolamento térmico requerido. O didmetro da
tubulacdo empregada € também de grande importancia, visto que didmetros menores que
100 pm podem dificultar o fluxo de solugdes poliméricas viscosas, quando altas
concentracdes de polimero sdo empregadas. Destaca-se também a necessidade de construir
sistemas que possuam valvulas de seguranca, ou que permitam a facil descompressao e
manutencdo de partes segmentadas do sistema. Isso facilita muito o manejo pelo operador,
uma vez que permite que alteracdes no sistema, troca de pecas, suprimento de CO,,
renovacdo de solucdes poliméricas ou até mesmo vazamentos sejam rapidamente
reparados, sem que isso prejudique o processo como um todo. Apesar dos sistemas de
fluido supercritico geralmente empregarem CO, como solvente dos processos, deve-se
salientar a importancia do acondicionamento do sistema em uma capela de seguranga
quimica que possua ventilacdo e exaustdo controladas, onde a exaustdo seja realizada
através de filtro absoluto e de carvao ativo. Isso € importante, uma vez que, rotineiramente,
nos estudos realizados muitas drogas podem ocasionar sérios danos ou efeitos téxicos
colaterais, devido ao aerossol ou poeira quimica gerados durante a rotina de manipulagdo

de compostos oncogénicos, mutagénicos, antibidticos, hormonios e esterdides. Além disso,
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muitos polimeros empregados na formac¢do das matrizes usam solventes carcinogénicos
e/ou toxicos. Similarmente, existem problemas associados a continua exposi¢do do
operador a elevacdo concentragdes de CO,. Quando o sistema nervoso de tais operadores €
exposto a concentracdes de CO, superiores a 50000 ppm, pode-se observar um aumento
acentuado da acidez do sangue, o que leva a um aumento na taxa de respira¢do, conduzindo
ao surgimento de dores de cabega, tonturas, problemas visuais, problemas cardiovasculares

e até mesmo a desmineralizacdao 6ssea (CARMO e PRADO, 1999).

Deve-se salientar também a importincia do uso de equipamentos de protecdao
individual (EPI). Protecdo respiratdria (tais como mascaras com filtro de ar e pd), protecao
visual e facial (6culos), cabeca (toucas descartdveis), maos e bragos (luvas e mangotes) e
corpo (avental) sdo igualmente importantes. Estes EPI sdo necessdrios especialmente na
fase preparativa do sistema das solugdes e na fase final, no caso durante o processo de
coleta das particulas e limpeza do aparato experimental. As particulas produzidas tendem a
ser muito finas e leves, portanto, faceis de serem aspiradas ou mesmo incorporadas pela
pele do operador. Assim, tais equipamentos garantiriam a seguranca durante toda a fase de
producdo. Além disso, deve-se destacar que o processo de producdo de particulas, €
relativamente lento, que demanda muito cuidado, paciéncia e de dificil limpeza do
equipamento. As particulas tendem a ficar agregadas a parede do vaso de precipitac¢do, o
que demanda o uso de luvas e mangotes para a coleta das mesmas. Além disso, no processo
de limpeza, comumente se usam solventes organicos para garantir a remog¢do dos polimeros
e das particulas residuais. O processo de limpeza deve ser realizado sistematicamente e o
solvente organico deve ser injetado através da tubulacdo por pelo menos 30 minutos,
usando um gradiente de injecdo em que a vazao inicial deve ser preferencialmente 1/10 da
vazdo usada durante o processo. O processo de injecdo lenta ajuda a remover mais
eficientemente os polimeros e agentes ativos que possam ter ficado retidos na tubulagao,

garantindo assim, a adequagdo do sistema para uso futuro.

Em geral, processos envolvendo a solubilizagdo de polimeros sintéticos, como 0s
usados no presente trabalho, demandam paciéncia. Tais polimeros tendem a se solubilizar

muito lentamente em solventes organicos. No entanto, deve-se salientar, por observacoes
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realizadas durante o processo de formacdo de particulas, que o uso de sonica¢do para
reduzir o tempo de solubilizacdo ndo se mostrou muito apropriado. O efeito mais evidente
da exposicao da soluc@o polimérica ao ultrassom € a diminui¢do de sua viscosidade e a
reducio da massa molar (MAGALHAES e FEITOSA, 1999). Tal efeito mostrou ter
impacto sobre a formagao de particulas, uma vez que, mesmo com polimeros de alta massa
molar, como o PLA empregado, quando exposto a sonicacdo, as particulas formadas
apresentaram forte tendéncia a agregacdo e a formacdo de uma fina camada de filme no

vaso de precipitacdo.

Assim, pela disponibiliza¢ao de tais informacdes, espera-se ter contribuido para o
desenvolvimento de sistemas particulados via fluidos supercriticos, pois tais detalhes, em

geral, ndo sdo fornecidas na literatura atual consultada.
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5. CONCLUSOES

O sistema de produgdo de particulas utilizando fluido supercritico foi capaz de
formar eficientemente particulas a base de PLA, PLA/PCL e PLA/PLGA. No caso das
particulas formadas a partir de PLA, observou-se que o aumento da concentracdo de PLA
diminuiu o tamanho das particulas e reduziu a quantidade de DCM residual presente nas
particulas ao fim do processo. Por outro lado, o aumento da vazdo de solucdo polimérica
elevou o tamanho das particulas formadas, o que dificultou o processo de remocdo do
solvente orgéanico. Estas duas varidveis operacionais devem, portanto, ser cuidadosamente
selecionadas para produzir particulas com fins de incorporacao e posterior administragdo de
agentes ativos. O efeito destas varidveis também foram observados na morfologia e nos
diametros médios das particulas, que variaram de 5,4 a 20,5 pm. J4 quando a adi¢do de MT
foi realizada, um aumento no diametro médio para até 53,4 pum foi observado quando altas
concentracdes de agente ativo foram empregadas. A cristalinidade das particulas de PLA
foi pouco afetada pelo processo, no entanto, observou-se redug¢do na cristalinidade quando

se efetuou a incorporacdo do agente ativo as particulas.

Em formula¢des compostas de PLA e PCL, a propor¢do de PCL na formagdo da
matriz aumentou a distribuicdo de tamanhos e o diametro médio das particulas. O aumento
da quantidade de PCL propiciou a formagao de particulas mais agregadas e porosas, sendo
que em altas concentracdes de PCL verificou-se inclusive a formacdo de filmes finos.
Assim, o uso de PCL em propor¢des menores seria o mais indicado para a aplicagdo final.
Particulas de PLA/PCL produzidas na presencga de altas quantidades de MT mostraram-se
mais rugosas, agregadas, além de terem comportamentos térmicos diferentes dos obtidos
para os polimeros isolados. Isso indicou que parte da droga deve estar na superficie externa
ou mesmo ndo ter sido incorporada pela matriz polimérica. Desta forma, concluiu-se que
particulas de PLA/PCL produzidas com quantidades intermedidrias de MT e PCL seriam as

mais adequadas a administracao oral.
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O planejamento fatorial proposto para o estudo de formacdo de particulas de
PLA/PLGA resultou em sistemas particulados com diametros médios compreendidos entre
22 a 98 um. Nao se observou efeitos significativos no didmetro médio das particulas
quando se alterou a proporcao entre PLA/PLGA e a concentragdo inicial de MT. No
entanto, as particulas formadas apresentaram grande heterogeneidade de tamanhos e
aspectos morfoldgicos bastantes distintos. Maior formagdo de poros na estrutura foi
observada, sendo que esta deve ser consequéncia da fraca compatibilidade entre o PLA e
PLGA, que levou a uma menor interacdo entre as cadeias, permitindo o desenvolvimento
de estruturas mais amorfas. Andlises térmicas indicaram que o processamento deve ter sido
o principal responsdvel pela alteracdo na estrutura cristalina dos polimeros na auséncia de
hormonio. O CO, supercritico permitiu uma maior mobilidade das cadeias poliméricas, o
que levou a formagdo de estruturas mais compactas. O PLGA teve pouca ou nenhuma
contribuicao na formacdo cristalina da matriz para estes casos. J4 a adicdo do hormodnio
levou a redugdes na Tg, Tc e Tm, além de se observar um comprometimento quanto a

cristalinidade destes materiais.

As eficiéncias de incorporacdo de MT nas particulas ficaram entre 20 a 85%,
dependendo da condi¢do experimental usada. Isso indica que o sistema possui grande
versatilidade. A eficiéncia de incorporacdo também foi acompanhada por alteracdes na
morfologia, distribuicdo de tamanhos e cristalinidade das particulas. Ensaios de liberacao
de MT em condi¢des gastrointestinais simuladas mostraram que, em geral, as particulas
foram bastante resistentes. As particulas de PLA apresentaram maior resisténcia a alteragdao
de pH, o que levou a baixa liberacdo de MT em 120 horas. J4 as particulas formadas a partir
das blendas de PLA/PCL e PLA/PLGA mostraram-se mais apropriadas, pois permitiram

maior liberacdo do hormdnio em 12 horas (tempo de passagem pelo trato gastrointestinal).

Os ensaios in vitro de liberacdo da MT incorporada nas particulas mostraram que a
formulacido a base de PLA mostrou-se bastante eficiente na protecdo do agente ativo das
condi¢cdes do trato gastrointestinal, e que viabilizaria a liberacdo da MT na corrente
sanguinea por um tempo prolongado. A quantidade de particulas de PLA contendo MT

necessdria para a reversdo sexual de tilapias do Nilo durante 28 dias de tratamento nao
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ultrapassou 34 g/kg de racdo. Isso € bastante interessante, pois viabilizaria o uso deste
dispositivo na libera¢do controlada de MT, ja que baixas quantidades de particulas seriam
empregadas durante o processo. As particulas de PLA/PCL, por outro lado, foram bastante
eficientes na liberacdo da droga em um curto tempo (até 10 horas). A liberacao de MT seria
afetada especialmente pela variacdo do pH géstrico. No entanto, seriam necessarias até 74 g
de particulas para permitir a reversdo sexual das tildpias do Nilo, mais que o dobro do
requerido para as particulas de PLA. Apesar disso, espera-se que este sistema seja mais
eficiente, devido a sua liberacdo mais rdpida. Ja as particulas de PLA/PLGA mostraram-se
mais apropriadas quando se requer uma maior liberacdo da MT na regido intestinal, ndo se
necessitando contar exclusivamente com o desempenho dessas particulas na corrente
sanguinea para alcancar o melhor perfil de liberagdo de MT. Verificou-se também que a
quantidade de particulas de PLA/PLGA contendo MT necessarias para administracio oral
ndo excedeu 90 g/kg de ragc@o. Apesar de bastante eficiente, este tipo de dispositivo tem
como maior obstaculo a grande quantidade de particulas requeridas durante o processo. Tal
caracteristica pode inviabilizar o uso de tal dispositivo, uma vez que encareceria O
tratamento. Assim, as particulas de PLA/PCL seriam mais interessantes para O uso
proposto, por apresentarem uma cinética de liberacdo mais adequada e também por serem
baseadas em um polimero mais economicamente acessivel. Além disso, quantidades
moderadas de particulas ja seriam suficientes para garantir a inversdo sexual de tildpias do

Nilo.

Assim, conclui-se que a formagdo de particulas via tecnologia de fluidos
supercriticos € eficiente para a producao de dispositivos poliméricos de PLA, PLA/PCL e
PLA/PLGA destinados a administracdo oral de MT. Isso se deve especialmente a alta
versatilidade destes sistemas quanto a morfologia, distribuicio de tamanhos e
cristalinidade, as suas altas taxas de incorporacdo, perfil adequado de liberagdo do agente
ativo e possibilidade de producdo em escala industrial, ainda que somente comprovado em
escala de bancada. Ensaios de liberacdo de MT in vivo sdo necessdrios para corroborar o

comportamento previsto dos dados obtidos in vitro.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Propde-se como sugestdo para trabalhos futuros o estudo do uso de diferentes
solventes, bem como a combinagdo destes. Entre eles, pode-se destacar a acetona, o acetato
de etila e o etanol. Acredita-se que o uso combinado destes com proporcdes variadas de
diclorometano poderia beneficiar o processo de nucleagdo, reduzindo assim o tamanho das
particulas e melhorando a segurang¢a do processo de producdo de particulas via fluidos

supercriticos.

O estudo do aumento da concentragdo polimérica final, no caso das blendas de
PLA/PLGA também ¢ bastante interessante, uma vez que, como o PLGA usado no presente
trabalho possuia baixa massa molar, e portanto menor viscosidade, acredita-se que o
aumento da concentragdo polimérica ndo seria problemdtico do ponto de vista de
entupimento do sistema. Isso poderia contribuir para o aumento do rendimento do processo

e também na reducdo do tamanho das particulas.

A maxima capacidade de producdo de particulas também € um dado bastante
interessante para ser estudado. Isso permitiria indicar qual seria o comportamento do
sistema quando extrapolado para escala industrial. O estudo de viabilidade econdmica
também € importante, pois possibilitaria a andlise do retorno do investimento projetado

para a produgao dos dispositivos de liberacao oral.

O uso combinado dos polimeros usados no presente estudo com outros, ou mesmo
a combinacao dos trés polimeros € relevante, além do estudo do uso de PLGA de mais altas
massas molares. Isso seria interessante, permitiria a producao de particulas puras de PLGA,
nio obtidas no presente estudo. A combina¢do de PLGA com PCL também € bastante
promissora, pois poderia beneficiar ainda mais a cinética de liberacdo de hormonios.
Similarmente, o estudo do uso de PLA com menores massas molares poderia também

adequar a cinética de liberacdo ao tempo de passagem pelo trato gastrointestinal.
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Estudos de cinética de liberacdao sequenciais poderiam também ser realizados. As
particulas poderiam ser, desta forma, expostas em diferentes condicdes de pH do estdmago,
intestino e do sangue, de modo a observar possiveis modificacdes nos mecanismos de

liberacao da MT.

Outras técnicas, tais como a DMTA, poderiam ser usadas para a caracteriza¢ao dos
sistemas obtidos, particularmente qualto a miscibilidade da MT e dos polimeros utilizados
(analise de misturas na forma de filmes). Além disso, estudos de solubilidade do hormo6nio
em células de equilibrio de fases, na presenca ou auséncia de solventes organicos, seriam
bastante interessantes, visto que permitiriam predizer seu comportamento no vaso de
precipitacdo, além de restringir e/ou aumentar a faixa de estudo de variacdo de pressdo e
temperatura do sistema. Além disso, ajudariam a reduzir a quantidade de ensaios

preliminares, independentemente do agente ativo a ser empregado.

Por fim, seria recomenddvel a realizacdo de estudos do comportamento das
particulas em condicdes reais de alimentacdo dos peixes, para detectar a possivel ocorréncia

de fendmenos nao previstos nas condi¢cdes simuladas de liberagao do hormonio.
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