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RESUMO

MAIA, Wallace José. Caracterizacdo de nanoparticulas blenda de biopolimeros (PHBV,
PCL e PLLA) contendo progesterona. 2014. 43 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Tecnologia em Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo
Mouréo, 2014.

A liberacdo de progesterona em bovinos € realizada com o objetivo de
sincronizar o cio. Atualmente isso é feito utilizando dispositivos intravaginais, contudo
a liberacdo controlada utilizando nanoparticulas biocompativeis é uma alternativa que
merece ser investigada. O emprego dessas nanoparticulas seria interessante para facilitar
0 manejo em relacdo a sincronizacdo do cio nos bovinos. O polimero controla a
liberacdo do farmaco (no caso, a progesterona) e o protege de efeitos nocivos da
radiacdo ultravioleta, umidade e do contato com oxigénio. Diferentes polimeros tém
sido estudados para encapsulacdo de farmacos, porém destacam-se 0S gque apresentam
propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade. Este presente trabalho tem
como objetivo principal caracterizar as nanoparticulas blenda de polimeros naturais
(PHBV e PLLA) e polimero sintético (PCL) contendo progesterona. Para essa
caracterizacdo das nanoparticulas foram feitas as analises de FTIR e ponto isoelétrico.
Com base nos resultados obtidos é possivel observar que todas as formulagdes de
nanoparticulas poliméricas tiveram interacGes devido as alteracfes nos espectros e a
formulacdo que apresentou maiores alteragfes no espectro foi a formulagdo composta
pela blenda de PHBV/PCL, conforme observado na analise FTIR. Em relacdo a anélise
do ponto isoelétrico das nanoparticulas, pode-se observar que o pH 1 levou a maior
precipitacdo das nanoparticulas, que pode significar que as mesmas atingiram o seu
ponto isoelétrico. Assim, pode-se concluir que a administracdo oral das nanoparticulas
ndo seria muito adequada, pois o pH do fluido gastrico esta em torno de 1,2, que pode
ocasionar um equilibrio de cargas levando a desestabilizacdo das nanoparticulas e a

consequente precipitacdo das mesmas.

Palavras-chave: Progesterona; Nanoparticulas; Biopolimeros; FTIR; Ponto Isoelétrico;

Liberagdo Controlada.



ABSTRACT

MAIA, Wallace José. Characterization of blend nanoparticles composed by
biopolymers (PHBV, PCL and PLLA) containing progesterone. 2014. 42 f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Tecnologia em Alimentos) - Universidade Tecnologica Federal do

Parand. Campo Mouréo, 2014.

The release of progesterone in cattle is performed in order to synchronize estrus.
Currently this is done using intravaginal devices, yet the controlled release using
biocompatible nanoparticles is an alternative that should be investigated. The use of
these nanoparticles would be interesting to facilitate the management regarding the
synchronization of estrous in cattle. The polymer controls the release of the drug (in this
case, progesterone) and protects it from harmful ultraviolet radiation, humidity and
contact with oxygen. Different polymers have been studied for encapsulation of drugs,
but major attention can be given to those that present properties of biodegradability and
biocompatibility. This study aims to characterize the blend nanoparticles composed by
natural polymers poly(L-lactic acid) (PLLA) and poly(hydroxybutyrate-co-
hydroxyvalerate) (PHBV) and the synthetic polymer poly(e-caprolactone) (PCL)
containing progesterone. The nanoparticles were analyzed by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) and the isoelectric point of nanoparticles suspensions
were determined. Based on the results it was observed that all formulations of
polymeric nanoparticles presented interactions between the polymers and the drug due
to changes in FTIR spectra. The formulation which showed larger changes in the spectra
was the blend of PHBV / PCL. Regarding to the isoelectric point analysis of the
nanoparticles dispersions, pH 1 leaded to a more pronounced precipitation of
nanoparticles, indicating that the isoelectric point was reached. Thus, it can be
concluded that oral administration of nanoparticles would not be appropriate due to the
pH of the gastric fluid (1.2), which may cause a destabilization and consequent
precipitation of nanoparticles.

Key-words: Progesterone; Nanoparticles; Biopolymers; Isoelectric Point; Controlled

Release.
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1 Introducéao

A progesterona (preg-4-eno-3,20-diona) € um esterdide progestogénico e sua
liberagdo controlada, a partir de dispositivos intravaginais de nylon recobertos com
silicone, € utilizada para alcancar a sincronizacdo do cio para inseminagdo artificial de
bovinos. Apesar de apresentarem biocompatibilidade, estes polimeros ndo sé&o
biodegradaveis. Estudos ja foram realizados com sucesso para substituicdo desses
polimeros por outros que além de biocompativeis fossem biodegradaveis, como o PHB
poli (hidroxibutirato) e a PCL poli (e-caprolactona) (PIMENTEL, 2006). Porém, apesar
de serem biodegradaveis ainda ha a necessidade de remocéo destes dispositivos ap6s o
periodo de sincronizagdo do cio (OURO FINO, 2012).

O uso de nanoparticulas com progesterona encapsulada para esta aplicacdo é
uma alternativa interessante ja que nao haveria necessidade da sua remocdo apods a
liberacdo da progesterona. Além disso, a técnica de obtencdo dessas nanoparticulas deve
ser flexivel ao ponto de produzir nanoparticulas com diferentes propriedades quanto a
velocidade de liberacdo da progesterona. Para tanto, modificagcdes da composicdo das
nanoparticulas (polimero puro, blendas ou hibridos) podem possibilitar a modulacéo
tanto da liberacdo da progesterona quanto da degradacdo por hidrolise das
nanoparticulas (BAJPAI et al., 2008; CAN et al., 2011).

O uso de polimeros naturais biodegradaveis tem sido atraente devido a sua
abundancia na natureza, boa biocompatibilidade e capacidade de ser facilmente
modificados (MAIA, SANTANA e RE, 2004). Quando comparados com polimeros
sintéticos utilizados na liberacdo controlada de farmacos, os polimeros naturais
biodegradaveis, conhecidos como biodegradaveis, apresentam vantagens devido a sua
facil processabilidade, excelente biocompatibilidade e propensdo a biodegradacédo sob
diferentes condi¢des ambientais (ERRICO et al., 2009).

Este presente trabalho tem como objetivo principal caracterizar as interagfes dos
componentes e também definir as melhores vias de administracdo das nanoparticulas
blenda de polimeros naturais (PHBV e PLLA) e polimero sintético (PCL) contendo

progesterona.
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2 Revisao Bibliogréafica
2.1 Nanoparticulas

Nanoparticulas e microparticulas poliméricas sdo muito utilizadas na liberacéo
controlada de farmacos e podem ser classificadas como esferas ou cépsulas, de acordo
com sua estrutura. De acordo com Anton et al. (2008) quando o farmaco incorporado
encontra-se disperso no interior da particula polimérica, essa estrutura € chamada de
nanoesfera ou microesfera. No caso das nanocadpsulas ou microcapsulas, o farmaco
encontra-se em um nucleo liquido, geralmente oleoso, confinado pela parede

polimérica, como apresenta a Figura 1.

@)
%o -~
5] <>0 0 o
9 o @ O o
(a)Nanoczipsula (D) Nanoesfera
0 Composto bioativo Material polimérico

Figura 1 - Estrutura esquematica de (a) nanocapsulas e (b) nanoesferas.

Adaptado de Ezhilarasi et al. (2013).

Sistemas poliméricos tém sido amplamente aplicados para a encapsulacdo e a
liberacdo de compostos ativos. As particulas poliméricas sdo uma das estratégias mais
atraentes para este fim devido as suas propriedades controlaveis, flexivel no

processamento para sua producdo e reprodutibilidade (EZHILARASI et al., 2013).

2.2 Sintese de nanoparticulas poliméricas

Segundo Mishra et al., (2010), existem varios métodos para a obtencdo de
nanoparticulas, entre eles destacam-se os métodos de homogeneizacdo de alta presséo,
métodos de coacervacdo complexa, metodo de co-precipitacdo, método de salting out,
método de nanoprecipitacdo, método de emulsificacdo e difusdo do solvente, métodos

de fluido supercritico e métodos de automontagem (self assembly).
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A técnica de miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente tem sido utilizada para
encapsular drogas lipofilicas (VAUTHIER e BOUCHEMAL, 2009; MUSYANOVYCH
et al., 2008) e pode ser utilizada para encapsulacéo de progesterona em nanoparticulas
de PCL, PHBV e PLLA (LEIMANN, 2011; KAUFMANN et al., 2012).

De acordo com Musyanovych e Landfester (2012) o processo de
miniemulsificacdo/evaporacéo do solvente consiste em uma emulsdo composta por uma
fase aquosa e uma fase organica, como apresentado na Figura 2. Esta ultima é imiscivel
em agua e contétm o polimero. Para estabilizar a emulsdo podem ser utilizados
surfactantes hidrofilicos (presentes na fase aquosa, ex.) ou hidrofébicos (presentes na
fase organica). A miniemulsdo é obtida usando altas taxas de cisalhamento para formar
nanogotas monodispersas com tamanhos variando entre 50 a 500 nm de diametro.
Subsequentemente, 0 solvente organico é evaporado a partir do sistema fazendo com

que o polimero precipite formando particulas sélidas esféricas de tamanho controlado.

Formacio de nanogotas de Nanoparticulas
Mistura de fases solvente estabilizadas pelo sdlidas poliméricas
aguosa e orgdnica surfatante contendo contendo a droga
polimero=-droga estabilizadas pela
surfatante em agua

Fase continua: dgua

Evaporacio

o &
do sanenEe =
\ i :

Fase orgdnieca: ™ .
p & Polimero
solvente=surfatante=polimero=

droga Droga

o Surfatante

Figura 2 - Formagdo de nanoparticulas biodegradaveis por miniemulsificacéo evaporacéo do solvente
(adaptado de: Musyanovych e Landfester, 2012).

2.3 Polimeros encapsulantes

2.3.1 Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)

O poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) €& um poliéster
copolimero de hidroxibutirato e hidroxivalerato (3HV), pertencente ao grupo dos
poli(hidroxi alcanoatos) (PHAs) naturalmente sintetizados e acumulados por

microorganismos na forma de granulos intracelulares (GRAGE et al., 2009).
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De acordo com Huang et al., (2010) em aplicacbes de scaffolds porosos
utilizados para reparar defeitos dsseos, as interacdes entre o PHBV e queratindcitos
humanos, condrdcitos alogénicos, células gliais, de fibroblastos e osteoblastos, foram
estudadas e sendo provado que o PHBV pode suportar as células, aderindo-as e
permitindo sua proliferacdo. Além disso, ndo provoca inflamagdo aguda, necrose ou
tumor maligno dentro de 1 ano. Esses resultados mostram que o PHBV apresenta
excelente biocompatibilidade sem efeitos toxicos aos organismos.

O PHBYV por apresentar menor rigidez e cristalinidade que o PHB, o torna mais
aplicavel como meio de protecdo na encapsulacdo e na liberagdo controlada de
carotenoides em alimentos bem como para produtos farmacéuticos (MACHADO Jr. et
al., 2014).

2.3.2 Poli(acido latico)

Dentre os componentes da familia dos poliésteres biodegradaveis, o0s
polilactideos (como o PLA) tém sido o foco de muita atencdo, pois sdo produzidos a
partir de recursos renovaveis, tais como o amido, sdo biodegradaveis e compostaveis,
além de apresentarem muito pouca ou nenhuma toxicidade e elevado desempenho
mecéanico, comparavel aos polimeros comerciais (YU; DEAN e LI, 2006).

A presenca de um atomo de carbono quiral assimeétrico na estrutura polilactédeo
leva a existéncia de estéreo isémeros. Polilactideos estéreo regulares resultam da
polimerizacdo de lactideos oticamente puros: poli(L-acido latico) (PLLA) e poli(D-
acido latico) (PDLA) (SARASUA et al., 2005). O homopolimero PLLA, poli(L-acido
latico), € um polimero semicristalino com ponto de fusdo em torno de 180 °C e
cristalinidade por volta de 70% e dentre os poli(lactideos), € o que possui a menor taxa
de degradacdo (MOTTA, 2002).

2.3.3 Poli(caprolactona)

O PCL (poli-e-caprolactona) é degradado por hidrélise das suas ligacOes éster,
em condices fisioldgicas (por exemplo, no corpo humano) e, portanto, tem recebido
muita atencdo para o uso na liberacdo de farmacos. Em particular, é especialmente
interessante para a preparacdo de dispositivos implantaveis de longo prazo, devido a sua

degradacdo mais lenta do que do PLLA. Nanoparticulas de PCL foram preparadas na
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sua maioria por nanoprecipitacdo, deslocamento de solvente e evaporagdo do solvente
(KUMARI et al., 2010).

2.4 Blendas poliméricas

De acordo com Sionkowska (2011) uma das formas de utilizacdo de materiais
para 0 campo biomeédico sdo as blendas de polimeros sintéticos e polimeros naturais,
que vém sendo chamados de materiais biosintéticos ou bioartificiais. Os biopolimeros
apresentam biocompatibilidade enquanto os polimeros sintéticos apresentam boa
estabilidade térmica e mecénica. Além disso, a biodegradacdo das blendas pode ser

modulada em funcdo da composicdo (LEIMANN, 2011).

Blendas de polimeros podem exibir propriedades dpticas e mecanicas que um
unico polimero ndo apresenta, especialmente se a mistura € formada em escalas
submicrométricas. Além disso, modificacbes podem ser feitas para que haja maior
biocompatibilidade, bio-reconhecimento e integracdo com sistemas bioldgicos
(KIETZKE et al., 2003; WEST; HALAS, 2000).

2.5 InteracOes entre componentes das nanoparticulas

Quase todo composto que possui ligacdes covalentes (organico ou inorganico)
absorve diversas frequéncias de radiacdo eletromagnética na regidao do infravermelho do
espectro eletromagnético. Quando as moléculas absorvem radiacdo infravermelha estas
sdo excitadas a um estado de energia mais elevado. Cada frequéncia de absorgéo
corresponde a frequéncia de vibracdo de parte da molécula (PAVIA et al., 2013). Para
que o comprimento de onda seja separado € necessario modular o sinal fonte e passa-lo
através da amostra de forma que o mesmo possa ser gravado como um interferograma.
O interferograma é posteriormente decodificado por Tranformada de Fourier, operacdo
matematica que é convenientemente realizada pelo computador (software acoplado ao
equipamento analitico) (SKOOG et al., 1996). Para extrair a informacgéo estrutural da
molécula a partir de um espectro de infravermelho séo usadas tabelas e mapas ou cartas
de correlacdo (PAVIA et al., 2013). De acordo com Skoog et al., (1996) a anélise de
FTIR apresenta as vantagens de alta sensibilidade, resolugéo e rapidez de aquisicdo de

dados, sendo que esses podem ser coletados para uma amostra em menos de 1 segundo.
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A caracterizacdo das interacbes entre o polimero encapsulante e a droga
encapsulada pode ser realizada por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada
de Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy - FTIR). A importancia dessa
avaliacdo se da por fornecer informacgdes de miscibilidade (OLIVEIRA et al., 2013),
localizagdo da droga nas nanoparticulas e interacdes quimicas entre ambos (CALVO,
VILA-JATO; ALONSO, 2000; LI et al., 2008) que podem afetar a liberacdo da droga
durante a aplicacdo das nanoparticulas.

2.6 Analise Ponto Isoelétrico das Nanoparticulas

Cada superficie de um material tem tendéncia para absorver cargas elétricas. O
estado elétrico de uma superficie depende da distribuicdo espacial das cargas livres na
sua vizinhanca. Esta distribuicdo é geralmente idealizada como uma dupla camada
eletroquimica (LAMEIRAS et al., 2008). Na Figura 3 pode ser observado um esquema

da dupla camada elétrica.

E..—.a: Dupla camada
! elétrica
Oy © i Plano de
() ",/ cisalhamento
O Particula carregada

i negativamente
9 o
o o' |
(#] Pt
Camada de Stem b Camada difissa de
Gouy-Chapman
100 i
! ! Potencial de superficie
Potencial de Stern
mV

Potencial

Dhstinecia da superficie da particula

Figura 3 - Diagrama esquematico da dupla eléctrica na superficie de nanoparticulas em solugao
(Adaptado de: NANOCOMPOSIX).



20

A dupla camada elétrica ¢ formada pelas camadas de Stern e pela difusa ou de
Gouy-Chapman (plano de cisalhamento). A Camada de Stern apresenta cargas
adsorvidas a superficie carregada da particula e conforme a distancia da superficie da
particula aumenta, ha uma diminuicdo na densidade de cargas (camada difusa). O

potencial zeta é dado pelo potencial no limite da camada difusa (METCALF; EDDY,
2003).

A magnitude do potencial zeta ({) proporciona informacdes sobre o grau de

estabilidade das particulas, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Estabilidade de suspensdes em funcéo do potencial zeta (METCALF; EDDY,

2003).
Z (mV) Caracteristica da suspenséo
0-5 Particulas tendem a aglomerar ou agregar
5-20 Particulas apresentam estabilidade minima

20-40  Particulas apresentam estabilidade moderada

> 40 Particulas apresentam alta estabilidade

Por definicdo, no ponto isoelétrico a carga liquida superficial é zero (potencial

zeta) e a carga total € maxima. Na Figura 4 é apresentada a dependéncia do potencial
zeta com o pH da suspenséo.

Ponto isoelétrico

P

Potencial zeta (mV)
=]

PH
14

Figura 4 - Potencial zeta em funcdo do pH da solucéo.
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Com aumento ou diminui¢do do pH da dispersdo ha uma tendéncia em aumentar
a carga liquida até um dado valor maximo, enquanto a carga total sempre se torna
menor que a do ponto isoelétrico. Ou seja, 0 ponto isoelétrico € dependente dos ions
presentes na dispersdao e de sua concentracdo (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE,
2009). Quando se ajusta o0 pH a partir do ponto isoelétrico para valores mais acidos, a
concentracdo excessiva de fons H* produz cargas eletrostaticas superficiais positivas.
Ao contrario, quando se ajusta o pH a partir do ponto isoelétrico para valores mais
basicos, a concentracdo excessiva de ions OH™ produz cargas eletrostaticas superficiais
negativas (DINGER, 2006).

O potencial zeta é de grande importancia cientifica e tecnoldgica em muitos
campos, como a nhanotecnologia, biologia, alimentos, ceramica e processamento de
minério. Tem uma forte correlacdo com o desenvolvimento de processos bioquimicos e
fisico-quimicos na superficie do material (LAMEIRAS et al., 2008). Além disso, existe
a importancia de conhecer o comportamento de nanoparticulas em diferentes meios no
caso da administracdo de farmacos, ja& que sdo possiveis diferentes vias de
administracdo, tais como a inalacdo, ingestdo ou por injecdo via intravenosa que

possuem caracteristicas particulares de pH.

De acordo com Elsabahy e Wooley (2012) selecionar a via de administracéo
apropriada é de extrema importancia para a sintese de nanoparticulas. O conhecimento
dos diferente tipos de barreiras e desafios a serem superados em cada via de
administracdo é imperativo para o projeto adequado de nanocarreadores. Por exemplo, 0
pH do pulméo e do muco nasal é neutro, ao passo que na mucosa ocular a caracteristica

é ligeiramente bésica (pH 7,8) e na secre¢do vaginal é acida (pH 3,5-4,5).
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3 Objetivos

Este trabalho de conclusdo de curso tem como objetivo principal caracterizar as
nanoparticulas blenda de polimeros naturais (PHBV e PLLA) e polimero sintético
(PCL) contendo progesterona.

Obijetivos especificos:
- Determinar a interacdo da progesterona com a casca polimérica por FTIR.

- Determinar o ponto isoelétrico das nanoparticulas.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais
As nanoparticulas blenda foram produzidas anteriormente de acordo com o

procedimento  descrito por Leimann (2011) utilizando a técnica de
miniemulsificagdo/evaporagdo do solvente. Posteriormente as amostras foram
liofilizadas e armazenadas sob refrigeracdao (10 °C). As amostras que foram analisadas

no presente trabalho de concluséo de curso estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Formulagdes das nanoparticulas contendo progesterona.

Progeste-  Lecitina

Experimento Polimero Polimero (g) rona (mg) ) CHCIs(g) H20(g)
NP4-1 PHBV 0,3011 5 0,1766 10,0050 24,0020
NP4-2 PHBV/PLLA 0,1515/0,1765 5 0,1765 10,0050 24,0020
NP4-3 PHBV/PCL  0,1501/0,1756 5 0,1756 10,0050 24,0100
NP4-4 PLLA 0,3007 5 0,1757 10,0072 24,0180
NP4-5 PCL 0,3100 5 0,1754 10,0130 24,0436

Os polimeros utilizados para preparacao das nanoparticulas foram o PHBV (Mw =
255.660 g/mol; 8,2% HV) e poli (e-caprolactona) (PCL) foram gentilmente cedidos pela
PHB Industrial S.A. Lecitina (Alfa Aesar) foi utilizada como surfatante. O poli (acido
latico) (PLA, Mw = 15000 g/mol) foi sintetizado por Inhoato (2012). A progesterona

encapsulada foi fornecida pela INDEX Farmacéutica (99,98 % de pureza).

4.2 Determinacdo da interacdo da progesterona com a casca polimérica por
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy- FTIR)

Brometo de potassio (100 mg, KBr) e as nanoparticulas (10 mg) foram moidos em
almofariz e em seguida a mistura foi inserida no pastilhador. O pastilhador foi levado
para uma prensa hidraulica (Bovenau, P15 ST) e submetido a 7 kgf. As pastilhas foram
entdo analisadas em espectrometro Shimadzu (IR AFFINITY-1). Os espectros foram
obtidos na faixa de 4000-400 cm utilizando 32 acumulagGes e resolugdo de 4 cm™.
Para comparacdo foram analisados os polimeros puros, a progesterona, as

nanoparticulas “branco” (sem progesterona) ¢ as nanoparticulas contendo progesterona.
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4.3 Determinacgdo do ponto isoelétrico das nanoparticulas através do comportamento em
diferentes medidas de pH

Foram preparados 50 tubos de ensaio, 10 para cada formulacdo de
nanoparticulas. Em cada tubo foram colocados aproximadamente 1,5 ml da solucéo de
nanoparticulas e 8,5 ml de dgua destilada. Finalmente o pH de cada tubo de ensaio foi
alterado com HCI (1 mol/L) ou NaOH (1 mol/L) para pHs variando de 1 a 10. As
dispersdes permaneceram nesta condi¢do por um periodo de 24 horas e entdo a andlise
visual do comportamento das nanoparticulas nas solugdes foi realizado. Considerou-se o

pH do ponto isoelétrico aquele no qual houve maior precipitacdo das nanoparticulas.
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5 Resultados e Discussdes

5.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Espectros de FTIR foram obtidos de cada componente utilizados para formular
as nanoparticulas para identificar as bandas caracteristicas de seus grupamentos
especificos. Na Figura 5 sdo apresentados os espectros de infravermelho dos
componentes puros das nanoparticulas e as setas indicadas na Figura localizam as
bandas discutidas no texto. As estruturas moleculares da lecitina e da progesterona sao

apresentadas na Figura 6.
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Figura 5 - Espectros de Infravermelho dos componentes puros utilizados na preparacdo das
nanoparticulas.

Figura 6 - Estruturas moleculares: (a) progesterona e (b) lecitina.
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Cavallaro et al., (1995) analisando microemulsdes de ciclohexano e lecitina em
agua por FTIR observou o seguinte padrdo nos espectros devido aos modos do
estiramento C-H da lecitina: uma banda maior localizada em 2.855 cm™, uma banda
localizada em 2.930 cm™ com um ombro em 2.956 cm™ e uma pequena banda em 3.010
cm*. O mesmo padrio pode ser observado na Figura 5, na area destacada em pontilhado
no espectro da lecitina. Além disso, Ruggirello e Liveri (2003) também indicam que 0s
grupamentos P-O-C e PO da lecitina apresentam bandas na regido de 1.050 cm™, que

também pode ser observado no espectro da Figura 5.

Cerchiara et al., (2003) descrevem que a progesterona apresenta bandas
caracteristicas localizadas em 1.661 cm™ e 1.698 cm? e que correspondem
respectivamente as carbonilas localizadas nos carbonos C3 (ciclico) e C20 (ligado a
radical metil). No espectro da Figura 5 estas bandas estdo localizadas respectivamente
em 1.656 cm? e em 1.703 cm™. Lancaster et al., (2007) indicam que a banda
caracteristica da dupla ligacdo da progesterona se localiza entre 850 e 900 cm™. Sibaja
(2012) analisaram progesterona por FTIR e localizaram a banda em 870 cm™, no

presente trabalho a banda esté localizada no espectro da Figura 5 na mesma posicao.

Ainda na Figura 5 é possivel observar para os trés polimeros as bandas
referentes ao estiramento C=0 (aproximadamente 1.700 cm™, regido circulada em
pontilhado) caracteristico dos poliésteres (POLETTO et al., 2007). Na Figura 7 sdo

apresentadas as estruturas moleculares do PCL, PHBV e PLLA com destaque para a

j\of n {HE%\/E %
{Lr T

(C)
Figura 7 — Estruturas moleculares dos polimeros (a) PCL, (b) PHBV e (c) PLLA com destaque para a
ligacdo éster.

ligagdo éster.
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Os espectros das nanoparticulas branco (sem progesterona) e com progesterona
para cada formulacdo foram obtidos e sdo apresentados a seguir. Na Figura 8 sdo
apresentados os espectros de infravermelho das nanoparticulas do experimento onde o
polimero encapsulante utilizado foi o PHBV (NP4-1) e respectivas nanoparticulas

“branco” sem progesterona.

NP4-1

Branco NP4-1

T T T T T T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm )

Figura 8 - Espectros de Infravermelho das nanoparticulas do experimento NP4-1 (PHBV) e das
nanoparticulas “branco”.

E possivel observar que a regido caracteristica do estiramento CH da lecitina nos
dois espectros se apresenta semelhante. O ombro localizado originalmente em 2.956
cm-1 (Figura 4) na amostra branco se localiza em 2.971 cm-1 e na amostra contendo
progesterona em 2.977 cm™. Edwards, Bush e Matiingly (1993) destacam que a banda
localizada em 2.930 cm™ é particularmente sensivel a variagdo de interagoes
intermoleculares da cadeia de lecitina e pode ser utilizada como uma indicacdo do grau
de empacotamento lateral das cadeias alquila da lecitina localizadas na camada palicada
das micelas. Os autores indicam que uma diminuicdo da relacdo entre a intensidade da
banda 2.930 cm™ e da banda 2.855 cm™ indica um aumento do grau de empacotamento
da cadeia lateral alquidica da lecitina. E possivel observar na Figura 8 que com a
encapsulagdo da progesterona ha um aumento da intensidade do ombro (2.977 cm™)

indicando o maior empacotamento.
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As bandas localizadas em 1.654 cm™ e em 1.614 cm™ referentes as carbonilas
C3 e C20 da progesterona podem ser observada no espectro das nanoparticulas
contendo progesterona (NP4-1). Provavelmente a progesterona estd dentro da matriz
polimérica e existe forte interacdo com o polimero (PHBV) e a lecitina. Dev et al.,
(2010) encapsularam a droga lamivudina, utilizada com anti-HIV, em nanoparticulas de
PLA e quitosana e comparando os espectros de FTIR das nanoparticulas branco com as
nanoparticulas contendo a droga observaram um alargamento da banda localizada entre
1.000 e 1.100 cm™. Os autores concluiram que este comportamento indica a interagio
entre a droga e os polimeros bem como confirma sua incorporacdo nas nanoparticulas
poliméricas. O mesmo comportamento foi observado no presente trabalho, na regido de
1.700 cm™ a banda da amostra NP4-1 apresenta um alargamento quando comparado ao
branco. Este comportamento pode ser decorrente de interacdo entre o estiramento C=0

(regido circulada em pontilhado) do polimero com a progesterona encapsulada.

As nanoparticulas blenda de PHBV e PLLA (experimento NP4-2) branco e
contendo progesterona tém seus espectros apresentados na Figura 9.

2.930 cm™ 1.657 C,T
/ NP4-2
2.930 cm™ 1698 em”
Branco NP4-2
35|00 ' :30'00 ' 25|00 ' 20'00 ' 15'00 " 10100 . 5(,)0

Numero de onda (cm '1)

Figura 9 - Espectros de Infravermelho das nanoparticulas blenda de PHBV/PLLA contendo progesterona
(NP4-2) e das nanoparticulas “branco”.

Comparando os espectros apresentados na Figura 9 € possivel observar que o
ombro da regido caracteristica do grupamento CH da lecitina (2.956 cm™) aumentou em
intensidade de forma a sobrepor a banda de 2.930 cm™, tanto na amostra branco quanto

da amostra contendo progesterona. Apesar disso as bandas localizadas em 3.010, 2.855
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e 2.930 cm™ permaneceram sem deslocamento. Analisando a Figura 9 nota-se que esta
regido apresenta uma intensidade muito maior na Figura 8. Possivelmente a lecitina esta
interagindo de forma diferente com o PHBV e que com a mistura PHBV/PLLA. As
bandas caracteristicas da progesterona podem ser observadas no espectro da amostra
contendo a droga e também pode-se notar um aumento na intensidade da banda situada

em 1.762 cm™* (estiramento C=0, regido indicada com a seta verde).

Na Figura 10 sdo apresentados os espectros de infravermelho das nanoparticulas
do experimento onde os polimeros encapsulantes empregados foram o PHBV e o PCL

(NP4-3) e das nanoparticulas “branco” sem progesterona.

1.640 cm™

/
/ NP4-3

Branco NP4-3
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Figura 10 - Espectros de Infravermelho das nanoparticulas de PHBV/PCL contendo progesterona
(experimento NP4-3) e das nanoparticulas “branco”.

No caso das nanoparticulas blenda de PHBV/PCL é possivel observar o mesmo
comportamento para a regido referente ao grupamento CH da lecitina que foi observado
anteriormente na Figura 9. Na regido do estiramento C=0 dos polimeros encapsulantes
(indicado com a seta verde) houve um estreitamento da banda. A banda com maior
alteracéo de intensidade no espectro foi a referente as carbonilas da progesterona (1.640
cm™). A banda localizada em 1.614 cm™ originalmente (Figura 4) referente a dupla
ligacdo da progesterona foi sobreposta.

Na Figura 11 sdo apresentados o0s espectros de infravermelho das nanoparticulas

do experimento onde o polimero encapsulante utilizado foi o PLLA (NP4-4).



30

1.641 cm’™

NP4-4

Branco NP4-4

T T T T T T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda ( cm'1)

Figura 11 - Espectros de Infravermelho das nanoparticulas de PLA contendo progesterona (NP4-4) e das
nanoparticulas “branco”.

Quando o polimero encapsulante utilizado foi o PLLA o aumento da intensidade
do ombro da banda caracteristica da lecitina (CH) também pode ser observado. As
bandas caracteristicas da progesterona podem ser observadas na amostra NP4-4. Além
desta diferenca ndo foram observadas mais alteracbes do espectro branco para o
espectro das nanoparticulas de progesterona. 1sso pode indicar uma menor interacdo
entre a droga e o PLLA do que com os demais polimeros.

Na Figura 12 sdo apresentados os espectros de infravermelho das nanoparticulas
do experimento onde PCL foi utilizado como polimero encapsulante da progesterona

(NP4-5) e das respectivas nanoparticulas “branco”.
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Figura 12 - Espectros de Infravermelho das nanoparticulas de PCL contendo progesterona (NP4-5) e das
nanoparticulas “branco”.

Novamente o ombro referente a ligacdo CH da lecitina teve sua intensidade
aumentada sobrepondo a banda de 2930 cm™. As bandas da carbonila da progesterona
apresentaram uma intensidade maior que para as demais nanoparticulas de polimeros

puros (Figuras 8 e 10).

De acordo com Liu, Xiao e Allen (2003) a presenca de mudancas ou alteragdes
nos espectros de polimero-droga € uma indicacdo de que existe interacdo entre o
polimero e a droga. Das, Kasoju e Bora (2010) determinaram por FTIR interacfes
potenciais entre 0s componentes de nanoparticulas (alginato, quitosana e pluronic)
contendo curcumina. Foram observadas mudancas de localizagdo das bandas
caracteristicas dos componentes quando comparados 0S espectros puros e
nanoparticulas sem curcumina e com curcumina. Ainda, Barzegar-Jalali et al., (2012) ao
encapsularem diclofenaco de sédio em nanoparticulas de Eudragit® RS-100
observaram interacOes eletrostaticas fracas entre o grupo carboxilico da droga e o grupo
amino do polimero pela redugdo da intensidade da banda localizada em 1.572 cm™
(estiramento C=0). Sawant et al., (2010) demonstraram pelo espectro de FTIR que ndo
h& nenhuma interacéo entre a droga lidocaina encapsulada com o polimero hidrofébico

Eudragit, j& que o espectro ndo apresentava nenhuma alteracdo com relacdo aos
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componentes puros. Esse resultado foi confirmado pela analise de liberacdo da droga
que apresentou o comportamento tipo burst release. Este tipo de liberacdo ocorre de
forma brusca levando a um maior fornecimento do medicamento no periodo inicial do
tratamento e também reduz o tempo de vida do dispositivo de liberagdo controlada,
esgotando a droga encapsulada rapidamente (HUANG; BRAZEL, 2001).

De forma geral € possivel concluir que para todas as formulagdes de
nanoparticulas poliméricas houve interacdo devido as alteragBes nos espectros. A
formulacdo que apresentou maiores alteragcdes no espectro foi a composta pela blenda
de PHBV/PCL. Este resultado estd em concordancia com os resultados de analise de
liberacdo controlada encontrados por Pimentel (2010). O autor avaliou a liberacdo de
progesterona a partir de microparticulas de PHBV e de blendas de PHBV/PCL e
observou que as nanoparticulas de PHBV apresentaram uma liberacdo de até 95% da
droga em 12 horas de analise enquanto que as blendas de PHBV/PCL liberaram até
77% da droga no mesmo periodo. Esse resultado sugere que para que a liberacdo possa
ser sustentada por um periodo de tempo maior o ideal seria utilizar como encapsulante a
blenda de PHBV/PCL.

5.2 Ponto Isoelétrico

Para determinar o pH ideal de liberacdo da progesterona e definir a melhor via
de administracdo, o ponto isoelétrico das dispersGes de nanoparticulas foi determinado.
Na Figura 13 sdo apresentadas as imagens dos tubos de ensaio contendo as dispersdes
de nanoparticulas (NP4-1, NP4-2, NP4-3, NP4-4 e NP4-5) em pHs variando de 1 a 10.

Em todos os casos é possivel observar que o pH 1 levou a maior precipitacdo das
nanoparticulas, que pode significar que as mesmas atingiram o seu ponto isoelétrico. De
acordo com Legrand et al., (1999) os poliésteres e a lecitina fornecem um potencial
negativo a interface, isso esta de acordo com os resultados obtidos ja que com o
fornecimento de cargas positivas (ions H* referentes ao pH reduzido) houve equilibrio
de cargas levando a desestabilizacdo das nanoparticulas e a consequente precipitacao.
Isso indica que a administracdo oral ndo seria uma alternativa adequada uma vez que o
pH do fluido gastrico esta em torno de 1,2 (ZHANG et al., 2011).
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Figura 13 - Ensaio de determinagdo do ponto isoelétrico: (a) NP4-1 (PHBV), (b) NP4-2 (PHBV/PLLA),
NP4-3 (PHBV/PCL), NP4-4 (PCL), NP4-5 (PLLA).



34

6 Conclusoes

Com base nos resultados apresentados e na revisdo bibliogréafica é possivel
concluir que para todas as formulacdes de nanoparticulas poliméricas houve interacdo
devido as alteracfes nos espectros. A formulacdo que apresentou maiores alteracées no
espectro foi a formulacdo composta pela blenda de PHBV/PCL, conforme observado na
anélise FTIR.

Esta blenda de PHBV/PCL por ser a formulagdo que teve o melhor
encapsulamento, demonstra ser uma possibilidade para que a liberagdo da progesterona

possa ser sustentada por um periodo de tempo maior.

Em relacdo a andlise do ponto isoelétrico das nanoparticulas, foi possivel
observar que o pH 1 levou a maior precipitacdo das nanoparticulas, que pode significar
gque as mesmas atingiram o seu ponto isoelétrico. Assim, pode-se concluir que a
administracdo oral das nanoparticulas ndo seria muito adequada, pois o pH do fluido
gastrico esta em torno de 1,2, que pode ocasionar um equilibrio de cargas levando a
desestabilizacdo das nanoparticulas e a consequente precipitacdo das mesmas. Uma boa

alternativa para a administracdo das nanoparticulas, poderia ser a via intravenosa.
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