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O cientista ndo € o homem que fornece as
verdadeiras respostas; € quem faz as
verdadeiras perguntas”.
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RESUMO

A curcumina, um polifenol extraido da curcuma, é promissora no ramo da
medicina por apresentar diversas propriedades terapéuticas. Essas caracteristicas
fazem com que ela seja usada no tratamento de diversas enfermidades como artrite,
sindrome metabdlica, doenca do figado, obesidade, doencas neurodegenerativas e,
acima de tudo, vérios tipos de cancer. O céncer de colon é uma doenga com
ocorréncia relativamente alta, sendo o segundo tipo mais letal. Devido as
complicacBes geradas pela quimioterapia, que € o tratamento mais convencional,
novos produtos naturais sdo estudados como drogas alternativas por apresentarem
menos efeitos colaterais. A curcumina se mostra uma alternativa interessante nesse
caso, no entanto, ela tem como desvantagem a baixa estabilidade quando ingerida,
nao conseguindo chegar até o célon sem ser degradada. Incorpora-la em polimeros
biodegradaveis e biocompativeis € uma estratégia frequentemente usada para
contornar esse problema e fazer com que ela chegue até o local desejado preservada.
A quitosana é um exemplo de polimero que atende essas caracteristicas e pode ser
usada como matriz para suportar a curcumina e transporta-la pelo trato digestivo. A
maneira escolhida para incorporar a curcumina na quitosana foi a impregnacao
supercritica, que é um método derivado das tecnologias que utilizam fluido
supercritco. O objetivo do trabalho foi impregnar as particulas de quitosana com
curcumina através do uso de di6xido de carbono expandido em etanol e avaliar a
liberacdo dessa substancia, fazendo a modelagem matematica desse fendmeno. A
caracterizacdo das particulas antes e apés a impregnacao foi realizada usando as
analises de microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier. Na pressao de 200 bar se obteve o maior percentual e
guantidade de curcumina impregnada (15,8% e 3,16 mg) nas particulas e ndo houve
diferenca significativa entre os diferentes percentuais de etanol utilizados. O modelo
de Primeira Ordem foi o que melhor descreveu a liberagcdo de curcumina em meio

fisiol6gico simulado de PBS (pH 7,4).

Palavras-chave: cancer de colon; liberacdo de drogas; CO2; modelagem matematica
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ABSTRACT

Curcumin, a polyphenol extracted from turmeric, has many therapeutic
properties. Those benefits make this compound a promissing alternative in medicine
that can be used in the treatment of diseases such as arthritis, metabolic syndrome,
liver disease, obesity, neurodegenerative illness and multiple types of cancer. Colon
cancer is high occurrence disease and it's the second most letal type of cancer. As
chemotherapy has too many side effects, new natural products are widely researched
as alternative drugs to treat all kinds of cancer. Curcumin is being researched as a
replacement for the traditional chemotherapy drugs, however, it's instability when
ingested makes it unable to reach the colon with treatment potential. Incorporating the
compound in a biopolymer is a common strategy to by-pass this problem and allow the
drug to reach the desired location. Chitosan is an example of biopolymer which suits
this characteristics and can be used to transport the curcumin through the digestive
tract. Supercritical impregnation was the technique chosen to incorporate the curcumin
into the chitosan, which is a method that utilizes a supercritical fluid technology to
achieve this objective. The goal of this work was to impregnate the chitosan particles
with curcumin using carbon dioxide expanded in ethanol and evaluate its delivery
capacity as well as making the mathematical modeling of the process. SEM and FTIR
were used to characterize the particles before and after the impregnation. The pressure
of 200 bar resulted in highest percent and amount of curcumin impregnated (15,8%
and 3,16 mg) in the particles and there was no significant difference between the
guantities of ethanol evaluated. The first order model was the one that best described
the curcumin liberation in PBS (pH 7,4).

Keywords: colon cancer; drug delivery; CO2; mathematical modeling
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1. INTRODUGCAO

A curcumina (CUR) é um composto que possui diversas aplicagbes, podendo
ser usada no tratamento de diabetes, doenca inflamatéria de Bowel, pancreatite,
artrite, doenca metabdlica e varios tipos de cancer (BHARAT et al., 2007). Apesar de
ser um farmaco com aplicacdes promissoras, ela apresenta uma desvantagem: baixa
estabilidade. Essa substancia degrada rapidamente quando é metabolizada pelo
corpo e, no caso de uma terapia que entrega a CUR por via oral, ainda enfrenta o
meio do trato gastrico superior, que oxida facilmente polifendis (TANG; FANG; NG,
2020).

Um dos tipos de cancer com mais ocorréncia é o de célon, sendo o quarto em
incidéncia global (6,1%) e o segundo em mortalidade (5,8%) (JIA et al., 2021). A
guimioterapia € o principal tratamento usado contra essa doenca, mas, apesar da sua
eficacia e os avancos que teve ao longo dos anos, ainda apresenta efeitos colaterais
gue impactam negativamente na qualidade de vida do paciente. Por essa razéo, a
busca por novos tratamentos que nao apresentam esses efeitos € um assunto de
interesse (DENG et al., 2019).

Produtos naturais sdo uma alternativa frequentemente explorada no
tratamento de doencas, pois possuem diversas atividades farmacoldgicas e poucos
efeitos colaterais (DENG et al., 2019). Os polifendis sdo um exemplo de classe de
compostos quimicos encontrados em varios tipos de plantas que proporcionam
beneficios para a salde do colon através de suas propriedades antioxidante, anti-
inflamatoria e anticarcinogénica. Dentre esse grupo de substancias, a CUR possui
efeitos no combate ao cancer de colon (CC) e vem sendo estudada como alternativa
para ser usada no seu tratamento (TANG; FANG; NG, 2020).

Devido a baixa estabilidade da CUR, é necessério achar um meio de protegé-
la e libera-la apenas na regido de interesse para que ela seja eficaz contra este tipo
de cancer. Uma solucéo de facil aplicacdo sugerida pela literatura é utilizar polimeros

feitos de fibras alimentares, pois eles resistem ao meio do trato gastrico superior e s6
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sao degradadas ao chegarem no célon, sendo uma boa alternativa para transportar e
liberar o composto. A quitosana (QUIT) € uma fibra alimentar usada na confeccéo de
biopolimeros frequentemente usada em estudos da area médica por ser biocompativel
e biodegradavel, podendo ser usada como meio de transporte e liberagdo da CUR no
colon. Esse polimero ainda apresenta efeitos terapéuticos contra o CC (TANG; FANG,;
NG, 2020) e, na forma de microparticulas (MP), adere melhor as paredes do intestino,
beneficiando o tratamento (DENG et al., 2019).

A partir das informacdes apresentadas, microparticulas de quitosana (MPQUIT)
contendo CUR podem se tornar um tratamento alternativo para o CC. Estudos
anteriores produziram essas particulas através de técnicas como polimerizacdo por
emulsdo (JYOTI et al., 2016, 2017), gelatinizacao idnica, polimerizacdo eletrolitica
(AKOLADE et al., 2018) e conjugacdo quimica (SARANYA et al., 2018). Todavia,
nesse trabalho, sera proposto um novo método, que consiste em incorporar a CUR
em MPQUIT através de impregnacédo assistida por fluido supercritico (IAFSC).

As tecnologias derivadas de fluidos supercriticos utilizam, geralmente, o diéxido
de carbono (CO2) como solvente, pois ele possui um ponto critico viavel em termos
operacionais (31,06 °C e 73,8 bar) e o seu custo é relativamente baixo. Outra
vantagem € que, do ponto de vista ambiental, ele é considerado um solvente limpo
(CEJUDO BASTANTE et al.,, 2019), o que é importante quando se trabalha com
produtos naturais (como a CUR) porque preserva o carater ambientalmente amigavel
do processo.

A impregnacao supercritica € um exemplo das diversas técnicas que surgiram
a partir do uso de fluidos supercriticos e € utilizada para incorporar compostos ativos
em matrizes sélidas a fim de proporcionar alguma caracteristica benéfica ao material.
Do ponto de vista teorico, ela é superior a outros processos de impregnacao devido
as caracteristicas préprias de um fluido supercritico (FSC) como alta difusividade e
baixa viscosidade, que favorecem a transferéncia de massa (CEJUDO BASTANTE et
al., 2019). Além disso, quando aplicada a polimeros, pode promover um efeito de
plasticizacdo, que da mobilidade as cadeias poliméricas e aumenta a porosidade da
matriz, favorecendo ainda mais a difusdo (KIKIC; VECCHIONE, 2003). Exemplos de
aplicacdo desse meétodo sdo diversos, abrangendo diferentes tipos de industrias,
como incorporar compostos ativos em madeira, antioxidantes em nozes e auxiliar no

curtimento do couro (WEIDNER, 2018). Além disso, ha estudos que também
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utilizaram esse método para a incorporacdo de farmacos em QUIT, como drogas
oftalmicas (BRAGA et al., 2008) e dexametasona (DUARTE; MANO; REIS, 2009).

Em suma, o objetivo do trabalho seré preparar microparticulas de quitosana
impregnadas com curcumina através da impregnacao assistida por fluido supercritico
visando uma alternativa para o tratamento do cancer de colon. A realizacdo dessa
tarefa sera alcancada em duas etapas: definicdo da melhor condicdo de impregnacéo
e avaliacdo das propriedades do material.

Primeiro, foi feito um planejamento experimental que avaliou trés condi¢des de
pressédo e trés misturas de CO:2 e etanol. Utilizou-se de um planejamento fatorial 23,
identificando a combinacéo que resulta na maior quantidade de CUR impregnada. A
segunda etapa consistiu na avaliacdo das alteragdes nas propriedades do material
como sua morfologia e interagBes quimica por MEV e FTIR, respectivamente, e foi
realizada a modelagem matematica da liberacdo de CUR meio fisiologico simulado de
PBS (pH 7,4).
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho € produzir particulas que tenham efeitos
terapéuticos contra o cancer de coélon através da impregnacdo supercritica de
curcumina em microparticulas de quitosana, além de determinar a liberacdo deste

composto em meio tedrico que representa a regido do célon.

2.1. Objetivos Especificos

- Avaliar as melhores condi¢cdes de processo (presséo e percentual molar do

cossolvente etanol) para aumentar a quantidade de curcumina impregnada.

- Impregnar curcumina em microparticulas de quitosana usando a condi¢ao

Otima de processo determinada a partir do planejamento experimental.

- Comparar a morfologia e a estrutura quimica das particulas de quitosana

antes e depois da impregnacao.

- Estudar o comportamento de liberacdo da curcumina a partir da matriz de

guitosana por meio de modelagem matematica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. CANCER DE COLON

O CC é uma das mais comuns e agressivas malignidades humanas, sendo o
guarto tipo de cancer mais frequente (6,1%) e o segundo mais mortal (5,8%) (JIA et
al., 2021). Mesmo com todos 0s avangos em terapias para combater essa doencga, 0
indice de sobrevivéncia ao longo de cinco anos é de apenas 30% nos pacientes
afetados por essa enfermidade. Esse baixo percentual é produto, principalmente, da
recorréncia e metastase (WANG et al., 2021).

Identificar a doenca em estagios iniciais € crucial para aumentar a chance de
sobrevivéncia, porém, devido a natureza dos sintomas, sua detec¢cdo é mais comum
apenas quando ja estd mais avancada (SALMI; RUSTAM, 2019). No inicio, os
individuos acometidos notam apenas desconforto abdominal, constipacéo e episédios
frequentes de diarreia, confundindo a enfermidade com simples problemas intestinais.
O cancer fica mais evidente apenas quando provoca 0s sintomas mais caracteristicos
como sangue nas fezes ou mudanca de coloracdo nelas e perda de peso sem
explicacdo aparente (ALSAYED et al., 2019).

A maioria dos casos de CC comeca com a formacao de pequenos coagulos
celulares chamados de poélipos de adenoma, que, incialmente, ndo sdo cancerigenos.
Os polipos se espalham de maneira descontrolada com o passar do tempo,
transformando-se em adenocarcinomas, que sdo células cancerigenas capazes de
excretar substancias (LABIANCA et al., 2010; SALMI; RUSTAM, 2019).

Ha diversos estagios que determinam o quéo severo é desenvolvimento da
doenca no individuo. No primeiro, o cancer ainda ndo se espalhou porque esta
bloqueado pela parede do intestino e cresce apenas no intestino grosso. No segundo,
as células cancerigenas se espalham por todo o intestino grosso e conseguem
penetrar sua parede. No terceiro estagio, os linfonodos adjacentes sdo consumidos e,
na quarta e Ultima etapa de desenvolvimento, outros 6rgdos sédo atacados, sendo essa
a fase mais severa (SALMI; RUSTAM, 2019).

Fatores genéticos sao a principal causa do CC, logo, historico familiar € o
principal sinal de alerta na sua prevencao (LABIANCA et al., 2010; SALMI; RUSTAM,
2019). Além disso, sua ocorréncia tem maior incidéncia na faixa etaria de 40 a 50 anos
(SALMI; RUSTAM, 2019) e outras condi¢cdes que contribuem para seu surgimento sao
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obesidade, sedentarismo, dietas ricas em gorduras, em carnes e deficientes em fibras
e consumo de tabaco e alcool (ALSAYED et al., 2019).

O aumento da industrializacdo € um fator que propicia maior incidéncia de
casos da doenca (LABIANCA et al., 2010), pois tem como uma de suas consequéncias
a tendéncia das pessoas optarem por habitos menos saudaveis. Por esse motivo,
paises desenvolvidos como Australia, Nova Zelandia, EUA, Canada e a regido da
Europa Ocidental apresentam mais casos e uma maior mortalidade de CC do que
paises subdesenvolvidos (ALSAYED et al., 2019).

O tratamento usado contra o CC é a quimioterapia, mas, apesar de ser a
alternativa mais eficiente, os compostos usados nesse tratamento causam efeitos
colaterais que impactam negativamente na qualidade de vida do paciente tais como
nausea, vémito, ulceracdo, diarreia, neutropenia e neurotoxicidade (DENG et al.,
2019).

Alguns compostos derivados de produtos naturais aparecem como opc¢les
inovadoras no tratamento de cancer, pois possuem efeitos terapéuticos e poucos
colaterais comparado as terapias tradicionais. Um tipo de substancias com essas
propriedades sédo os polifendis, que sdo encontrados em varios tipos de plantas e
provém efeitos antioxidante, anti-inflamatério e anticarcinogénico para auxiliar na
saude do célon (DENG et al., 2019; TANG; FANG; NG, 2020).

A CUR é um polifenol que possui efeitos no combate ao CC e ndo apresenta
efeitos tdéxicos ao organismo. Por esses motivos, ela vem sendo estudada como
alternativa para ser usada no seu tratamento (DENG et al., 2019; FAN et al., 2020;
TANG; FANG; NG, 2020). Por ser um produto de origem natural que tem potencial
atividade anticancerigena, justifica-se a escolha do mesmo como foco desse trabalho.

3.1.1. Curcumina

A curcuma (Curcuma longa L.) € uma planta conhecida por seus usos
medicinais, que foram empregados desde a cultura Védica na india ha 4000 anos,
onde era usada como um tempero culinario. Aléem de ter um significado religioso
(HEWLINGS; KALMAN, 2017; SALEHI et al., 2019). Esse vegetal é a principal fonte
da CUR, um polifenol, que foi isolado pela primeira vez em 1815 por dois cientistas,
Vogel e Pelletier, do Laboratério do Colégio de Harvard. Desde entdo, o interesse
cientifico pela CUR aumentou gradativamente conforme se descobriam seus
beneficios a saude (GIORDANO; TOMMONARO, 2019).
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A CUR possui a aparéncia de um po laranja amarelado de cristais e tem sua
estrutura quimica exibida na Figura 3.1. Ela €& conhecida também como
diferuloilmetano e o seu cédigo IUPAC é (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metéxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-diona, tendo a formula quimica de C21H2006. O seu peso molecular é
368,38, 0 ponto de fuséo esta entre 179 e 182 °C e a gravidade especifica € 0,9348 a
15 °C. Quanto a sua solubilidade, o composto € insoluvel em agua e éter (metilico e
etilico) e soluvel em alcool etilico ou metilico, acido acético e acetona (GIORDANO;
TOMMONARO, 2019; SALEHI et al., 2019).

O OH

NS A

HO OH

OCH H,CO

Figura 3.1 — Estrutura quimica da CUR.

A nivel celular, a CUR mostrou ser capaz de interagir com varias moléculas
sinalizadoras, o0 que € o principal mecanismo responsavel por seus efeitos benéficos
para a saude (HEWLINGS; KALMAN, 2017; SALEHI et al., 2019). Seus efeitos
terapéuticos foram demonstrados contra diversas doencgas cronicas como inflamacéo,
artrite, sindrome metabodlica, doenca do figado, obesidade, doencgas
neurodegenerativas e, acima de tudo, varios tipos de cancer (GIORDANO;
TOMMONARO, 2019). Todos esses efeitos positivos do uso da CUR estédo
relacionados, principalmente, a seus efeitos antioxidante e anti-inflamatorio
(HEWLINGS; KALMAN, 2017).

O principal mecanismo que promove a atividade anticancerigena da CUR se
resume a inducao de apoptose e a inibicdo da proliferacdo e invasédo de tumores, que
se deve a supressdo de multiplas rotas de sinalizacdo celulares (GIORDANO;
TOMMONARO, 2019; TOMEH; HADIANAMREI; ZHAO, 2019). Muitos estudos
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demonstraram a atividade antitumoral da CUR contra cancer de mama, cancer de
pulm&o, cancer de prostata, tumor cerebral e CC, demonstrando sua capacidade de
agir em diferentes linhagens celulares (GIORDANO; TOMMONARO, 2019; TANG,;
FANG; NG, 2020; TOMEH; HADIANAMREI; ZHAO, 2019). Havia 12.595 artigos
publicados entre 1924 e 2018 que relacionavam CUR com tratamento de cancer,
sendo que entre 37% desses estudos foram publicados entre 1983 e 2018
(GIORDANO; TOMMONARO, 2019).

A literatura mostra que a CUR tem potencial para ser uma droga anticancer
usada sozinha ou em conjunto com outros farmacos. Ha indicios que ela possa ser
capaz de prevenir a proliferacdo do CC blogueando o ciclo celular e acelerando a
apoptose (GIORDANO; TOMMONARO, 2019). Testes de apoptose e inibicdo de
proliferacéo celular in vitro identificaram que quantidades entre 2,5 e 160 uM sao
capazes de produzir esses efeitos (SU et al., 2018; WATSON et al., 2010). Além disso,
por ser um polifenol, ela proporciona inimeros efeitos benéficos para a satude do célon
e previne outras enfermidades que possam atingir esse 6rgdo como a doenca
inflamatdria de Bowel (TANG; FANG; NG, 2020).

Apesar de todas as vantagens mencionadas acima, a aplicacdo da CUR é
limitada devido a sua baixa solubilidade em &gua, baixa biodisponibilidade e
instabilidade quimica (KARRI et al., 2016; TANG; FANG; NG, 2020; TOMEH,;
HADIANAMREI; ZHAO, 2019). Como € hidrofébica, sua molécula tende a penetrar na
membrana celular e se ligar as cadeias de lipidios por ligacdo de hidrogénio e
interacBes hidrofobicas, o que é a causa da sua baixa disponibilidade no citoplasma
(SALEHI et al., 2019; TOMEH; HADIANAMREI; ZHAO, 2019).

Os problemas citados no paragrafo anterior podem ser solucionados de duas
maneiras. A primeira é modificar sua estrutura quimica para aumentar sua toxicidade
seletiva em relacéo as células cancerigenas, sua biodisponibilidade e sua estabilidade
guimica. A segunda alternativa, que sera a abordada nesse trabalho, é incorporar a
CUR em uma matriz que sirva como veiculo de transporte, que ir4 protegé-la da
oxidacdo até chegar ao local onde devera ser liberada (TOMEH; HADIANAMREI,
ZHAO, 2019).

No contexto do tratamento de cancer célon, matrizes que podem ser utilizadas
como veiculo de transporte da CUR sdo polimeros formados a partir de fibras
alimentares. Essas fibras séo tipos de carboidratos que sdo metabolizados apenas

guando chegam no cdlon, ou seja, liberam a CUR apenas na regido onde os tumores
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se encontram. A QUIT é um desses polimeros baseados em fibras alimentares e, por
ser biocompativel e biodegradavel, é utilizada em inUmeras aplicacbes médicas
(TANG; FANG; NG, 2020). Existem estudos que ja a usaram em conjunto com a CUR
visando o tratamento de CC (CHUAH et al., 2013; JYOTI et al., 2016), mostrando que
esse polimero € uma boa opcéo para transportar o composto ativo. Pelas razbes

apresentadas, o trabalho ir& utiliza-la como veiculo de transporte da CUR.
3.1.2. Quitosana

Ha 160 anos, o fisiologista francés Charles Rouget aplicou calor a quitina em
meio alcalino e descobriu que um material insolivel se formava a partir desse
processo. Apenas 35 depois, em 1894, o fisiologista e quimico alemao Felix Hoppe
Seyler criou o termo QUIT para esse composto e, 56 anos mais tarde, sua estrutura
quimica, exibida na Figura 3.2, foi definida (MORAMKAR; BHATT, 2021).

CH,OH

CH,0H

Figura 3.2 — Estrutura quimica da QUIT.

O monbémero da QUIT, quitina, € o segundo polissacarideo mais abundante
depois da celulose, o que contribui para o seu baixo custo. Ela tem origem natural e é
encontrada principalmente em micrébios como fungos, microalgas, leveduras, insetos
(abelhas e baratas) e em organismos aquaticos tal qual moluscos, camarbes e
lagostas (MORAMKAR; BHATT, 2021).

A QUIT é um copolimero formado de glucosamina (2-amino-2-deoxi-B-d-
glucopiranose) e N-acetilglucosamina (2-acetamina-2- deoxi-B-d- glucopiranose). O
peso molecular desse polimero varia de 300 a 1000 kDa e o seu grau
desacetilenizacdo pode estar entre 30 e 90%. Uma vantagem do ponto de vista

comercial, é que ela soluvel em meio aquoso &cido, tornando o0 seu processamento
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mais pratico (CHUAH et al., 2013; MORAMKAR; BHATT, 2021; TANG; FANG; NG,
2020).

A biocompatibilidade da QUIT garante que ela ndo cause reagdes adversas ao
corpo humano e, além disso, ela é biodegradavel e seus subprodutos sdo de fécil
remocao e metabolizaveis pelas bactérias do colon. Dependendo da sua derivagéo e
protocolo de sintese, ela exibe atividade antimicrobiana em pH acido devido ao fato
gue seus grupos amino existem em forma cationica. Essas propriedades a tornam um
material promissor para aplicagcbes médicas (CHUAH et al., 2013; MORAMKAR;
BHATT, 2021).

Na area do desenvolvimento de transportadores de drogas para liberacéo
localizada, particulas de QUIT se mostram funcionais contra tipos de cancer como de
bexiga, pele, pulméo, pancreas e de célon, o enfoque do trabalho (JYOTI et al., 2017,
MORAMKAR; BHATT, 2021). A propriedade que torna esse polimero uma boa
alternativa no tratamento dessas malignidades € sua mucoadesividade, que faz com
que suas particulas figuem aderidas aos tecidos e prolonguem o tempo de residéncia
do farmaco, aumentando a eficiéncia do tratamento (SENTHIL KUMAR et al., 2020).
Isso se deve a propriedade polieletrolitica catibnica da QUIT, que oferece uma robusta
interacao eletroestatica com a superficie negativamente carregada da mucosa (TANG,;
FANG; NG, 2020).

Em relacdo ao tratamento do CC, um tempo de contato prolongado é essencial
quando é feita uma terapia com polifendis como a CUR (TANG; FANG; NG, 2020).
Como citado no paragrafo anterior, a mucoadesividade da QUIT atende a esse
requisito e, além disso, Deng e colaboradores (2019) sugerem que, se o polimero
estiver na forma de MP, a adesao aos tecidos é ainda melhor.

Sumarizando as informagfes apresentadas, MPQUIT s&o bons veiculos de
transporte para a CUR visando o tratamento de CC. Essas particulas foram
produzidas usando técnicas com polimerizagdo por emulsdo (JYOTI et al., 2016,
2017), gelatinizagdo ibnica, polimerizagédo eletrolitica (AKOLADE et al., 2018) e
conjugacao quimica (SARANYA et al., 2018). Todavia, nesse trabalho, serd usado um
método alternativo de preparacdo, que consiste em incorporar a CUR em MPQUIT
através de IAFSC.
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3.2. IMREGNACAO SUPERCRITICA

Um grupo de tecnologias baseadas no uso de fluidos supercriticos, em especial
CO2 supercritico tem sido estudado como uma alternativa para incorporar ou
encapsular farmacos em particulas transportadoras. Esse grupo de técnicas inclui a
rapida expansdo de solucdes supercriticas (RESS), formacdo de particulas de
solucbes saturadas de gases (PGSS), precipitacdo por antissolvente supercritico
(SAS), extracdo supercritica de emulsdes (SFEE) e IAFSC (GANAN et al., 2020).

O CO: supercritico € quase sempre 0 solvente usado nestes processos por
uma série de motivos. O principal deles é que seu ponto supercritico é facilmente
atingivel do ponto de vista operacional, sendo 73,8 bar e 31 °C. Além disso, ele é
considerado um solvente verde por ndo apresentar impacto ambiental significativo, o
que o torna ainda mais atrativo, e, devido a natureza do processo e sua formacao
gasosa em temperatura e pressdo ambiente, pode ser facilmente separado ao final do
processo (KRIVOKAPIC et al., 2021).

O grande diferencial dos fluidos supercriticos em relacdo a outros solvente sdo
suas propriedades Unicas, que sdo uma mescla caracteristicas de liquidos e gases,
como densidade semelhante a dos liquidos, alto poder de solvatacdo, baixa
viscosidade e coeficiente de difusdo e transferéncia de massa aumentados. Essas
vantagens os tornam candidatos para substituir solventes convencionais em varias
aplicac6es da industria (AMERI; SODEIFIAN; SAJADIAN, 2020).

No contexto da incorporacdo de farmacos em polimeros, dentre 0s processos
que empregam o CO2 supercritico, a IAFSC se destaca devido a sua praticidade na
aplicacdo. Como nessa técnica ha duas etapas independentes, a sintese da particula
e a impregnagédo em si, é possivel manipular cada uma delas separadamente. O
resultado desse controle permite a formacédo de um veiculo de transporte de droga
com a morfologia e quantidade de farmaco impregnado desejados (AMERI,;
SODEIFIAN; SAJADIAN, 2020).

Em relagdo aos métodos mais tradicionais, as técnicas mais usadas para
incorporar farmacos em matrizes polimeéricas envolvem misturar solugdes do polimero
e da droga ou submergir a matriz polimérica em uma solu¢do contento o composto a
ser impregnado. Apesar dessas técnicas serem relativamente mais simples, elas nédo

permitem um controle tdo preciso quanto o do processo em questdo das
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caracteristicas da morfologia e da quantidade impregnada (AMERI; SODEIFIAN;
SAJADIAN, 2020; KRIVOKAPIC et al., 2021).

O mecanismo da IAFSC tem trés etapas: solubilizagdo do composto ativo pelo
solvente, dilatacdo da matriz polimérica na fase supercritica e difusdo do composto
ativo para o interior do polimero. Ao final do processo, a despressurizacao possibilita
a retirada do solvente da matriz, deixando o farmaco impregnado nela. O CO:
supercritico € um bom solvente para impregnar substancias apolares, mas caso o
composto de interesse seja polar, cossolventes polares como ET, acetona ou metanol
podem ser utilizados para aumentar a eficiéncia do processo (CEJUDO BASTANTE
et al., 2019; GRACIA et al., 2018).

Existem ainda diferentes metodologias para serem usadas na IAFSC. A
primeira é em modo estatico (ou batelada), que consiste na pressurizacdo de uma
célula de impregnacdo que contém o polimero e a substancia a ser impregnada,
mantendo contato com o solvente sob agitacdo. A segunda € o modo dinamico (ou
semicontinuo) cuja Unica diferenca em relagdo ao estatico € que ha a passagem de
um fluxo de CO:2 pela célula. O primeiro modo de operacao é o mais utilizado por ser
0 mais simples, além disso, para que a impregnacdo dinamica seja eficiente, é
necessario fazer um estudo de qual seria a vazado que proporcionaria o melhor tempo
de contato entre solvente e polimero (AMERI; SODEIFIAN; SAJADIAN, 2020;
CEJUDO BASTANTE et al., 2019; DIEZ-MUNICIO et al., 2011).

Os fenbmenos que ocorrem durante o processo da IAFSC também sdo um
ponto importante quando a técnica é aplicada aos polimeros. No momento em que o
FSC penetra na matriz, ocorre a dilatacéo e a plasticizacao dela, pois o solvente da
mobilidade as cadeias poliméricas. Isso faz com que a porosidade do material
aumente, facilitando a difusdo do composto ativo, e haja também a formacao de poros,
criando sitios para suportar as moléculas do farmaco e melhorar sua estabilidade na
matriz (GANAN et al., 2020; OPARIN et al., 2021).

Apesar da plasticizacdo e a dilatacdo serem benéficas para o processo, €
necessario ter um conhecimento prévio sobre possiveis modificacbes que elas
possam impor ao material. Se uma temperatura ou pressdo muito alta for utilizada, a
plasticizacdo pode modificar as propriedades mecanicas do polimero, o que,
dependendo de sua aplicacéo, pode ser um problema. Em geral, quando os polimeros
sdo usados como veiculo de transporte de farmacos, suas propriedades mecanicas

nao sao tao relevantes, mas, se a impregnacédo for feita em um suporte de uma
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prétese, caracteristicas que devem estar de acordo com normas técnicas podem ser
alteradas e inviabilizar o material. Normalmente, a temperatura de transicao vitrea (Tg)
€ 0 parametro avaliado para verificar o impacto de possiveis alteragcbes (CEJUDO
BASTANTE et al., 2019; OPARIN et al., 2021).

Além das alteracfes fisicas que ocorrem na matriz polimérica, a insercédo do
composto ativo nela pode acarretar mudancas na sua estrutura quimica. Quando o
farmaco é depositado no material, grupos funcionais como hidroxila, amina ou
carbonila tanto dos mon6meros quanto da substancia impregnada podem formar
fortes interacBes intermoleculares. A ocorréncia desse fenbmeno é, geralmente,
positiva, pois garante mais estabilidade do farmaco na matriz, mas também pode
impactar nas propriedades mecanicas do material. A presenga de uma substancia
externa na rede de cadeias poliméricas altera a microestrutura e, consequentemente,
as propriedades mecanicas do material. As implicacdes disso sdo as mesmas citadas
no paragrafo anterior, podendo ser problematicas dependendo da aplicacdo (CEJUDO
BASTANTE et al., 2019).

Em relacdo ao objetivo do trabalho, a IAFSC ja foi usada para incorporar CUR
em matrizes poliméricas. Um estudo feito por Gracia e colaboradores (2018) buscou
impregnar o polifenol em filmes de PLGA. A técnica foi feita usando trés cossolventes
para melhorar a solubilidade da CUR, que foram acetona, ET e metanol, sendo que a
presséo utilizada era 150 bar e a temperatura, 45 °C. O melhor resultado foi obtido
usando acetona como cossolvente, atingindo uma eficiéncia de 84,3%, seguido de
metanol (66,5%) e ET (65,8%). A impregnacéo feita com os trés cossolventes superou
a eficiéncia de encapsulamento da CUR em PLGA por SAS (45%) e o método
tradicional, que consiste em submergir o polimero na solucdo do composto com o

solvente, dobrando a eficiéncia em relagéo a esse método.

3.2.1. Equilibrio Termodinamico

O conhecimento da solubilidade de um soélido em fluidos supercriticos é
essencial para os processos que utilizam esses solventes. Essa informacéo, em
conjunto com dados experimentais, permite a modelagem matematica do processo,
que é o primeiro passo para sua otimizacao e scale up para escala industrial. Além
disso, também possibilita uma andlise qualitativa para estimar sua viabilidade (SHI et
al., 2017; ZHAO et al., 2020).
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Alguns estudos fazem a modelagem de solutos em meio supercritico usando
equacbes de estado tradicionais, mas, devido dinamica da interacdo entre a
substéancia ativa e o solvente, uma abordagem mais simples pode ser utilizada. Como
o FSC é insoluvel na fase sélida, o equilibrio termodindmico do sistema se assemelha
a dissolucéo de um solido em um liquido. A partir dessa hipétese, em 1982, o modelo
de Chrastil foi criado (Equacao 1), que era capaz de predizer a solubilidade (S) de um
soluto a partir da densidade do FSC (p), temperatura (T) e parametros ajustaveis (K,
a e B). Esse modelo é bastante usado na literatura pela sua simplicidade, tendo
aderéncia a dados experimentais, assim como equacfes de estado tradicionais
(ZHAN et al., 2017).

lnS=klnp+%+ﬁ )

Como o uso de cossolvente em processos que envolvem fluidos supercriticos
€ bem frequente, uma caréncia que o modelo de Chrastil possui é justamente nao
levar em conta a presenca de um solvente organico secundario. Por esse motivo, uma
modificacdo do modelo de Chrastil (Equacao 1) feita por Gonzélez (2001) foi criada
para descrever a solubilidade de sélidos em meio supercritico de CO2 com a presenca
de um cossolvente. Ela também possibilita a predicdo da solubilidade em casos que
0 cossolvente esta em grande quantidade de tal maneira que o solvente ndo € mais
classificado como FSC, mas sim como gases expandidos em liquidos. No modelo
abaixo, y> e y3 se referem as fragcbes molares do soluto e do cossolvente, d é a
densidade da mistura, T é a temperatura e k, y, C1 e C2 sdo parametros ajustaveis.
(CUNICO; TURNER, 2017)

lnygzklnd+ylny3+%+cz @)

Consultando a literatura, é possivel encontrar dados de solubilidade da CUR
em CO:2 supercritico (ZHAN et al.,, 2017) e em CO2 expandido em ET (CUNICO;
ACOSTA; TURNER, 2017). A fracdo molar de saturacdo da CUR em CO:2 supercritico
é na ordem 10-%° enquanto, em CO2 expandido em ET, ela atinge a magnitude de 10
3, Como uma alta solubilidade no solvente é essencial para o processo de

impregnacao supercritica, é provavel que realizar essa técnica em um meio composto
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de CO:2 expandido em ET seja mais vantajoso. Esse motivo justifica a escolha de

utilizar altas concentracdes ET como cossolvente no processo.

3.2.2. Influéncia das Variaveis do Processo

Existem quatro variaveis que séo frequentemente estudadas no processo de
impregnacdo supercritica. A influéncia da pressdo, temperatura, taxa de
despressurizacdo e tempo sao pontos bastante explorados na literatura, sendo que
0s trés primeiros possuem diversas peculiaridades em cada caso (AMERI;
SODEIFIAN; SAJADIAN, 2020).

A pressao tem uma influéncia dupla no processo de impregnacao supercritica.
Primeiro, ela tem um efeito sobre a difusdo do composto ativo na matriz polimérica,
sendo que, quanto maior seu valor, menor a mobilidade das moléculas, o que acaba
prejudicando a transferéncia de massa. Entretanto, ela também interfere diretamente
na densidade do FSC, que modifica a solubilidade do composto ativo. Com isso, 0
aumento da pressédo aumenta também a densidade do solvente e promove uma maior
solubilidade, o que também favorece o processo de difusdo por aumentar o gradiente
de concentracdo entre o FSC e a matriz polimérica (DIEZ-MUNICIO et al., 2011;
MENDEZ-SANTIAGO; TEJA, 1999). Por esses motivos, 0 Unico jeito de saber se
valores maiores ou menores de pressao irdo favorecer a impregnacao € realizando

experimentos.

O comportamento da temperatura é semelhante ao da presséo nesse contexto,
pois também influéncia a difusdo e a solubilidade do composto ativo. A diferenca é
que o aumento da temperatura favorece a transferéncia de massa, enquanto, em
relacdo a solubilidade do composto ativo, o resultado do seu incremento € incerto. Por
um lado, o aumento da intensidade das interacdes intermoleculares aumentaria a
solubilidade, porém, também diminui a densidade do FSC. Essa peculiaridade faz com
gue seu efeito sobre a solubilidade seja incerto, mas, em geral, sabe-se que em
pressoes relativamente baixas o aumento da temperatura diminui a solubilidade e, em
pressdes relativamente altas, a aumenta. O problema desse pressuposto esta em
determinar qual seria essa faixa de pressfes, 0 que sO pode ser feito a partir de
experimentos que determinem a solubilidade do composto ativo no solvente (KIKIC;
VECCHIONE, 2003). Como os dados de solubilidade da CUR em CO:2 expandido em

ET ja sdo conhecidos, € possivel responder essa questdo e concluir que o aumento
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da temperatura é sempre benéfico a solubilidade (DIEZ-MUNICIO et al., 2011). Outro
ponto importante € que estudos demonstram que a CUR sofre degradacéo térmica a
partir de 60 °C (CUNICO, ACOSTA e TURNER, 2017), logo, essa é a temperatura
limite do processo para se trabalhar com esse composto.

A taxa de despressurizacao interfere mais na morfologia da microestrutura da
matriz polimérica do que na transferéncia de massa do processo. A literatura aponta
gue o uso de menores taxas de despressurizagdo preservam a microestrutura do
material, enquanto a rapida despressurizac¢ado pode danificar a matriz e destruir partes
da microestrutura, podendo liberar parte do composto ja impregnado (YOKOZAKI et
al., 2015).

O aumento do tempo tem uma influéncia sempre positiva na impregnagao.
Quanto maior a duragdo do processo, maior serd a quantidade do composto ativo
impregnada até que seja atingido o valor de saturacdo da substancia na matriz
polimérica (MARIZZA et al., 2016).

3.2.3. Métodos Analiticos para a Quantificacdo da Curcumina Impregnada em

Polimeros

A quantidade de curcumina incorporada em matrizes poliméricas, em métodos
como gelatinizag¢do idnica ou encapsulamento, pode ser quantificada analisando o
residual desse composto que permaneceu na solu¢cdo usado no preparo das
particulas. Dessa forma, é possivel saber quanto do farmaco foi adicionado ao
material a partir daquilo que restou do processo comparado ao que foi usado
inicialmente. Essa analise pode ser feita com um espectrofotdbmetro medindo a
absorbancia (AKOLADE et al.,, 2018; FAHIMIRAD et al., 2021; EL-MAADAWY;
MOHAMED; HANNA, 2022).

Tratando-se de IAFSC, analisar a solucéo residual da impregnacdo nao e
interessante em varios casos, pois a solubilidade do composto ativo em alta pressao
€ maior do que aquela em condigbes ambientes, podendo ser uma solucéo
supersaturada sem a presenca do fluido supercritico. Sendo assim, uma alternativa é
realizar uma extracdo liquido-liquido da curcumina nas particulas impregnadas,
usando um solvente diferente do utilizado no processo, como metanol, e fazer uma

analise por espectrometria ou HPLC, semelhante ao que foi feito por Chuah (2013).
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3.3. MODELOS DE LIBERACAO DE FARMACOS

O conhecimento da maneira como se comporta a taxa de liberacéo de farmacos
a partir de matrizes transportadoras € essencial para sua aplicacdo. Dependendo da
droga e do tratamento, uma taxa baixa e constante pode ser mais vantajosa, como é
0 caso quando a amenizacédo de inflamacgdes é visada. Por outro lado, uma taxa alta
gue esgota a substancia ativa rapidamente pode ser a melhor solucao tratando-se de

impedir infec¢des locais apos procedimentos cirurgicos (JAROSZ et al., 2016a).

A literatura indica que os modelos utilizados para descrever a liberacdo de
farmacos a partir de MPQUIT s&o: Modelo de Ordem Zero, Primeira Ordem, Higuchi
e Korsmeyer-Peppas (HE et al., 2020; ZOU et al., 2015). Abaixo, no Quadro 3.1, foi
colocada a equacéo referente a cada modelo bem como uma breve explicacéo de sua

aplicacéo.

Quadro 3.1 - Modelos de liberacéo de farmacos para MPQUIT (equagéo e descri¢ao).

Modelo Equacéo Descricao
M Taxa de liberacao
Ordem Zero M—' = kt constante e independente
) do tempo.
o M Liberac&o exponencial do
Primeira Ordem ln(l S ) = kt )
M., farmaco.
Liberacdo de farmacos a
Higuchi ﬂ — ktl/2 partir de matrizes que néo
M.
degradam ou expandem.
M Difuséo, expanséo e
Korsmeyer-Peppas In— = nint + Ink ) . _
- dissolugdo da matriz.

O modelo de Ordem Zero supde uma taxa de liberacédo constante do farmaco.
Esse comportamento é associado a degradagédo da matriz polimérica, sendo esse 0
fator que controla o processo (ABBASNEZHAD et al., 2021; HUANBUTTA et al.,
2021).
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A segunda equacéao do Quadro 3.1, modelo de Primeira Ordem, trata-se de um
perfil exponencial, em que a dissolucdo e geometria da matriz também € levada em
conta. O inicio do processo de liberacdo é semelhante ao da Ordem Zero, tendo uma
rapida liberacdo da substancia, mas a taxa decai com o tempo devido a mudanca no
gradiente de concentracdo no meio (ADEPU; KHANDELWAL, 2020).

O modelo de Higuchi tem como fundamento basico a liberacéo de farmacos em
pele humana. Apesar de sua premissa inicial ndo tdo ser abrangente, algumas
suposi¢coes do seu modelo o tornam interessante para explicar alguns fendbmenos.
Sua equacédo considera que o meio onde o composto € liberado tem a concentracao
do principio ativo constante e que a concentracdo do farmaco no polimero € muito
maior que a sua solubilidade no meio. Além disso, supde-se que ha uma difusdo

estavel ocorrendo e apenas em uma dire¢do (ELMAS et al., 2020).

O quarto modelo apresentado no quadro 3.1, Korsmeyer-Peppas, baseia-se
num mecanismo de difusdo assim como o de Higuchi e permite uma avaliacdo do
fenbmeno a partir do valor de n. Se n < 0,5 o polimero for categorizado como um filme
fino, ha a presenca de um mecanismo semi-Fickiano. Para n igual a 0,5, entende-se
gue a liberacdo do farmaco é controlada por difusdo Fickiana. Quando 0,5<n<1, 0
mecanismo segue um transporte anémalo (difusdo e degradacéo) e nigual a 1 indica
gue o controle é pela degradacéo (ELMAS et al., 2020; ABBASNEZHAD et al., 2021).

A selecao do modelo que melhor representa o fenémeno da liberagéo pode ser
feita a partir da analise matemética de dados de experimentos em que o polimero com
o farmaco é imerso numa solucéao de PBS (pH 7,4) sob agitacdo a temperatura de 37
°C. Essas condi¢des simulam o processo de liberacdo do composto ativo na regiao
do intestino, cujo pH fica em torno de 7,5. A liberacdo da substancia ao logo do tempo
pode ser determinado a partir da absorbancia de aliquotas coletadas em diferentes
tempos, havendo uma curva de calibracdo previamente definida para o composto de
interesse (KARRI et al., 2016; FAHIMIRAD et al., 2021; EL-MAADAWY; MOHAMED;
HANNA, 2022).
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4. MATERIAIS E METODOS

A metodologia tem trés etapas. Na primeira, a CUR foi incorporada as
particulas de QUIT, seguindo um planejamento experimental 22, considerando como
variaveis a pressao do processo e a concentracdo de cossolvente etanol em relagcéo
a concentracdo de CO2. O objetivo foi encontrar experimentalmente a condi¢cdo que
agrega a maior quantidade de CUR ao polimero. Na sequéncia, foram realizadas
andlises de MEV e FTIR das particulas antes e apds o processo de impregnacao,
tendo como meta verificar a ocorréncia de mudancgas na morfologia ou na estrutura
qguimica do polimero. A terceira etapa consistiu na realizacdo de experimentos de
liberacdo da CUR em uma solucédo de PBS a temperatura de 37 °C, simulando as
condi¢cdes do corpo humano, seguido da modelagem matemética do processo de
liberagdo, considerando os modelos apresentados no Quadro 3.1. As estruturas do
Laboratério de OperacBes Unitarias e Laboratorio de Microanalise e Microscopia

foram utilizadas durante os experimentos.

) —

Figura 4.1 — Fluxograma de blocos das etapas constituintes da metodologia.

4.1. Materiais

Os reagentes quimicos utilizados nos experimentos foram QUIT de médio
peso molecular (200-800 cP 1% m/m em acido acético, Sigma-Aldrich), CUR (98%
m/m, Ambeed), Metanol (Quimica Moderna, PA, 95%) e Etanol Abs (Merck, PA). O

CO:2 usado nos experimentos foi fornecido pela Air Products (99,9% de pureza).
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4.2. Metodologia da Impregnacéao

O procedimento de impregnacéo supercritica foi realizado no Laboratério de
Operacdes Unitarias da PUCRS em um equipamento cujo fluxograma é ilustrado na
Figura 4.1. Em cada experimento, 100 mg de QUIT e 20 mg de CUR foram
adicionados dentro da célula de impregnacéao (4), sendo que cada um dos compostos
foi contido por suportes de metal com a intencdo de evitar contato entre eles antes do
processo iniciar. A razdo massica utilizada e separacao do polimero e composto a ser
impregnado seguiram o procedimento descrito por Gracia et al (2018). Depois, ET foi
adicionado de acordo com a quantidade desejada de cossolvente junto com um
bastdo magnético para promover agitacdo do meio e, entdo, a escotilha do recipiente

era fechada.

n

@

o gk

2 2 ———— 2 5
3 4

Figura 4.2 — Fluxograma do equipamento da célula de impregnacao supercritica. Legenda: 1 —
cilindro de CO2; 2 — vélvula de blogueio; 3 — bomba seringa; 4 — célula de impregnacao com sistema

de aquecimento; 5 — valvula micrométrica com sistema de aquecimento.

A temperatura da célula de impregnacao (4) foi mantida constante em 55 °C
a partir do controle feito pela propria resisténcia de aquecimento. Esse valor de
temperatura ndo promove a degradacdo térmica da CUR e possui dados de
solubilidade e densidade de mistura na literatura para auxiliar em futuros experimentos
de modelagem do processo. Na sequéncia, a bomba seringa (3) era carregada com
CO2 do cilindro (1) para pressurizar a linha anterior a valvula de bloqueio (2) até a
pressdo do experimento. Quando a pressao atingia o valor requerido, a valvula de

bloqueio foi aberta lentamente enquanto a bomba seringa estabilizava a presséo entre
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a linha e a célula de impregnacéo até o valor do experimento. Assim, 0 processo de
impregnacdao foi iniciado e mantido por uma hora e trinta minutos. Ao final de cada
experimento, a célula foi despressurizada a uma taxa de 10 bar/min e a QUIT foi

armazenada em um tubo falcon para ser analisada posteriormente.

4.2.1. Planejamento experimental

Um planejamento experimental fatorial 23 foi realizado para avaliar qual a
condicdo de percentual de cossolvente e pressdo que resultaria em um maior
percentual de impregnagédo da CUR na QUIT. Os trés niveis de percentual em base
molar de cossolvente utilizados foram 50%, 60% e 70%, indicados na coluna ET %
(percentual molar de etanol no solvente) na Tabela 4.1. Essas quantidades de etanol
foram utilizadas porque estdo dentro da faixa de equilibrio conhecida na literatura
(CUNICO, ACOSTA e TURNER, 2017). A massa de etanol colocada dentro da célula
de impregnacédo em cada experimento foi calculada pela equacao de estado Soave-
Redlich-Kwong Preditiva em conjunto com o Software iiSE. Os niveis de pressao
foram 100 bar, 150 bar e 200 bar, utilizados também porque h& dados de equilibrio
para essa faixa de pressdo (CUNICO, ACOSTA e TURNER, 2017). Todos os
experimentos foram realizados a temperatura constante de 55 °C e taxa de
despressurizacdo de 10 bar/min. O tempo de processo foi de 1 hora e 30 minutos,
sendo mais curto do que os experimentos feitos em outros estudos, apenas com a

intencdo de avaliar o comportamento inicial da impregnacéo.

Uma andlise estatistica ANOVA foi aplicado nos dados obtidos para verificar
se a diferenca entre os tratamentos € significativa. A tabela 4.1 descreve as condi¢cdes
de cada experimento.

Tabela 4.1 — Condic8es investigadas no planejamento experimental da impregnacéo de CUR em

QUIT, indicando a faixe de pressao em bar e o percentual molar de etanol em relagdo ao COa.

Experimento Pressdo (bar) ET (%)
1 100 50
2 100 60
3 100 70
4 150 50
5 150 60
6 150 70
7 200 50
8 200 60
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9 200 70 |

O parametro que foi avaliado como resultado no planejamento experimental
foi a eficiéncia de impregnacao em percentual (Eficiéncia %). O seu calculo é descrito
pela equacao 2, em que CURimpregnada € @ CUR que foi incorporada a QUIT e CURinicial

a CUR introduzida na célula de impregnacéo.

CURimpre_r,"i nda {mg}
——= * 1009
CUR{H!’G:G.‘ ) "Jr':' (2)

Eficiéncia % =

4.2.2. Andlise Estatistica

A andlise estatistica do planejamento experimental foi feita baseada em
estudos que avaliaram a influéncia de parametros de processo de impregnacao
supercritica na quantidade de composto ativo impregnado (AREDO et al., 2019;
JARLES et al., 2023). Foi feita uma analise ANOVA seguida do Teste de Tukey,
considerando um intervalo de confianca de 95%, para avaliar diferencas significativas

entre a pressao e o percentual de etanol utilizado.

4.3. Quantificacao da Impregnacao

A quantificacdo da CUR impregnada foi feita baseada nas técnicas usadas
por Chuah (2013) e Akolade (2018). A QUIT utilizada em cada experimento (100 mg)
era armazenada em tubo Falcon e imersa em 40 mL de metanol. A solucao foi
submetida a agitacdo por 20 min para realizar uma extracdo liquido-liquido do
composto impregnado, sendo uma amostra dela filtrada e diluida 1:5 para ser
analisada por espectrofotometria a partir do equipamento UV-VIS UV-M51 Bel
Photonics. O comprimento de onda utilizado foi 425 nm. Previamente foi preparada
uma curva de calibrag&o para a curcumina em metanol, cujo intervalo de concentracao
foi de 6.10° e 2.10* mg/mL, (Equacdo 3). Esta curva (Equacdo 3) expressa a
concentragdo de CUR em mg/mL (R? de 0,9968), sendo x o logaritmo natural da

transmitancia e y a concentracdo de CUR (mg/mL).

y = 0,0022x + 0,01 3)
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4.4. Microscopia Eletrénica de Varredura das Particulas de Quitosana
Foi feita a MEV da QUIT utilizada nos experimentos. Esse procedimento foi
realizado no Laboratério Central de Microscopia e Microanalise da PUCRS, usando o
equipamento MEV-FEG Inspect F50 (FEI). Foram utilizados aumentos 100 a 10.000
vezes, HV de 25,00 kV, spotentre 3,5e 5,0e WD de 10,34 11,5 mm de para visualizar
a microestrutura do polimero e identificar e o diametro das particulas. Esse
procedimento foi realizado antes e depois do processo de impregnacdo supercritica

para averiguar mudancas resultantes da incorporagdo do composto no polimero.

4.5. FTIR

As andlises FTIR das MP foram feitas num intervalo de nimero de onda de
3800 cm a 800 cm, sendo a amostra analisada assim como recebida. Utilizou-se o
espectrofotometro Frontier MIR+SP10 STD (PerkinElmer) com 16 varreduras e
acessorio de UATR. Essa técnica foi empregada para comparar as ligacdes quimicas
presentes no polimero antes e depois da impregnacao e identificar qualquer tipo de

mudanca, semelhante ao que foi feito por Bastante (2019).

4.6. Ensaio de Liberacdo da CUR

A liberacdo da CUR foi avaliada meio fisiol6gico simulado por meio de um
procedimento adaptado da metodologia de KARRI et al. (2016). As particulas
impregnadas eram imersas numa solucao de PBS (pH 7,4) e mantidas a 37 °C com
agitacao constante por determinados intervalos de tempo (2, 5, 10, 20, 30, 60, 90,
120, 150 e 180 min), sendo feito em triplicata. Ao término de cada intervalo de tempo,
a solucao era filtrada e analisada por espectrofotometria, utilizando o equipamento
UV-VIS UV-M51 Bel Photonics, num comprimento de onda de 424 nm. Previamente,
uma curva de calibragéo foi produzida a partir de experimentos com o padrédo de CUR
num intervalo de concentracdo de 2.102e 1.10° mg/mL, em meio PBS. A Equacéo 4
descreve a equacdo obtida pelo ajuste (R? igual a 0,963), sendo x o logaritmo natural

da transmitancia e y a concentracdo de CUR em mg/mL.
y=0,1727x + 0,7939 (4)

4.6.1. Modelagem Matemética da Liberacéo

A modelagem matematica foi feita para quatro modelos: Ordem Zero, Primeira

Ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas. O ajuste das curvas foi feito pelo método do
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minimo quadrado e a fungéo objetivo (Fobj) € apresentada na Equacgédo 5, em que Mexpt
e Meqt S@0, respectivamente, a massa experimental de CUR e massa tedrica

(calculada pela equacao do modelo) para um tempo t.

Fobj = z(M expt — M eqt)2 (5)
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5. RESULTADOS

Os resultados deste estudo de impregnacgdo supercritica da curcumina em
quitosana, a partir do uso das metodologias apresentadas no item 4 sdo apresentados

a sequir.
5.1. Impregnacéao Supercritica

Os resultados da impregnacgéo a alta pressao da curcumina em quitosana,
aplicando o planejamento experimental é mostrado na Tabela 5.1. Nas condi¢des
estudadas a eficiéncia de impregnacao variou entre 8,5 e 15,8%, demonstrando a
influéncia das duas variaveis estudas, pressdo e concentracdo de etanol, na
incorporacao do principio ativo ao polimero, sendo a maior quantidade de curcumina
impregnada 3,16 mg. A partir da andlise estatistica concluiu que ndo ha diferenca
significativa entre os diferentes percentuais de ET utilizados nos experimentos, assim
como entre as pressodes de 100 e 150 bar. Isso conclui que a presséo de 200 bar gera
uma maior quantidade de CUR impregnada na QUIT, sendo indiferente a quantidade
de ET utilizado na faixa de 50 a 70% molar.

Tabela 5.1 — Eficiéncia de impregnacéo de curcumina em quitosana em diferentes pressdes (100 -
200 bar) e percentuais de etanol (50% - 70%) a 55 °C com taxa de despressuriza¢ao de 10 bar/min.

Letras iguais (a e b) indicam que n&o hé& diferenga significativa considerando um intervalo de

confianca de 95%.

Press3do (bar) ET (%) Eficiéncia (%)

100 50 8,5?

100 60 9,9°

100 70 10,4°
150 50 10,0°
150 60 10,9°
150 70 11,6°
200 50 12,8°
200 60 13,0°
200 70 15,8°

A escolha do cossolvente no processo de IAFSC foi feita devido ao incremento
na solubilidade da CUR no fluido pressurizado, pois, o fator limitante na maioria dos
processos que envolvem esse composto era sua solubilizagdo, sendo assim, se
pensou que a utilizagdo do ET teria grande impacto na eficiéncia do processo.

Entretanto, mesmo com a os valores de solubilidade da CUR quase dobrando ao



42

alterar a quantidade de ET de 50% para 70% na faixa de pressodes trabalha (CUNICO;
ACOSTA; TURNER, 2017), ndo houve uma diferenca significativa em relacdo a
eficiéncia. Isso ocorre porque, ao aumentar a quantidade de ET, diminui-se a de COg,
fazendo com que decaia a difusividade do fluido do processo e a transferéncia de
massa (DIEZ-MUNICIO et al., 2011). Apesar desse contraponto, ndo significa que o
ET possa ser descartado, pois, sem sua presenca, a solubilidade da CUR diminuiria
107 vezes (ZHAN et al., 2017).

Em relacéo a influéncia da pressao nos resultados, a explicacdo para o seu
efeito na eficiéncia também envolve mais de um aspecto. Por um lado, o seu
incremento diminui a difusividade do processo por limitar a movimentacdo das
moléculas e, por outro, aumenta a solubilidade da CUR no fluido pressurizado. Esse
argumento € semelhante ao apresentado para o aumento da quantidade de etanol no
processo, mas ha um outro fator que é caracteristico da IAFSC que explica a
diferenca: a plasticizacao do polimero. O aumento da pressao também faz com que a
desorganizacdo da microestrutura do polimero intensifique, podendo aumentar a
porosidade do mesmo e favorecer a deposi¢cao do composto ativo na matriz (JARLES
et al., 2023). Nas imagens obtidas por MEV (Figura 5.2), é possivel visualizar essa
mudanca no material, reforcando essa hipotese. Em suma, a pressdo de 200 bar
promoveu uma maior modificagdo na estrutura cristalina do polimero e aumentou a
eficiéncia do processo, enquanto nas pressodes de 100 e 150 bar, esse fen6meno pode

nao ter ocorrido da mesma forma.

5.2. Microscopia das microparticulas

A Figura 5.1 mostra a imagem obtida da microscopia da MPQUIT obtida por
MEV. A partir das medicdes feitas no software do proprio equipamento, foi
determinado que o didmetro das particulas enquadra o polimero na escala micro. Além
disso, é possivel observar o formato caracteristico de folhas da QUIT.

A amostra selecionada para as andlises MEV foi aquela preparada na
condicao de 200 bar e 70% molar de cossolvente. Na Figura 5.2 sdo apresentadas as
microscopias comparativas entre a QUIT impregnada e sua amostra de QUIT original.
Analisando as imagens, notou-se que o processo deformou as particulas do polimero
levemente, o que j& era esperado devido ao fendmeno da plasticizacdo, que é
caracteristico da técnica (KIKIC; VECCHIONE, 2003).
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Figura 5.1 — Imagem da MEV da QUIT antes da impregnacao.

No aumento de 10000 vezes, fica evidente que a microestrutura foi afetada
durante o processo de impregnacédo, perdendo o seu formato original. Além disso, é
possivel observar, nas imagens da QUIT impregnada, pequenas estruturas aderidas
na superficie do polimero o que sugere que a CUR fica depositada,
predominantemente, na superficie da QUIT. Os resultados do teste de liberacéo
indicam uma liberacédo rapida do composto inicialmente, reforcando a hipétese que a

maior parte da CUR esta deposita na superficie do polimero.
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Figura 5.2 — Imagens comparativas entre QUIT impregnada usando 200 bar de presséo e 70% de

etanol como cossolvente e QUIT ndo impregnada.

5.3. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

A andlise FTIR teve com objetivo identificar a presenca de CUR impregnada
nas MPQUIT a partir de diferencas nas ligag6es quimicas do polimero. Na Figura 5.3,
estd o espectro de transmitancia do infravermelho de amostras de QUIT pura (curva
preta), CUR (curva vermelha) e QUIT impregnada com CUR (curva azul). A amostra
impregnada utilizada foi submetida a um processo a 200 bar usando 70% de etanol
na composicéo de cossolvente. A deposi¢do do composto ativo na matriz polimérica
pode ser notada a partir da andlise desse espectro e das semelhancas entre as
curvas.

Analisando o espectro da QUIT impregnada com curcumina (curva azul na
Figura 5.3) percebe-se alteragBes relevantes comparando com a curva de QUIT
original (espectro preto). Essas mudancas s&o resultantes ndo apenas da
impregnacao de CUR na QUIT (que também possuem grupos OH), mas também de
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ET. O estudo conduzido por Gracia et al (2018) identificou que uma certa quantidade
de ET pode permanecer no polimero apds a impregnacao e o espectro obtida nessa
analise mostrou evidéncias que esse fenbmeno também ocorreu nesse caso.

106

100

90

80

709

%T

60

504

404

30+

4000 3500 3000 2500 2000 1500

cm-1
Nome Descri¢ao
Quitosana Pura pura
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Figura 5.3 — Espectro infravermelho de amostras de QUIT, CUR e de QUIT impregnada com CUR na

condicéo de 200 bar de presséo e 70% de cossolvente.

Na Figura 5.3, a banda referente a ligacdo O-H, por volta de 3300 cm,
superposto pela banda de N-H, é mais evidente quando comparado ao do espectro
da QUIT pura, que pode ser atribuida ao acréscimo alcoois e fendis a matriz (etanol e
curcumina) (CEJUDO BASTANTE et al., 2019). Outra banda que também ficou mais
expressivo apés o processo, foi em 2978 cm™, que é referente a vibracéo do grupo -
C-H de metila e metilenos, proveniente do etanol, e em 2870 cm?, relacionado a
ligacédo C-H da curcumina (BARBOSA et al., 2019). Em 1597 cm™, temos a banda do
anel benzénico (CHEN et al., 2015), que aumentou sua intensidade devido a presenca
desse grupo na molécula de CUR. A deformacéo simétrica angular de CHs3 (1376 cm-
1) foi intensificada pela presenca de ET. As bandas de C-O aromaético (1282 cm™) C-
O e C-O-C (1052-1030 cm?) ficaram mais expressivas, sendo isso um resultado da
adicao de CUR.

A partir das informacdes obtidas pelo espectro na Figura 5.3, ndo € possivel

afirmar que houve a formacédo de interacdes intermoleculares fortes entre a QUIT,

1000
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CUR ou ET. Isso indica que o processo de impregnacao estudado promove apenas

uma adsor¢do dos compostos na matriz polimeérica.

5.4. Curva de Liberacdo de Curcumina

Os experimentos para avaliar a curva de liberacdo da CUR foram feitos com
trés ensaios em meio fisioldgico simulado de amostras de MPQUIT impregnadas com
CUR a 200 bar e utilizando 70% de ET como cossolvente. O resultado referente a
essa etapa consta na Tabela 5.2, que expressa a fragdo M/M- em funcao do tempo.
O termo M- refere-se a massa acumulada total de CUR liberada durante todo o
experimento e M:é a massa liberada em um tempo t.

Tabela 5.2 — Dados experimentais da liberagdo de CUR em meio fisioldgico simulado a partir de

amostras MPQUIT impregnadas com CUR a 200 bar, usando 70% de ET como cossolvente, numa

solugéo de PBS (pH 7,4) a 37 °C e agitacdo constante.

2 0,14 +1,1.107
5 0,29 +6,6.103
10 0,44 +4,4.103
20 0,58 +3,8.10°3
30 0,73 £5,1.10°
60 0,85+5,5.103
90 0,92 +4,6.103
120 0,99 £ 3,3.10°
150 1,0+£0,0
180 1,0£0,0

Na Quadro 5.1, é apresentada a modelagem matematica dos dados
experimentais de liberacdo da Tabela 5.2 para os quatro modelos estudados. Nas
equacgles expostas no Quadro 5;1, Mt e M- tem o mesmo significado descrito no

paragrafo anterior e as letras “n” e “k” sdo parametros ajustaveis de cada modelo.

O modelo de Ordem zero ndo obteve um coeficiente de determinacao
satisfatorio, além de sua curva nao estar visualmente proxima da dados
experimentais. Como a premissa dessa equacéo € de que a degradacdo da matriz
polimérica controla a liberagédo do farmaco, ja € possivel constatar que esse fendbmeno
nao o que controla o processo. O estudo feito por Sun, Sheng e Yang (2021)

demonstrou que a degradacédo da quitosana em PBS é proxima a 10% de sua massa
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nas primeiras 24 horas, que ndo aparenta ser um valor suficiente para provocar uma

liberacao significativa do farmaco no tempo de experimento avaliado.

Quadro 5.1 - Parametros e R? obtidos a parir dos experimentos de liberagdo da CUR para os modelos
Ordem Zero, Primeira Ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas.

Equacéo Parametros

Ordem Zero — =kt k =8,24.103 0,748
Moo
) . Mt
Primeira Ordem In (1 - —> =kt k=-4,28.107 0,990
Moo
. . Mt 1
Higuchi — = kt2 k =9,03.107 0,898
Moo
Korsmeyer- M k =-5,06
In (—t) — nin(t) + In(k) 0,971
Peppas Moo n=28,26.10"

O segundo modelo avaliado, o de Primeira Ordem, foi que obteve o melhor
coeficiente de determinacao. Sua curva ficou préxima a dos dados experimentais no
inicio do processo, mostrando que ele se ajustou bem a rapida liberacdo de CUR. Um
ponto que foi levantando na analise das imagens de MEV das MPQUIT impregnadas
com CUR foi que a maior parte do composto estaria impregnado na superficie. 1sso
condiz com o que foi observado por Jarosz et al. (2016): o farmaco depositado na
superficie do material é liberado rapidamente, ocorrendo uma diminuicdo da taxa

guando restam apenas as moléculas nos intersticios.

O quarto modelo avaliado possui um R? com um valor préximo ao de primeira
ordem e sua curva esta relativamente préxima a dos dados experimentais. O valor de
n obtido (0,826) indica que 0 mecanismo que controla o processo € anémalo e ocorre

degradacéo e difusdo ao mesmo tempo. Como citado, ocorre uma certa degradacgao
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da QUIT no meio de PBS (SUN; SHENG; YANG, 2021), que ndo demonstrou ser tdo
significativa a ponto de controlar o processo. Em relacdo a difusdo, o modelo de
Higuchi, que também se baseia na difusdo, néo foi satisfatério, o que pode indicar que
a equacao do modelo de Korsmeyer-Peppas possui um resultado numericamente

bom, mas néo explica devidamente o fenébmeno da liberacdo da CUR das MPQUIT.

O modelo de Primeira Ordem foi considerado como o melhor para descrever
a liberagdo de CUR das MPQUIT. Primeiramente, porque obteve um resultado
numericamente melhor no seu coeficiente de correcéo, além de sua curva no final da
liberacdo estar mais proxima a dos dados experimentais, mostrando que pode prever
melhor o fim do processo. Outro fator importante é que foi o tnico com uma justificativa

tedrica plausivel.

fracdo

1

A
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0,7
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Figura 5.4 — Curvas de liberagdo de CUR em meio fisiolégico simulado: dados experimentais e

tedricos.

A Tabela 5.3 mostra um comparativo entre a média do médulo do erro entre
os dados tedricos e experimentais para cada um dos modelos avaliados. Verifica-se
que os modelos de Primeira Ordem e Korsmeyer-Peppas foram os que também
obtiveram as menores médias de erro, tendo valores relativamente proximos de

desvio padrédo. Essa é uma outra maneira de quantificar os desvios de cada modelo,
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reforcando que o de Primeira Ordem e o de Korsmeyer-Peppas tiveram resultados

matematicamente proximos.

Tabela 5.3 — Média dos erros (médulo) em relagdo aos dados experimentos e desvio padrdo dos

mesmo para cada modelo tedrico avaliado.

Modelo Médiado Erro  Desvio Padrao
Ordem Zero 1,71E-01 9,59E-02
Primeira Ordem 2,12E-02 2,21E-02
Higuchi 6,87E-02 4,82E-02
Korsmeyer-Peppas 2,94E-02 1,90E-02

Em relacdo ao CC, os dados experimentais de liberacdo mostram que a
concentracdo de CUR no meio fisioldgico simulado atingiu um pico de 48 UM e se
manteve acima de 20 pM até a marca de 120 min. A literatura mostra que
concentracfes superiores a 2,5 UM ja apresentam efeitos contra células desse tipo
cancer, porém, para tempos superiores a 24 horas (SU et al., 2018; WATSON et al.,
2010). Isso sugere que as MP liberam quantidades suficiente de farmaco para
induzirem apoptose ou inibir a proliferacdo celular, mas € necesséario avaliar se o

tempo em que isso ocorre € suficiente para ter um impacto significativo.
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6. CONCLUSAO

A impregnacdo assistida por fluido supercritico usando etanol como
cossolvente se mostrou uma alternativa promissora para a confeccdo de
microparticulas de quitosana impregnadas com curcumina. As condicdes de 200 bar
de pressao foram as que promoveram as maiores quantidades de curcumina
impregnada no polimero, sendo que a analise estatistica do planejamento
experimental indicou que ndo houve diferenca significativa para os diferentes
percentuais de etanol utilizados, considerando um nivel de significancia de 95%.

A partir das analises de MEV é possivel concluir que houve uma modificagéo
na microestrutura do polimero e uma deposicdo de curcumina predominantemente na
superficie do mesmo apés a impregnacao. Essa hipotese foi reforcada a partir do perfil
de liberacdo obtido nas analises posteriores.

O modelo de liberacdo de farmaco que mais se enquadrou com o perfil
apresentado pelos testes em meio fisioldgico simulado com as particulas foi o de
primeira ordem. Ele descreveu satisfatoriamente o processo que ocorre, sendo uma
liberacdo rapida inicialmente, que evolui para uma mais gradativa. Ainda, esses
experimentos indicaram que as microparticulas liberaram concentragdes entre 20 e
48 uM do composto ativo nos primeiros 120 min, que esta dentro da faixa de relatada
na literatura que propicia efeitos de combate as células de cancer do coélon.

Como sugestdes para trabalhos futuros, as mais relevantes séo realizar testes
em meio fisiolégico simulado da acdo dessas particulas contra células de cancer de
cOlon e realizar um estudo da quantidade de curcumina impregnada nas particulas ao
longo do tempo. Ambas as etapas se complementariam, pois sera possivel identificar
as concentragfes de curcumina necessarias para inibir ou induzir apoptose e o tempo
de processo necessaria para que as microparticulas de quitosana atinjam essas

condicoes.
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