/)

),
a¥Y Raquel de Melo Barbosa

UNICAMP

%,

“PREPARO E CARACTERIZAGCAO DE NANOPARTICULAS
LIPIDICAS COMO CARREADORES DO ANESTESICO LOCAL
DIBUCAINA”

Campinas, 2013






A
‘;.\" UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

UNICAMP
INSTITUTO DE BIOLOGIA

Raquel de Melo Barbosa

“PREPARO E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS
LIPIDICAS COMO CARREADORES DO ANESTESICO
LOCAL DIBUCAINA”

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia como parte dos requisitos
exigidos para obtencéo do Titulo de
Doutora em Biologia Funcional e
Molecular, na area de Bioquimica.

Orientadora: Profa. Dra. Eneida de Paula

Coorientadora: Profa. Dra. Daniele Ribeiro de Araujo

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
TESE DEFENDIDA PELA ALUNA RAQUEL DE MELO
BARBOSA E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. ENEIDA

DE PAUMJ\MA/I

e A
L)Ssinatum dalOrientadora

Campinas, 2013

iii



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Ana Marria Rabetti - CRB 8/2471

Barbosa, Raquel de Melo, 1975-

B234p Preparo e caracterizagao de nanoparticulas lipidicas como carreadores do
anestésico local dibucaina / Raquel de Melo Barbosa. — Campinas, SP : [s.n.],
2013.

Orientador: Eneida de Paula.
Coorientador: Daniele Ribeiro de Araujo.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Biologia.

1. Nanoparticulas lipidicas solidas. 2. Carreadores lipidicos nanoestruturados.
3. Anestésicos locais. 4. Dibucaina. I. Paula, Eneida de,1963-. Il. Araujo, Daniele
Ribeiro de. lll. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. IV.
Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Preparation and characterization of lipid nanoparticles as carriers of
local anesthetic dibucaine

Palavras-chave em inglés:

Solid lipid nanopatrticles

Nanostructured lipid carriers

Local anesthetics

Dibucaine

Area de concentracdo: Bioquimica

Titulacao: Doutora em Biologia Funcional e Molecular

Banca examinadora:

Eneida de Paula [Orientador]

Marlus Chorilli

Marco Vinicius Chaud

Lucimara Gaziola de La Torre

Marcelo Bispo de Jesus

Data de defesa: 14-11-2013

Programa de Pés-Graduacao: Biologia Funcional e Molecular


http://www.tcpdf.org

Campinas, 14 de novembro de 2013

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Eneida de Paula (orientadora) — /\ [Pt
L/Ju/s%matura P 4
Prof. Dr. Marlus Chorilli %{&_ )
~  Assinatura
~
Prof. Dr. Marco Vinicius Chaud Y =N — X IN\_ )
Assinatura
. E; > ")
Profa. Dra. Lucimara Gaziola de La Torre A{Ja«ﬁ‘ﬁﬁ% __
ra
==

Dr. Marcelo Bispo de Jesus

— /ssinatura
Dra. Cintia Maria Saia Cereda
Assinatura
Prof. Dr. Francisco Benedito Teixeira Pessine
Assinatura
Prof. Dr. Newton Andréo Filho
Assinatura



Vi



Resumo

Nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) e carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC)
tém sido utilizados com sucesso como sistemas de liberacado modificada. O anestésico
local dibucaina (DBC) foi encapsulado em SLN e NLC objetivando aplicacéo topica,
para melhora de sua disponibilidade reducao de efeitos adversos. As nanoparticulas
lipidicas foram preparadas pelas técnicas de sonicagéo (Son) ou homogeinizacdo a alta
pressao (HP), sendo utilizados palmitato de cetila (CP) ou miristato de miristila (MM)
como matrizes lipidicas soélidas, acrescidos (NLC) ou ndao (SLN) de uma mistura de
triglicerideos de acido caprico e caprilico; poloxamer 188 foi usado como tensoativo. A
DBC encapsulada foi quantificada por metodologia validada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. As andlises fisico-quimicas compreenderam diametro médio,
potencial zeta, distribuicdo de tamanhos e morfologia das nanoparticulas, percentual de
encapsulacao além de medidas de calorimetria exploratéria de varredura (DSC),
espectroscopia de infravermelho (FTIR), ressonéncia paramagnética eletrénica (RPE) e
difracdo de raios X a baixo angulo (SAXS). Medidas in vitro do perfil de liberacao do
farmaco, da estimativa de fluxo, deformacéo e elasticidade das particulas através de
membranas artificiais e de toxicidade em cultura de células (fibloblastos 3T3 e
queratindcitos HaCat) foram feitas. A estabilidade das amostras foi avaliada em funcéo
do tempo e testes de antinocicepcéao (tail flick, em ratos Wistar) foram usados para
avaliar a atividade terapéutica in vivo. O didametro médio das particulas de SLN e NLC
produzidas foi similar (ca. 200nm). A estabilidade fisica das nanoparticulas foi
satisfatéria por até 240 dias de armazenamento a 4 °C, principalmente para NLCyw/HP
com e sem DBC, sugerindo que a metodologia de HP produz particulas mais estaveis.
Todas as formulagbes apresentaram eficiéncia de encapsulagao maior que 70%, sendo
que NLCyuDBC/HP apresentou a maior encapsulacado (90,54 + 0,95%). Medidas de
FTIR e DSC revelaram a DBC molecularmente dispersa na matriz lipidica das
nanoparticulas. Quanto a organizacao molecular das SLN e NLC, resultados de SAXS
indicaram a existéncia de arranjos lipidicos lamelares no interior das SLN, n&o alterados
pela adicdo da DBC; as medidas de RPE com marcadores de spin doxil-estearato
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revelaram espectros compativeis com bicamadas, com maior organizagdo molecular
dos lipidios das SLN e NLC, ap6s insercao da DBC. Ensaios in vitro confirmaram a
liberacdo modificada da dibucaina associada as particulas, governada por difusdo de
Fick. Tanto a elasticidade quanto o fluxo das particulas in vitro apresentaram baixos
valores evidenciando deposicdo das mesmas nas membranas com poros de 30 nm. A
citotoxicidade intrinsica da DBC sobre ambos os tipos celulares foi reduzida apds
encapsulacado nas SLN e NLC. O efeito analgésico in vivo da DBC a 0,05% aplicada
topicamente (dispersa em gel de carbopol) aumentou significativamente apos
encapsulacao nas formulacbées, em particular para SLNcpDBC liofilizada com o
crioprotetor maltose. Assim, formulacdes de dibucaina em SLN ou NLC, preparadas
com MM ou CP mostraram-se promissoras como bases para produtos farmacéuticos de
liberacdo modificada, para anestesia dérmica.

Palavras-Chave: @ Nanoparticulas  lipidicas  sélidas, carreadores lipidicos

nanoestruturados, anestésicos locais, dibucaina.
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Abstract

Solid lipid nanoparticles (SLN) and nanostructured lipid carriers (NLC), intended for
topical application, were successfully prepared as sustained release systems for the
encapsulation of the local anesthetic dibucaine (DBC), aiming to reduce its toxic effects
and to improve its availability. The particles were prepared by two differents procedures:
sonication (Son) or high pressure homogenization (HP), employing either cetyl palmitate
(CP) or myristyl myristate (MM) as the solid lipid matrix, in the presence (NLC) or
absence (SLN) of a mixture of capric and caprylic acids; poloxamer 188 was used as
surfactant. DBC was quantified through a validated HPLC procedure. Physico-chemical
analysis of the nanoparticles included measurements of size distribution, zeta potential,
morphology, DBC encapsulation efficiency, as well as exploratory scanning calorimetry
(DSC), infrared spectroscopy (FTIR), electron paramagnetic resonance (EPR) and small
angle X-ray scattering (SAXS) tests. In vitro analysis of the release profile, flow and
elasticity of the particles were performed through artificial membranes while toxicity was
tested in 3T3 fibroblasts and HaCaT keratinocytes in culture. Stability of the formulations
as a function of time was also measured. The therapeutic activity of the formulations
was determined using antinociception tests (tail flick) in Wistar rats. SLN and NLC
produced by both methodologies were similar (~200 nm), but HP produced more stable
nanoparticles. The physical stability of the nanoparticles was satisfactory during a
storage period of 240 days, especially for NLCywHP with or without DBC. All
formulations showed encapsulation efficiencies higher than 70%, the greatest being
assigned for NLCyuDBC/HP (90.54 * 0.95%). FTIR and DSC revealed that DBC was
molecularly dispersed in the lipid matrix of the nanoparticles. As for the SLN and NLC
molecular packing, SAXS diffractrograms indicated the existence of lamellar repeats in
SLN core region, which were not disturbed by the addition of DBC while EPR data with
doxyl stearate probes revealed spectra compatible with bilayers, with higher molecular
order in the presence of DBC. In vitro assays confirmed the prolonged release of
dibucaine from the nanoparticles, by Fickian diffusion. Nanoparticles’s elasticity and flow
were low showing deposition on the surface of 30 nm pore membranes. The intrinsic



cytotoxicity of DBC against both cell types was decreased, when encapsulated in SLN
and NLC. The in vivo analgesic effect of 0.05% DBC topically applied (dispersed in
carbopol gel) was significantly prolonged in the nanoparticle formulations, largely for
SLNcpDBC lyophilized with maltosis as crioprotector. In conclusion, dibucaine
formulations in SLN or NLC prepared with MM or CP are promising for the development
of pharmaceutical products intended for prolonged dermal anesthesia.

Keywords: Solid lipid nanoparticles, nanostructured lipid carriers, local anesthetics,
dibucaine.
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1. Introducao
1.1. Dor

Atualmente, grandes pesquisas em todo mundo estao voltadas ao estudo da dor e
seus métodos supressores. Felizmente estes sdo temas muito discutidos e avaliados
dentro da area médica (Goldberg & McGee, 2011). A dor pode ter origem fisica e/ou
psiquica e caracteriza-se como aguda ou crbnica. A forma aguda da dor possui um
caréater transitorio e constitui-se em um sintoma de alerta para que o individuo procure
auxilio médico especializado. Dores crénicas podem perdurar por meses Ou anos,
dependendo da gravidade e tratamento, porém tém carater subjetivo, e sua percepcao
varia de acordo com a condi¢do de cada ser vivo (Saastamoinen et al., 2005).

Quando a dor evolui para um estado cronico torna-se um problema de saude
publica, podendo causar morbidade, absenteismo, incapacidade temporaria ou
permanente, com um 6nus tanto para servicos médicos como para as companhias de
seguro. De acordo com os dados de 2008 do Medical Expenditure Panel Survey dos
Estados Unidos, aproximadamente 100 milhdes de adultos naquele pais foram afetados
por dores crénicas (Gaskin & Richard, 2012). Foi ainda verificada uma reducao drastica
na produtividade do trabalhador e aumento no custo com saude - de U$ 261 a
300/pessoa/ano tendo como base o valor de US$ 4.250, gasto anualmente com
pessoas sem qualquer sintoma doloso. Assim, fica claro o alto custo gerado por este
sintoma, que requer tratamentos médicos adequados e direcionados. Os autores
observaram ainda que o custo anual com o tratamento de dores crénicas foi maior que
os relacionados com doencas cardiacas, canceres e diabetes (Gaskin & Richard, 2012).

No mundo estima-se que 20% dos adultos sofrem com algum tipo de dor e 10%
sdo recém-diagnosticados com dor cronica a cada ano, sendo uma das razdées mais
frequentes das consultas médicas (Goldberg & McGee, 2011).

Em 2011, no Brasil, por determinacao do Conselho Federal de Medicina, a dor
passou a ser uma darea de atuacdo ndao s6 de anestesistas ou neurologistas, mas

também de clinicos gerais, acupunturistas, neurocirurgides, ortopedistas,



reumatologistas e fisiatras. Esta iniciativa governamental visou aumentar o nimero de
profissionais médicos focados no tema, evitando que a dor, principalmente a crdnica,
seja negligenciada.

De acordo com Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor, a dor é subtratada e
um sintoma frequente no ambiente hospitalar. Apesar de sua fundamental importancia,
ela ainda é avaliada e tratada inadequadamente, favorecendo sintomas desagradaveis
quase sempre associados a um processo destrutivo tecidual, real ou potencial do corpo
(Merskey & Bogduk, 1994, Cavalcanti et al., 2004).

A dor pode ser de origem nociceptiva (agressdo quimica, mecanica ou térmica),
fundamental para a preservacao da integridade do individuo, pois alerta para a
ocorréncia de lesées no organismo, ou neuropatica - quando iniciada ou causada por
disfuncao que compromete primariamente componentes do Sistema Nervoso - sendo
esta mais comum em ambientes hospitalares e ndo obrigatoriamente ligada a uma
leséo tecidual (Merskey & Bogduk, 1994, Rang et al., 2011).

A dor neuropatica é uma dor espontanea e referida nos locais em que se
observam alteracées de fungdes neuroldgicas (Merskey & Bogduk, 1994). Ela pode,
dessa forma, se manifestar em locais nao evidentes e a sua fisiopatologia relaciona-se
com diversas funcbes neuroquimicas (sensibilizacdo dos receptores, liberacdo de
substancias excitatorias pelo sistema nervoso simpatico, e.g., noradrenalina (como no
caso da inflamacdo neurogénica) e/ou modificacdes plasticas dos neurdnios
(adaptacoes fisicas e neurovegetativas)) (Hall et al., 2006).

Varias alternativas tém sido propostas para o tratamento da dor tais como:
mesoterapia (Pastor, 2010), estimulacdo elétrica transcutdnea (Dailey et al., 2011;
Dailey Dana et al., 2013), acupuntura (Dorsher, 2011), psicoterapia, hipnose (Castel et
al., 2007) e, mais rotineiramente, o tratamento medicamentoso, que inclui a utilizacao
de analgésicos/antiinflamatérios, opidides (Dworkin et al., 2007; de Leon-Casasola,
2013), antidepressivos (Alba-Delgado et al., 2012) e antipsicéticos (Khojainova et al.,
2002), anestésicos gerais e locais (Verghese & Hannallah, 2010).

Os analgésicos/antiinflamatérios, tais como cetoprofeno, indometacina,

diclofenaco, piroxicam, betametasona e prednisolona, sdo destinados a dores leves a



moderadas (como no tratamento de artrite, bursite, cefaleias e dismenorréias). Os
opidides, como codeina, buprenorfina e metadona, sao utilizados no tratamento de
pacientes com dores viscerais intensas (cancer, célicas renais e infarto do miocéardio)
(Yaksh & Wallace, 2010).

Nos ultimos anos a utilizagdo de antidepressivos (como amitriptilina, imipramina e
paroxetina) vem sendo considerada uma poderosa aliada no tratamento da dor crénica
neuropatica (com ou sem “depressao reativa”, a qual surge em resposta a um estresse
identificavel, tais como: perdas, doencas fisicas importantes ou utilizacdo de
medicamentos) e/ou por nocicepcao (Jain & Jain, 2011, Bras et al., 2010). Podem-se
citar exemplos de antipsicoéticos, tais como: fenotiazinicos, tioxantenos, piperidinas e
butirofenonas, que sdo empregados no tratamento da dor crénica em geral, sendo mais
utilizados para dores neuropaticas. J& os anticonvulsivantes contribuem na reducéo das
dores neuropaticas (Tremont-Lukats et al., 2000).

Os anestésicos gerais eliminam a dor com amnésia, perda da consciéncia e da
motricidade do individuo (auséncia de resposta a estimulos nocivos). Normalmente,
concentram-se no tecido adiposo, mas sdo bem distribuidos em todas as partes do
corpo, com principal local de acao no sistema nervoso central (Wouden & Miller, 2012).
A anestesia geral € comumente administrada por inalagdo ou por via intravenosa. Os
anestésicos inalatérios em uso corrente sao Oxido nitroso, halotano, enflurano,
isoflurano, sevoflurano e desflurano. Idealmente, os anestésicos gerais inalatorios
devem caracterizam-se pela indugédo rapida e agradavel da anestesia e recuperagao
desta, alteracdes rapidas da profundidade, relaxamento adequado da musculatura
esquelética e ampla margem de seguranca (Wouden & Miller, 2012). Na administracao
de anestésicos gerais por via intravenosa ha mais flexibilidade e uso de doses menores
gue nos inalatérios, porém exige-se maior monitorizacdo para evitar a depressao bulbar
grave, de dificil reversdo quando comparado aos inalatérios. Como exemplos de
anestésicos gerais intravenosos atualmente em uso tém-se: etomidato, quetamina,
barbitaricos com rapida inducéo (tiopental que induz anestesia cirdrgica em segundos)
e propofol (formulacao intralipidica, também de acao ultracurta) (Patel et al., 2010).



A conducédo nervosa de um determinado estimulo (quimico, fisico ou elétrico)
(Carvalho, 1994) resulta em aumento gradativo da permeabilidade da membrana aos
ions de sbédio, com consequente carga positiva no potencial de membrana e
propagacao do potencial de agao ao longo das fibras nervosas (Mclure & Rubin, 2005).
Essas fibras, mielinizadas ou ndo e com grandes ou pequenos diametros, sao
classificadas de acordo com o tamanho, velocidade de conducgao e funcdo (motora ou
sensitiva) (Becker & Reed, 2012). A Figura 1 apresenta um esquema representativo da

propagacao de um estimulo nervoso.
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Figura 1. Esquema representativo da propagacao de um estimulo nervoso.

Os anestésicos locais evitam ou aliviam a dor por bloquearem reversivelmente o
processo de excitagdo-conducdao em nervos periféricos (Butterworth & Strichartz, 1990;
Catterall & Mackie, 2010; Becker & Reed, 2012).

1.2. Anestésicos locais

Em 1860, a cocaina, primeiro anestésico local (AL) descrito e extraido das folhas
do arbusto da Coca, foi isolada por Nieman, na Alemanha. Nienam, assim como outros

quimicos da época, experimentou o componente e observou entorpecimento da lingua



(Catterall & Mackie, 2010). Os parametros fisiolégicos da cocaina foram estudados e
divulgados por Sigmund Freud e, em 1884, Carl Koller introduziu a cocaina na pratica
clinica como anestésico topico para cirurgia oftalmica (McLure & Rubin, 2005). O uso
da cocaina espalhou-se rapidamente pela Europa e América para emprego em
anestesia local e regional (Ruetsch et al., 2001). No entanto, poucos anos depois, em
virtude de sua alta toxicidade e alto potencial de dependéncia quimica, cientistas
iniciaram uma pesquisa para identificar substitutos sintéticos da cocaina (Ferreira &
Martini, 2001; Catterall & Mackie, 2010). Em 1905, Einhorn e colaboradores
sintetizaram a procaina a qual se tornou um protétipo para os ALs, por quase meio
século (Catterall & Mackie, 2010). Novas pesquisas em busca de ALs seguros
propiciaram a descoberta de varios outras substdncias sintéticas com atividade
antinociceptiva, tais como benzocaina, prilocaina, lidocaina, mepivacaina, bupivacaina,
ropivacaina, levobupivacaina entre outros (Strichartz, 1987; de Paula & Schreier, 1996;
Malamed, 2001).

Os ALs mais usados atualmente sdo compostos quimicos anfifilicos, ou seja,
possuem regido hidrofilica (polar) e hidrofébica (apolar) separadas por um ester ou por
uma ligacdo amidica intermediaria (Figura 2). A parte polar da estrutura caracteriza-se
pela presenca, em geral, de uma amina terciaria ou quaternaria e a parte apolar por um
anel aromatico. A natureza da ligacao é importante, pois define inUmeras propriedades
do AL, incluindo sua biotransformacéo (Weiniger et al., 2010; Becker & Reed, 2012).

A estrutura quimica dos AL é bastante variavel (Malheiros et al., 2004), tal que
outras categorias de compostos (além dos amino-ésteres e amino-amidas) foram
descritas como: amino-carbamatos, amino-cetonas, alcodis, tio-ésteres, tio-amidas,
derivados da uréia, ésteres fosféricos poliéteres ou amidas (Gupta, 1991). Além destes
compostos sintéticos, existem compostos naturais com propriedades anestésicas, como
as toxinas ciguatoxina, batracotoxina e brevetoxina (Pérez et al., 2011).

Dentre os ALs mais utilizados na clinica médica, os que possuem uma ligagao
éster entre o grupo aromatico e a cadeia intermedidria sdo denominados amino-ésteres
e quando h& uma ligacdo amida entre a cadeia intermediaria € o grupamento aromético,

sédo conhecidos como amino-amidas (Figura 2) (McLure & Rubin, 2005).



A relacdo estrutura / atividade diferencia os ALs quanto a poténcia, tempo de
laténcia, duracdo do efeito farmacolégico e tipo do bloqueio (sensorial / motor)
(Strichartz, 1987). A porcao lipossoluvel do AL, conferida pela presenca do anel
aromatico, é responsavel por sua penetragcdo nas membranas bioldgicas. Variagdes da
cadeia intermediaria influenciam tanto a poténcia anestésica quanto a toxicidade
(Crystal et al., 2007). Por fim, o grupamento amina (porcao ionizavel da molécula), pH
dependente, pode ser alterado de forma a favorecer a maiores quantidades de AL
protonado (NH**) ou neutro (NHy) (Strichartz, 1987).

Anel aromatico ~ Ligacao Amina terminal
intermediaria

® Ester

Il
(O /
(R) C-0-C A
(®) o  Amida \®
I
-NH-C-C-

®-> Substituicoes alifaticas: aumentam a solubilidade lipidica do anestésico.

Amina terminal- quando forma terciaria (lipossoluvel), quando quaternaria
carregada positivamente (hidrossoluvel)

Figura 2. Estrutura quimica geral dos anestésicos locais (adaptado de Becker & Reed,
2012).

A forma ionizada tem maior solubilidade aquosa e é responsavel pela
redistribuicdo do AL entre meios aquosos adjacentes as membranas. Quando ocorre a
desprotonacao deste grupo amino (em pH acima do seu pKa), ha também o aumento
da hidrofobicidade da molécula, uma vez que a forma neutra tem maior particdo em
membranas biologicas (onde se difunde para atingir seu local de agéo), e,



consequentemente, menor solubilidade em agua. Assim, a prevaléncia das formas
protonada ou neutra determina a velocidade de acdo do AL (Carvalho, 1994).

Farmacologicamente, os ALs promovem o bloqueio reversivel da conducao
nervosa na membrana axonal devido a inibigdo do processo de excitagdo-condugdo em
nervos periféricos, impedindo a condutancia do ion soédio e, consequentemente, a
deflagracdo do potencial de acdo (Li et al., 1999) apds aplicacdo local e em
concentragdes adequadas (Covino, 1986; Hass, 2002; Katzung et al., 2009).

A Figura 3 apresenta esquematicamente o mecanismo de acao dos ALs, os quais
contemplam nao sé a interacdo com receptores especificos nos canais de sodio
voltagem-dependente presentes nas membranas excitaveis das fibras nervosas, mas
também interacdo com fase lipidica membranar. Dessa forma, ha o bloqueio reversivel
da condutancia dos ions sodio impedindo a deflagracdo do potencial de agao (Li et al.,
1999; Fraceto et al., 2006). A afinidade dos ALs é maior para receptores especificos
nos canais de sédio voltagem-dependente abertos, e menor quando os mesmos estao
fechados (Mclure & Rubin, 2005).

Canal de sodio voltagem
4. ALH® dependente
Meio extracelular
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ALH* AL  Anestésico local desprotonado
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/7

H* AH  Anestésico local protonado
Figura 3. Representagdo esquematica do mecanismo de agao dos ALs apresentando a
interacdo de moléculas protonadas e desprotonadas com a fase lipidica membranar e

vias de acesso ao(s) sitio(s) de acédo na proteina canal de sodio voltagem-dependente
(adaptado de Fraceto et al., 2006).



Em geral os ALs de uso clinico sdo bases fracas, possuem altos valores de pKa
(entre 7,8 e 9,0) e sdo administrados sob a forma de cloridrato (forma protonada ou
catibnica), mais soluvel (McLure & Rubin, 2005). Assim, em virtude dos altos valores de
pKa dos ALs, prevalece em pH fisiolégico do sangue a forma protonada, com menor
particao e capacidade de bloqueio do nervo (Gupta, 1991; McLure & Rubin, 2005).

Os sitios de ligacao para os ALs nos canais de sédio voltagem dependentes até
agora descritos mostram a ligagdo da forma protonada — no portdo de inativagao,
situado no lado citoplasmatico do canal (Narahashi et al., 1970) e da forma neutra no
interior da bicamada lipidica (Ragsdale et al., 1994, 1996). O bloqueio da condutancia
ibnica ocasionada pela interacdo dos ALs com fase lipidica membranar se da pela
modificacdo e desorganizagdo dos canais de sodio voltagem-dependente, apontando a
relacao entre a hidrofobicidade do AL e sua poténcia anestésica (de Paula & Schreier,
1996). Além disso, a introducao (particao) dos ALs (neutro) na bicamada lipidica
ocasiona a formacao de sitios transientes os quais facilitam a ligacao desses farmacos
ao(s) sitio(s) de ligacao dos canais de sddio voltagem-dependente (Fraceto et al., 2006;
de Paula et al., 2008).

A poténcia e duragao de acao dos ALs estao fortemente correlacionadas com sua
hidrofobicidade, visto que a associacdo dos ALs na fase lipidica membranar
(membranas neuronais), aumenta sua distribuicdo para seus locais de acao (receptores
especificos nos canais de sodio voltagem-dependente), minimizando a taxa de
metabolismo pelas esterases plasmaticas e/ou enzimas hepéticas. A biotransformacéo
dos ésteres e amidas ocorre, respectivamente, pela acdo das enzimas colinesterases
plasmaticas e nos microssomos hepaticos. O acido para-aminobenzéico (derivado de
compostos do tipo éster) é produto de degradacdo, e estd associado a reacbes
alérgicas nos pacientes. No entanto, os AlLs do tipo amino-amidas nao sé&o
metabolizados em acido para-aminobenzdico e os relatos de reacdes alérgicas a estes
agentes sdo extremamente raros (Covino, 1986).

Os efeitos adversos dos ALs podem ser divididos em trés categorias: toxicidade
local, toxicidade sistémica (quando absorvidos) e reacdes alérgicas. Os efeitos toxicos

locais podem manifestar-se por neurotoxicidade, com alteragdes neuroldgicas



transitorias, ou por miotoxicidade. A toxicidade sistémica (situagdo mais grave) inclui
alteragcbes no sistema nervoso central (casos mais raros) e cardiovasculares
(Dippenaar, 2007; Rang et al., 2011). O desenvolvimento de sinais e sintomas
relacionados a toxicidade dos AlLs esta diretamente relacionado com localizagao e
técnica de bloqueio, fatores de riscos individuais do paciente, dose administrada,
adequacao do tratamento e a concentracdo do farmaco no plasma (Neal et al., 2010).
No entanto, a concentragdo do farmaco no plasma vai depender da taxa de absor¢ao a
partir do local administrado (Dippenaar, 2007). A Tabela 1 mostra os sintomas e sinais

de uma overdose de AL ao nivel do sistema nervoso central e sistema cardiovascular.

Tabela 1. Sintomas e sinais de um quadro clinico de overdose de anestésicos locais
(Dippenaar, 2007; Mercado & Weinberg, 2011).

Sistema nervoso central Sistema cardiovascular

|. Fase inicial

|. Fase inicial

Parestesia
Zunido nos ouvidos

Confusao

Hipertenséo

Taquicardia

Il. Fase excitacao

Il. Fase intermediaria

Tremores

Agitacao

Convulsdes

Depresséao do miocardio (contratilidade
deprimida das fibras miocardicas)
Diminuicéo do débito cardiaco
Hipotensao progressiva

lll. Fase depressora ou inibitoria
(elevacao da dose)

[ll. Fase Terminal

Perda de consciéncia
Coma

Depresséo respiratoria

Vasodilatagao periférica
Hipotensao grave
Bradicardia sinusal
Defeitos de conducéo
Disritmias




A dibucaina (DBC) é um dos mais potentes anestésicos locais e tem acéo
prolongada (4 horas de duracdo, com dose maxima de 1mg/kg) (Crystal et al., 2007),
mas a sua baixa solubilidade aquosa (de Paula & Schreier, 1995, 1996) limita a sua
utilizagdo por via infiltrativa. Devido a sua toxicidade, a DBC na sua forma injetavel foi
retirada do mercado norte-americano, mas continua a ser muito popular fora dos EUA
como anestésico por via espinhal. Os sinais e sintomas de uma overdose por DBC
relacionam-se com alteracdes no sistema nervoso central e sistema cardiaco e incluem
convulsdes, hipoxia, acidose, bradicardia, arritmias e paradas cardiacas (Dayan et al.,
1996; Curtis et al., 2009; Hanzlicek & Van der Merwe, 2010) (Tabela 1).

1.3. Dibucaina

A DBC, AL do tipo amino-amida, € um derivado da quinolona, sua estrutura
quimica é diferenciada dos demais ALs de uso clinico pela presenca de um anel
quinolinico com um grupo butil ligado por uma ligacao éter (Figura 4) (Strichartz, 1987;
de Paula et al., 2012). Este anel grande e rigido impde restricoes a molécula e modula
a sua interacdo com as membranas (Kuroda & Fujiwara, 1987; Kuroda et al., 1996;
Lorite et al., 2009). Além disso, da mesma forma que os outros ALs, a DBC coexiste
tanto na forma neutra como na forma de cations de aménio, em pH 7,4. Como o pKa do
grupamento amina terciario da DBC é de 8,3 (Malheiros et al., 2004), em pH fisiolégico
do sangue (7,4) tém-se predominantemente a forma protonada, mas também uma

menor fracdo da forma neutra do AL.
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Figura 4. Estrutura quimica da dibucaina, representada nas suas formas desprotonada

(basica) e protonada (acida) em pH 7,4.

Embora tanto a forma protonada quanto a desprotonada da DBC interajam com
membranas lipidicas, a forma neutra tem maior particdo entre os lipidios (Eftink et al.,
1985). Desta forma, apesar da fracdo protonada da DBC interagir menos com as
membranas biolégicas (Strichartz, 1987), sua solubilidade aquosa favorece a
distribuicado do farmaco no organismo rapidamente, enquanto a forma neutra assegura
a insercao do farmaco nas membranas, para atingir o canal de sédio.

Atualmente, no Brasil, a DBC encontra-se comercialmente disponivel em cremes e
pomadas para uso cutdneo. No entanto, seu uso em mucosas deve ser feito com
bastante cautela devido a sua alta toxicidade (Catterall & Mackie, 2010). Esta
propriedade levou a investigacdo de sistemas de liberacdo para DBC, capazes de
melhorar a sua disponibilidade (Foldvari et al., 1993; Elsayed et al., 2007; Kang & Shin,
2010).
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Dessa forma, uma estratégia que pode ser adotada é veiculagdo da DBC em
nanocarreadores utilizados com sucesso como sistemas de liberagdo prolongada de

farmacos e capazes de reduzir os efeitos toxicos de principios ativos.

1.4. Nanocarreadores para liberacao prolongada de farmacos

Sistemas carreadores nanoparticulados para serem considerados adequados
devem possuir as seguintes caracteristicas: serem atéxicos, possuirem adequada
capacidade de carreamento de farmacos ou moléculas bioativas, possibilitarem o
direcionamento até alvos especificos (redugao de efeitos colaterais), liberarem de forma
sustentada o farmaco incorporado, serem estaveis (fisica e quimicamente) e capazes
de proteger farmacos labeis de degradacbes, além de permitirem a produgdo em
grande escala e a esterilizacdo, quando necessaria, da formulacao final (Mehnert &
Méder, 2001; Attama, 2011; Mdller et al., 2011; Attama et al., 2012; Puglia & Bonina,
2012).

A veiculagao de bioativos em sistemas nanoparticulados tem sido muito estudada
para substancias com baixa biodisponibilidade e alta toxicidade (Pietkiewicz et al.,
2006; Cereda et al., 2006; Liu et al., 2007). Dentre os sistemas lipidicos particulados
mais estudados estdo os lipossomas (Lasic, 1993; Torchilin, 2012), as micro e
nanoemulsdes (de Paula et al., 2012), as nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN, Solid
Lipid Nanoparticles) (Miller et al., 2000; Pardeike et al., 2009; Aji Alex et al., 2011;
Marcato et al., 2011, de Araujo et al. 2013), e os carreadores lipidicos nanoestruturados
(NLC, Nanostructured Lipid carriers) (Kasongo et al., 2011; Mdller et al., 2011; Severino
et al., 2012a).

1.5. Nanoparticulas lipidicas

Nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) foram desenvolvidas no final do século XX
(Maller et al., 2011) por grupos de pesquisa que trabalhavam em paralelo: M. R. Gasco,
na ltalia e R. H. Mdller e J. S. Lucks, na Alemanha. Em pouco mais de 20 anos, as SLN
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atrairam a atencdo de muitos outros grupos de pesquisa espalhados pelo mundo com
um crescente niumero de publicacdes e patentes (Muller et al., 2002; Wissing et al.,
2004; Harde & Das, 2011; Battaglia & Gallarate, 2012; Puglia, 2012).

O primeiro produto patenteado a base de SLN, destinados a aplicacao tdpica foi o
Nanobase®, pela Yamanouchi (Poldnia), que explora as propriedades de adesao das
SLN para a hidratacao da pele (De Vringer, 1997). Atualmente, mais de 40 produtos
cosméticos contendo SLN ou NLC estao ou em desenvolvimento ou ja disponiveis no
mercado (Nanorepair Q1o € Nanovital Q1¢). H4 também um grande interesse da industria
farmacéutica na fabricacdo desses produtos, sendo que varios deles encontram-se,
atualmente, em fase de estudos pré-clinicos ou clinicos. A empresa AlphaRx, por
exemplo, tem avaliado a encapsulacao da rifampicina em SLN (Rifamsolin®) objetivando
aumentar a biodisponibilidade do farmaco (estudos pré-clinicos). Estima-se que
produtos farmacéuticos contendo SLN ou NLC s6 estarao disponiveis nos proximos 3 -
6 anos (Miller et al., 2011; Severino et al., 2012a).

As SLN, com diametros médios em torno de 50 a 1000 nm, representam um
grande avanco nas areas farmacéutica e cosmeética (zur Mahlen et al., 1998; Wissing et
al., 2004; Attama, 2011; Mdller et al., 2011; Puglia et al., 2011; Battaglia & Gallarate,
2012). Este tipo de sistema carreador une as vantagens dos sistemas tradicionais, sem
desvantagens como a presenga de solvente orgéanico residual, instabilidade fisico-
quimica e problemas com ampliagdo de escala (Muller et al., 2000), pois séo versateis
(usadas por varias vias de administragdo, tais como: oral, tdpica/transdérmica,
intravenosa, intramuscular, intra-ocular, intranasal, retal, intraperitoneal, etc), utilizam
excipientes seguros (biocompativeis e com citotoxicidade reduzida) (Mdller et al.,
1996b; Severino et al., 2012a), possuem um grande potencial para liberagdo sustentada
de farmacos, sao estaveis (possuem boa estabilidade fisica, principalmente, ap6s o
processo de liofilizacdo que garante uma longa duracao a temperatura ambiente - de 12
- 24 meses), além de serem de baixo custo e facilmente escalonaveis, o que as tornam
bastante atrativas para a industria farmacéutica e cosmética (zur Mahlen et al., 1998;
Maia et al., 2000; Wissing et al., 2004; Puglia et al., 2008; Attama, 2011; Battaglia &
Gallarate, 2012; Puglia, 2012).
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A estrutura das SLN, representada esquematicamente pela Figura 5. B, é bastante
similar a de uma nanoemulsao (Figura 5.A) em se tratando dos componentes quimicos
envolvidos na formulagdo, tamanho e distribuicdo de particulas (Muller et al., 2000). No
entanto, em relagao a fase lipidica, diferentemente das emulsdes, as SLN sao formadas
por uma matriz composta por lipidio sélido em temperaturas ambiente e corporal (que
corresponde a 0,1% - 30%, massa de lipidio/massa da fase aquosa) estabilizada por
emulsificantes (tensoativos em concentra¢des variando entre 0,5% - 5%, massa de
tensoativo/massa da fase aquosa). Além disso, as propriedades soélidas dos lipideos
conferem as SLN menores mobilidade aos ativos, favorecendo seu desempenho em
termos de liberagé@o dos ativos ali aprisionados (Attama, 2011).

A escolha e a concentragdo do estabilizante coloidal utilizado na formulacéo
dependem da via de administracdo, podendo ser utilizados tensoativos, polimeros (tais
como quitosana), ou ainda na mistura deles (tensoativo + polimero) (Souto et al., 2007;
Pawar & Babu, 2010; Attama, 2011; Puglia, 2012). A Tabela 2 apresenta pré-requisitos

necessarios que devem ser considerados antes do processo de sintese das SLN.

(A) (B)
Matriz lipidica

@l Lipidio sélido
[ Lipidio liquido (6leo)

Tensoativo (Pluronic F68, p. ex.)
L Regiéo polar
Regido apolar

Agua

Lipidio

e Lipidio

liquido solido

Diametro em escala
nanométrica

Agua

nanoemulsao SLN

Figura 5. Representacdo esquemdtica de dois diferentes sistemas carreadores de
farmacos: (a) nanoemulséo e (b) SLN.
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Tabela 2. Requisitos para a producao de nanoparticulas lipidicas sélidas, segundo
(Attama, 2011; Battaglia & Gallarate, 2012; Severino et al., 2012a).
Pré- Requisitos

1. Utilizacdo de excipientes reconhecidamente seguros (Generally
Recognized As Safe, GRAS, pela Food & Drug administration
(FDA/EUA).

Concentracao de emulsificantes adequados a via de administragéo

Possibilita a localizacdo do farmaco nas nanoparticulas, favorecendo a

cinética de liberacdo desejada.

4, Preferéncia para métodos de produgédo que possibilitem a larga escala

industrial

1.5.1. Metodologia de preparo das SLN

As SLN podem ser preparadas por varios métodos que envolvem processos de
fusdo e cristalizacao, emulsificacdo, evaporacdo e homogeneizagcdo do tamanho das
particulas. Dentre eles tém-se: fusdao-emulsificagdo, microemulsdo, emulsificagdo -
evaporacao de solvente, coacervacao, tecnologia de fluido supercritico com extracéo de
emulsdao e atomizacdo de fusdo gas assistida (Corrias & Lai, 2011). Todas essas
técnicas possuem seus pontos fortes e fatores limitantes, que foram resumidamente
descritos na Tabela 3.

Atualmente o método de fusdo - emulsificacdo de solvente, seguido por
homogeneizacao de alta presséo (HP), patenteado por Miller e Lucks destaca-se entre
os demais (Muller et al., 2011). Todavia, farmacos instaveis as altas pressdes (forca de
cavitacao) e altas temperaturas devem ser processados com cautela, pois € um método
que causa significante estresse mecéanico e termodinamico (Battaglia & Gallarate, 2012)
a amostra. Esta técnica consiste em solubilizar o farmaco no lipidio previamente
fundido, com sequente emulsificacdo em fase aquosa contendo o agente tensoativo,
sob vigorosa agitacdo mecénica (Corrias & Lai, 2011).
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Os principais fatores que inferem na qualidade das nanoparticulas lipidicas
preparadas por fusdo-emulsificacdo sado: o tipo de homogeneizador empregado e
variaveis inerentes ao processo, tais como: pressdo, temperatura, forca de
cisalhamento e o numero de ciclos de homogeneizagdao (Wissing et al., 2004). Além
disso, pode-se listar como fatores interferentes: a solubilidade do principio ativo no
lipidio fundido, aspectos fisico-quimicos da matriz lipidica sélida e do agente tensoativo,
caracteristicas do fenémeno de cristalizac&o e polimorfismo do lipidio (Uner, 2006; Uner
& Yener, 2007).

Os homogeneizadores de alta pressado ou ultrassons (Son) causam reducao do
tamanho, pela ruptura das goticulas lipidicas que permanecem em suspensao na fase
aquosa e se solidificam ao atingir a temperatura ambiente (Corrias & Lai, 2011).

A utilizacdo de ultrassons com elevada forga de cavitagdo para reducdo de
tamanhos deve ser cuidadosamente avaliada, pois apesar de ser uma técnica simples,
gera particulas com distribuicdo de tamanhos heterogéneos e contaminacao por titanio
(isto, quando a ponteira do sonicador ndo € de safira, de custo muito elevado), que
pode ocasionar uma instabilidade fisico-quimica nos principios ativos e/ou nas matrizes
lipidicas (Mdller et al., 2000; Heurtault et al., 2003).
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Tabela 3. Métodos utilizados na preparacao de nanoparticulas lipidicas (de acordo com Corrias & Lai, 2011).

Técnica

Metodologia

Pontos Fortes e Fracos

Fuséo-
emulsificacao/HP

Processo de emulsificagdo de fases (O/A) com
posterior reducao de tamanho, usando alta

pressao (a quente ou a frio).

Pontos  fortes: escalabilidade, tecnologia estabelecida e

comercialmente viavel, operagao continua. Pontos fracos: degradacao

de farmacos labeis quando submetidos a altas temperaturas.

Fusao-
emulsificagéao/

ultrasonicagao

Processo de emulsificagdo de fases (O/A) com

posterior reducdo de tamanho, utilizando

ultrasonicacao.

Pontos fortes: minimo estresse mecéanico. Pontos fracos:

contaminagao por metais, distribuicdo de tamanhos com polidispersao
alta, escalabilidade ndo comprovada.

Microemulsao

Emulsificacdo com posterior diluicdo da amostra
em &gua a 2-10 °C (Gasco, 1993).

Pontos fortes: técnica realizada a baixas temperaturas, considerada

reprodutivel e de baixo custo. Pontos fracos: sensivel a modificacdes

quanto a escalabilidade e produz dispersées diluidas.

Extrusao de

microemulsao

Microemulsdo seguida por extrusdo em

membrana de policarbonato de 100 nm (de
Jesus et al., 2013; Radaic et al., 2014).

Pontos fortes: minimo estresse mecanico, fabricagdo de pequenas

quantidades de formulagdes (escala laboratorial) com um custo
acessivel. Pontos fracos: escalabilidade nao avaliada.

Emulsifificagcéo-
de

ou

evaporagao
solvente

difuséo solvente

Dissolugdo do lipido em solvente organico
(etanol, acetona ou isopropanol) diluido em H,0,
com posterior injecdo em fase aquosa.
Evaporacao do solvente orgénico: sob agitacéo
a 0 e 2 °C em pressao reduzida (Schubert &
Muller-Goymann, 2003) ou ocorre a diluicdo em

agua. (Gallarate et al., 2009; Trotta et al., 2003).

Pontos fortes: encapsulacdo de moléculas instaveis, tais como

peptideos e proteinas. Pontos fracos: Toxicidade do solvente

organico residual.
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Tabela 3. Métodos utilizados na preparacao de nanoparticulas lipidicas (de acordo com Corrias & Lai, 2011) (continuagao).

Técnica

Metodologia

Pontos Fortes e Fracos

Coacervacgao

Interacdo de solugcado micelar de um sal de sodio de acido graxo
em presenca de uma solucdo coacervante (solugdo acida) e um
agente tensoativo. A precipitacao ocorre com a reducdo do pH da
disperséo (Battaglia et al., 2010).

Pontos fortes: Encapsulagdo de substancias

termossensiveis. Nao necessita de equipamentos
complexos ou solventes orgéanicos, reduzido custo no

nivel laboratorial e industrial. Pontos fracos: diluicao

da amostra.

Fluido supercritico

Modula a solubilidade e opera acima das condi¢des criticas de
temperatura e pressdo (SCF- CO,: 31 °C e 72 bar). Métodos:
extracao de emulséo por SCF (extragdo do solvente e precipitacao
das SLN) e atomizagédo de fusdo gas assistida (fusdo dos lipidios,
despressurizagao, supersaturacao, precipitacdo das particulas e
dispersdo em 4agua sob agitacdo mecanica ou ultrassonica)

(Chattopadhyay et al., 2007; Salmaso et al., 2009).

Pontos fortes: remocao mais eficiente de solvente

organico comparado aos métodos convencionais.

Pontos fracos: metodologia adotada ha poucos

anos, que requer ser melhor avaliada.

Membranas

Membrana ceramica porosa para separacao das fases oleosa e
aquosa, aquecimento da fase lipidica, pressao e passagem usando
poros (diametros: 0,1, 0,2 e 0,45 um), formacdo de pequenas
goticulas e dispersao em fluxo de agua tangencial. As
nanoparticulas sao formadas apds refrigeracdo da dispersao

(Charcosset et al., 2005; El-Harati et al., 2006).

Pontos fortes: sem contaminagcdo por solventes

organicos. Pontos fracos: metodologia adotada héa

poucos anos, que requer ser melhor avaliada.

* O/A = 6leo em agua; SCF = fluido supercritico
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Siekmann & Westesen (1994) produziram nanoparticulas lipidicas sélidas de
tripalmitina estabilizadas com lecitina de soja e tiloxapol com didmetros variaveis de 30
a 180 nm, no entanto, foram necessarios mais que 15 minutos de exposicdo ao
ultrasson, sendo este um fator limitante quanto ao uso dessa tecnologia. Em
contrapartida, dados obtidos por Silva e col. (2011) visando estabelecer as vantagens e
as limitacbes das técnicas de HP a quente e o uso da técnica de ultrasonicacdo na
producdo de nanoparticulas lipidicas sdélidas para a encapsulacdo de risperidona
destinada ao uso oral, revelaram que ambos os métodos foram eficazes. De fato, os
resultados obtidos representaram um avanco na simplificacdo dos métodos de
producédo das SLN, porém ao se pensar em termos de ampliacao de escala, a técnica
de HP ainda é a mais adequada para a producao das SLN (Silva et al., 2011). Assim,
quando o foco estd em pesquisas académicas, devido a facilidade de preparagéo e o
baixo custo do equipamento, a ultrasonicacdo pode ser utilizada como um método
adequado para a producao desses nanocarreadores (Silva et al., 2011).

Modelos estatisticos, fatorial 22, visando otimizar o processo de producéo das SLN
e NLC foram utilizados por Severino e col. (Severino et al., 2012b). Os processos
avaliados foram homogeneizacao de alto cisalhamento (HSH) e homogeneizacao de
alta pressao (HP). As variaveis respostas obtidas (diametro médio, indice de
polispersdo e potencial zeta) permitiram determinar condi¢cées otimizadas para a
producéo das SLN (~ 100 nm usando 20.000 rpm e 500 bar quando submetidas a HSH
e HP respectivamente) e NLC (~ 300 nm usando 15.000 rpm e 700 bar quando
submetidas a HSH e HP respectivamente).

Desde a década de 50 a HP é utilizada na industria farmacéutica, no preparo de
emulsdes parenterais (Battaglia & Gallarate, 2012). E, portanto, uma tecnologia que se
encontra bem estabelecida, sem problema regulatério e industrialmente viavel (Wissing
et al., 2004; Seo et al., 2010; Shegokar et al., 2011). A HP aplica principios basicos da
mecanica dos fluidos com alta dissipacéo de energia (10° - 10" m=.kW) provocada pelo
cisalhamento e pelas forcas de cavitacdo responsaveis pela reducdo no tamanho da
fase dispersa na emulsdo. Com a utilizacao de pressbées de 100 a 2000 bar, o fluido é

impulsionado, em alta velocidade (>1000 km/h), a passar por um orificio (com diferentes
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geometrias) de tamanho de 25 - 30 um (Mehnert & Mader, 2001). A alta energia
dissipada durante o processo de homogeneizacado seguida de uma reducao drastica de
pressdo causa a cavitagdo que promove a elevagdo da temperatura em torno de 20 °C,
sendo necessario ter cautela quando farmacos labeis sao utilizados.

A HP pode ser realizada a quente ou a frio, com até 5 ciclos de homogeneizacao
em dois estagios de pressdo: 500/1500 bar. Acima de cinco ciclos ha tendéncia a
aumentar o tamanho das goticulas, devido ao processo de coalescéncia entre
particulas, resultado do aumento de energia cinética aplicada ao sistema (Siekmann &
Westesen, 1994). Quando realizada a quente, o sistema é mantido sob aquecimento de
10 °C acima do ponto de fusdo do lipidio da emulsdo, até a homogeneizagdo. A
solidificagdo das particulas ocorre somente apds o ultimo ciclo de presséo aplicado a
amostra.

No intuito de driblar problemas relacionados com a deposi¢cdo de farmacos na
interface da nanoparticula ocasionada pela particdo entre as fases oleosa e lipidica, a
HP pode ser empregada a frio (Dingler & Gohla, 2002). O aumento da deposi¢éo de
farmaco € proporcional ao aumento da hidrofilicidade em altas temperaturas.

Na metodologia de HP a frio, apds a solubilizacdo do farmaco no lipidio fundido, a
amostra é rapidamente resfriada em gelo seco ou em nitrogénio liquido, sendo
posteriormente triturada e redispersa em fase aquosa contendo um agente tensoativo.
A suspensdo obtida é adicionada ao homogeneizador, em temperatura ambiente,
utilizando-se 10 ciclos de homogeneizagdo para obtengédo de particulas que sdo mais
polidispersas e de diametros maiores que as obtidas no processo a quente (Gohla &
Dingler, 2001; Dingler & Gohla, 2002).

Ha uma relacdo inversa entre a hidrofilicidade do farmaco e a capacidade de
carreamento em SLN, sendo a técnica de HP a frio a mais adequada para farmacos
com maior solubilidade em agua, pois aumenta a capacidade de encapsulacao e reduz
particdo do farmaco na fase aquosa durante a etapa do preparo da amostra. Dessa
forma, a solubilidade do farmaco a ser incorporado nas matrizes lipidicas € um dos
pontos que define a metodologia de producéo, além de definir o tipo de lipidio a ser

utilizado na formulacao (Souto et al., 2007).
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1.5.2. Escolha dos componentes utilizados na producao das nanoparticulas
lipidicas

1.5.2.1. Fase lipidica

Lipidios com ponto de fusdo acima da temperatura corpérea sao preferidos, pois a
estrutura solida das SLN causa reducao da mobilidade dos farmacos ou moléculas
bioativas carreadas permitindo a liberagdo sustentada ou prolongada ao longo do
tempo (Mehnert & Mader, 2001; Attama et al., 2012).

Lipidios como trilaurina, tricaprina e glicerideos de acidos graxos saturados (bases
Witepsol® contendo de 10 a 18 carbonos em suas estruturas, p.ex.) devem ser evitados
se o objetivo € a producao de nanoparticulas lipidicas com caracteristicas de liberacdo
prolongada ou que possuam propriedades oclusivas na pele, pois a diferenca entre o
ponto de fusdo destes lipidios é baixa, o que torna as particulas semelhantes as
emulsées O/A, com alta capacidade de encapsulagdo, mas com baixa retencdo dos
farmacos na fase oleosa (Attama et al., 2012). A recristalizagdo pode ser, no entanto,
induzida com armazenamento em baixas temperaturas (0 - 4 °C), que mantém a
estabilidade fisica do sistema. Todavia a aplicagdo do produto na superficie da pele (32
°C) induz a liquefagéo da matriz lipidica (Souto et al., 2007).

Em experimentos realizados utilizando lipidios com altos pontos de fuséo,
submetidos a HP para a producao de nanoparticulas lipidicas, foi possivel correlacionar
o ponto de fusdo com o aumento da viscosidade da formulagdo e do didmetro das
particulas (menos estaveis e mais propicias a agregacao). Além disso, a velocidade de
cristalizacao, a hidrofilicidade (influéncia as propriedades auto-emulsionantes) e a forma
dos cristais de lipidios devem ser bem avaliadas, pois estdo intimamente ligadas a
qualidade das nanoparticulas (Mehnert & Mader, 2001).

A composi¢ao dos lipidios também é de extrema importancia, pois pode variar
entre fornecedores e até mesmo entre lotes do mesmo fornecedor (Uner, 2006). A
presenca de pequenas quantidades de impurezas pode ter grande impacto na

qualidade das dispersdes de nanoparticulas lipidicas (modificacdo do potencial zeta e
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retardo no processo de cristalizacao, p. ex.). Como referido por Mehnert & Mader (2001)
ao produzir nanoparticulas com diferentes fornecedores de palmitato de cetila, foram
observados diferentes tamanhos de particulas e estabilidade frente a estocagem. Além
disso, na maioria dos casos 0 aumento na concentragdo de lipidios utilizada resultou
em aumento da viscosidade da fase dispersa, com elevacdo no tamanho e na
polidispersao das particulas.

Os lipidios utilizados na preparagcéo das SLN podem ser classificados em grupos,
de acordo com a sua composi¢do: acidos graxos, ésteres de glicerideos e ceras. A
natureza quimica e concentracao dos lipidios utilizados influéncia na incorporacao dos
principios ativos e tamanho das SLN. A Tabela 4 apresenta exemplos de lipidios e
tensoativos que tém sido estudados para a producao das SLN.

Ha um grande numero de artigos que reportam a utilizacdo de glicerideos para a
fabricacdo de SLN (Heiati et al., 1996; Hamdani et al., 2003; Souto et al., 2006).
Glicerideos sao produtos de uma reacdo de trans-esterificacdo do glicerol com um
acido graxo (mono ou poliacido) (Sato et al., 1999; Sato, 2001). Gliceridios exibem
polimorfismo caracteristico, com trés ou mais arranjos cristalinos: hexagonal,
ortorrdmbico e triclinico (Larsson, 1966). Como exemplos pode-se citar: behenato de
glicerila (ou Compritol® 888 ATO), que consiste em uma mistura de mono - (12 - 18%),
di - (52 - 54%), e triglicerideos (28 - 32%), com ponto de fusdo de 72 °C e o tripalmitato
de glicerila (Dynasan® 116), um triglicerideo de acido palmitico, com ponto de fusdo de
65 °C.
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Tabela 4. Lipidios e agentes tensoativos utilizados na producdo de SLN (Mehnert &

Mader, 2001; Puglia, 2012; Severino et al., 2012a).

Lipidios sélidos

Tensoativos

Triacilglicerol

e Tricaprina
e Trilaurina

e  Trimiristina

e Tripalmitina

Triestearina

Acilglicerol
e Glicerol monostearato

e Glicerol behenato

e Glicerol palmitostearato
Acidos Graxos

e Acido estearico

e Acido palmitico

e Acido decandico

e Acido behénico

Ceras

e Palmitato de cetila

e Miristato de miristila

e Cera de carnauba

e (Cerade abelha

Fosfolipideos

e Lecitina de soja

e Lecitina de ovo

e Fosfatidilcolina

Copolimeros de 6xido de etileno/6xido e
propileno

e Poloxamer 188

e Poloxamer 407

e Poloxamine 908

Copolimeros de 6xido de etileno sorbitano /
oxido de propileno

e Polissorbato 20

e Polissorbato 60

e Polissorbato 80

Sais biliares

e Colato de sbdio

e Glicolato de sodio

e Taurocolato de sddio

Alcool
e Etanol
e Butanol

e Alcool polivinilico
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As ceras sao ésteres simples produzidos a partir de uma reacao de esterificacao
de um alcool com um &cido graxo de cadeia longa, com ou sem grupamentos
funcionais. No entanto, contrariamente aos glicerideos, o alcool néo é representado por
um glicerol (Venturella, 1990). Em temperatura ambiente, as ceras caracterizam-se
como plasticos sélidos e acima dos seus pontos de fusdo derretem e tornam-se liquidos
com baixa viscosidade. A incidéncia de polimorfos nas ceras € menor que nos
glicerideos, tendo sido observado que o arranjo cristalino mais frequente € o
ortorrdbmbico (B’) e sua taxa de transicdo polimorfica é mais baixa (Lukowski et al.,
2000).

As ceras de abelha e de carnauba sao ceras naturais obtidas a partir do mel de
abelhas e das folhas da palmeira brasileira, respectivamente. Ambas sdo formadas por
misturas complexas de ésteres de acidos e hidroxiacidos (cera de carnauba) e
quantidades variadas de acidos livres, alcodis, hidrocarbonetos e resinas (cera de
abelha) (Ozyazici et al., 2006; Pawar & Babu, 2010).

O palmitato de cetila (CP ou éster de acido palmitico ou hexadecandico), (Pawar &
Babu, 2010) e o miristato de miristla (MM ou éster de &acido miristico ou &acido
tetradecandico) sao ceras brancas e cristalinas. Ambas possuem um leve odor e sabor
suave. Sao soluveis em éter e cloroférmio e insoliveis em agua e alcool. Os &cidos
precursores do CP e MM sao extraidos de fontes naturais, tais como, espermacete de
baleia e 6leo de Jojoba, respectivamente. Embora, ambos os ésteres, MM e CP, sejam
estruturalmente saturados e ndo sofram autoxidacdo rapidamente, podem ocorrer
degradacdes enzimaticas e quimicas dos mesmos (Nair, 1997). Estes ésteres sao
rotineiramente utilizados em formulagées cosméticas como agentes emolientes e
umectantes, em concentracées de 10% e 25% para o CP e MM, respectivamente.
Dados obtidos e sumarizados por Nair (1997) mostraram que ambos os ésteres sao
seguros para utilizacdo em produtos cosméticos, visto ndo apresentarem toxicidade
sistémica, nenhuma sensibilizacdo ou fotossensibilizagcdo e apenas uma pequena
irritacdo que nao comprometeu sua utilizagdo como componente de formulagédo
cosmética. Além disso, as SLN preparadas com CP exibiram elevada estabilidade fisica

em relacao as compostas por mono e triglicerideos (Jenning & Gohla, 2000).
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A toxicidade in vivo de SLN preparadas com Compritol® (gliceril behenato) e CP foi
avaliada por Weyhers e col. (2006). As dispersdes foram administradas em ratos por via
intravenosa, com seis aplicagées (doses relativamente elevadas) em um periodo de 20
dias. Os resultados mostraram que as SLN compostas por CP ndo causaram qualquer
sintoma patolégico, em nenhuma das doses testadas; no entanto, foi observado
actimulo de SLN preparadas com Compritol® no figado e no baco dos animais.

O CP tem sido reportado em varios artigos como componente principal da matriz
lipidica das nanoparticulas lipidicas. De acordo com Mdller e col. (Muiller et al., 2002)
quando as SLN foram avaliadas para uma possivel utilizacdo como absorventes de
raios UV, as particulas preparadas apenas com CP atuaram como bloqueadores
solares, além de serem veiculos de filiros solares (tais como 2-hidroxi-4-metoxi
benzofenona; Eusolex® 4360). Os mesmos autores também observaram um aumento
de trés vezes na protecdo UV com uso das SLN, o que permitiria uma reducao na
concentracao do composto fotoprotetor presente na formulacéo (Mdller et al., 2002).

Kumar et al. (2007) avaliaram a biodisponibilidade oral do anti-hipertensivo
nitrendipina, encapsulado em diferentes tipos de SLN. Os resultados mostraram que a
biodisponibilidade de nitrendipina encapsulada em nanoparticulas compostas por CP e
estabilizada com Poloxamer 188 foi aumentada em trés vezes apds administracao
intraduodenal, se comparada com a suspensao aquosa de nitrendipina.

Elnaggar et al. (2011) obtiveram resultados promissores na aplicacao
transdérmica de citrato de sildenafil, utilizado no tratamento de disfungéo erétil, quando
encapsulado em nanoparticulas lipidicas (SLN e NLC) compostas por CP. Os
resultados evidenciram que as SLN apresentaram alta capacidade de encapsulacao do
farmaco (acima de 90%), com excelente estabilidade fisica (durante seis meses) e perfil
de liberacdo do farmaco na pele mais rapida, seguida de uma liberacao prolongada (<
menor tempo de laténcia e > duracdo de acdo do farmaco) quando comparada a
formulacdo com o farmaco em suspensao aquosa.

Trabalhos utilizando o MM e a produgédo de SLN ainda sdo bastante escassos.
Ridolfi et al. (2012) prepararam e caracterizaram SLN compostas por MM contendo
tretinoina, com e sem adicdo de quitosana. O objetivo foi averiguar a citotoxicidade in
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vitro sobre queratindcitos e a atividade antimicrobiana da tretinoina, contra bactérias
relacionadas com a acne. Os resultados mostraram elevada encapsulagéo da tretinoina
nas SLN associadas a quitosana, alta estabilidade fisica, sem citotoxicidade as células
da pele avaliadas e elevada atividade antibacteriana contra P. acnes e S. aureus,
quando comparada a tretinoina livre indicando a utilizacdo dessas particulas para o

tratamento tépico de acne.

1.5.2.2. Estabilizantes coloidais: tensoativos

A natureza anfifilica de agentes emulsificantes (ou agentes tensoativos) possibilita
a disposicdo dessas moléculas, preferencialmente, em regides de superficie das
particulas, em contato com a agua, os quais atuam com a funcao de reduzir a tenséao
interfacial entre agua e éleo, impedindo a separacao de fases promovida pela formagao
de sedimentos (creaming, processo reversivel), pelo envelhecimento de Ostwald
(quando particulas menores crescem a custa de maiores), por floculacdo (atracédo
intermolecular de moléculas hidrofébicas por ligacdes de van der Waals, processo
reversivel) e coalescéncia (fusdo das particulas até a formacao de uma fase sélida e
continua, processo irreversivel) das particulas. A influéncia que a formacdo de
sedimentos exerce sobre as SLN ¢é indireta, mas deve ser considerada, pois favorece a
aproximagao entre as particulas levando ao envelhecimento de Ostwald, floculagéo e
coalescéncia das particulas (Remington, 2006). A Tabela 5 mostra estratégias a serem
adotadas para contornar os problemas relacionados com a instabilidade fisica das

emulsdes que se aplicam ao preparo das SLN.
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Tabela 5. Estratégias para contornar problemas de instabilidade em emulsbes
(Remington, 2006; Battaglia & Gallarate, 2012).

Fenémenos fisico-quimicos Estratégia
|. Sedimentagao ou creaming Reducao da diferenca de densidades entre
as fases
Il. Floculagao e coalescéncia Adicdo de estabilizantes coloidais que

promovam a repulsdo eletrostatica, onde ha
formagédo de uma dupla camada elétrica na
interface O/A.

lll. Envelhecimento de Ostwald N&o se evita, porém pode ser reduzido
preparando-se sistemas mais homogéneos,

isto é, com baixa polidispersao.

A escolha do tensoativo baseia-se nas propriedades de carga elétrica, massa
molar, estrutura quimica e balanco hidrofilico/lipofilico (HLB do inglés hidrophilic /
lipophilic balance) que é dado pela fracao dos grupamentos hidrofilicos e lipofilicos da
molécula (Attwood & Florence, 1983). Além disso, sua utilizacdo esta condicionada a
via de administracdo para qual a formulacdo sera utilizada. Para formulacdes
destinadas a via parenteral deve ser observado o limite de concentracdo do agente
tensoativo empregado, nas vias ocular e tépica fazem-se necessarios ensaios prévios
de sensibilizacao e por via oral, o tensoativo ndo deve ter qualquer acao farmacologica
na concentracdo utilizada (Attama et al., 2012).

Os lipidios e tensoativos mais comumente utilizados na produgéo de SLN e NLC
estdo apresentados na Tabela 4. Muller e col. (2000) relataram que a adigcdo de
fosfatidilcolina (soja ou ovo) ao lipidio fundido ocasiona maior estabilidade das
nanoparticulas, e correlacionou o aumento da sua concentragcdo com a reducdo da
cristalinidade das nanoparticulas. Attama e Muller-Goymann (2008) confirmaram esse
efeito em SLN produzidas com cera de abelha (matriz lipidica), polissorbato 80 e

27



fosfatidilcolina de soja (tensoativo e co-tensoativo respectivamente) (Attama & Mueller-
Goymann, 2008). Além disso, pesquisas apontaram o efeito sinérgico de tensoativos
utilizados na mesma formulagdo, produzindo sistemas coloidais mais estaveis como,
por exemplo, a utilizacdo de fosfolipidios (como a fosfatidilcolina) na fase lipidica e o
poloxamer (estabilizante estereoquimico) na fase aquosa externa (Chen et al., 2006;
Helgason et al., 2009).

De acordo com Bruxel et al. (2012) € possivel aumentar a estabilidade de uma
emulsdo com a adicdo de tensoativos nédo ibnicos do grupo dos poloxameros e
polioxietileno-sorbitanos (Tweens) em combinacdo com os fosfolipidios, pois levam a
formacgao de filmes mistos compactos, conferindo formulagées com prazos de validade
maiores.

Helgason et al. (2009) demonstraram que elevadas concentragdes de tensoativo
reduzem a tenséo interfacial (baixa mobilidade dos tensoativos adsorvidos, de alta
concentracdo de cadeias lipidicas na interface), e originam SLN com comportamento
cristalino alterado com reduzidas modificagées em suas formas. No entanto, o0 aumento
no tamanho das particulas devido ao aumento da concentragdo de fosfatidilcolina &
devido a formacdo de multiplas camadas de fosfatidilcolina a sua superficie ou a
formacao de lipossomas na fase aquosa que podem incorporar os farmacos e,
consequentemente, reduzir a eficiéncia de encapsulacao das SLN.

Olbrich e Mdaller (1999) avaliaram diferentes tipos de SLN quanto a composicao
lipidica e tesoativos usados em relagdo as velocidades de degradacao enzimatica. Os
resultados obtidos permitiram concluir que o comprimento das cadeias de acidos graxos
(triglicerideos e os tensoativos) se correlaciona com a taxa de degradacao enzimatica
(< degradagéo enzimdtica, > cadeias de acidos graxos). Os dados revelaram ainda que
a degradacao das SLN pode ser acelerada com o uso de colato de sédio ou reduzida
pelo efeito de estabilizacdo estérica conferida pelos tensoativos Poloxamer 407 ou
Polissorbato 80, embora quanto maior o nimero de cadeias de éxido de etileno, mais
dificil seja o ataque das lipases as SLN. Assim, é possivel ajustar a degradacao de SLN

e, consequentemente, obter a liberacdo do farmaco de uma forma controlada.
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1.5.3. Polimorfismo

Logo apds os primeiros estudos envolvendo a produgéo e caracterizacao das SLN
para carreamento de farmacos, foram verificadas algumas desvantagens desses
sistemas, tais como a baixa capacidade de encapsulacao de farmacos hidrofilicos e a
expulsao dos farmacos em fungdo do tempo de estocagem, promovida principalmente
por instabilidade estrutural causada pela presenca de polimorfos lipidicos nas
nanoparticulas (Wissing et al., 2004).

O polimorfismo caracteriza-se pela capacidade de compostos se solidificarem em
diferentes formas cristalinas (Souto et al., 2007), com significaficativas mudancas fisicas
e quimicas quanto a forma, solubilidade, ponto de fusédo e cristalizacao (Attama et al.,
2012). Os triglicerideos, lipidios bastante utilizados na producao de SLN e NLC (Tabela
4) sdo exemplos tipicos de moléculas que apresentam comumente trés distintas e
importantes formas polimérficas: a (hexagonal, instavel e com menor ponto de fusédo e
calor latente), B’ (ortorrbmbica, metaestavel) e B (triclinica, com maior estabilidade e
maior ponto de fusao e calor latente) (Jenning & Gohla, 2000; Bunjes, 2011).

De acordo com a natureza quimica dos lipidios e dos parametros de producao das
nanoparticulas lipidicas podem ocorrer modificagbes nas fracbes dos polimorfos
presentes na composicao das nanoparticulas, o que conduz a reducao, deslocamento
ou alteracdo na temperatura de fusdo do sistema (Souto et al., 2007). A Tabela 6
mostra diferencas nos graus de organizacao tridimensional de cristais lipidicos
formados apos recristalizagdo (Jenning & Gohla, 2000; Souto et al., 2006).

A recristalizacdo da amostra é realizada submetendo o sistema a temperatura
ambiente ou, se necessario, a liofilizagdo (p.ex. no caso de se trabalhar com
acilgliceréis de baixo ponto de fusdo). O congelamento rapido favorece a formacao de
cristais a (forma polimérfica mais instavel), caso contrario, se o congelamento ocorrer
mais lentamente (rearranjo das cadeias hidrocarbonadas dos lipidios numa forma mais
ordenada e estavel), também ha tendéncia de formagao das formas (3 (Freitas & Mdller,
1999). Este comportamento correlaciona-se com a quantidade de energia de ativacao
(energia livre de Gibbs) para nucleacdo de formas cristalinas, sendo necessaria menor
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energia de formagao para as formas B (Sato, 2001). O termo subcélula refere-se a
seccao transversal do empacotamento das cadeias de hidrocarbonetos dos lipidios
(Tabela 6), na qual os espagamentos curtos e longos de Bragg (d) entre cadeias séo

caracterizados através de medidas de difracado de raio X.

Tabela 6. Graus de organizacado tridimensional de cristais lipidicos formados apéds

recristalizacao (adaptado de Sato, 2001).

Polimorfos
a B’ B
Ortorrémbica
Cristal Hexagonal perpendicular Paralela triclinica

d*=0,42 - 0,43 nm
d*=0,415 - ou d*=0,46 nm
0,42nm d*=0,37 — 0,40 nm

Subcélulas

L |

*d: espagamentos curtos e longos de Bragg entre cadeias de hidrocarbonetos dos

lipidios

Estudos apontam que a presenca de polimorfos nas SLN afetam importantes
propriedades fisico-quimicas das particulas, tais como o ponto de fusdo e a
cristalizacdo. As propriedades relacionadas a rede cristalina do lipidio, tais como
textura, espalhabilidade, capacidade de encapsulacdo, degradacdo do produto e,

consequentemente, perfil de liberacdo, também sao afetadas. A forma polimorfica 3 é
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estavel e altamente ordenada, rigida e com baixa capacidade de veiculagdo de
farmacos (cristais a > cristais ’ > cristais 3). Assim, é necessario um rigido controle e
avaliacao do lipidio a ser empregado nas nanoparticulas, principalmente se o objetivo é
a ampliacao para larga escala industrial (Jenning & Gohla, 2000; Garte & Sato, 2001;
Souto et al., 2006; Attama et al., 2012).

Misturas de lipidios e de tensoativos sédo preferidos por favorecer a formacao de
uma rede cristalina que permite, através dos espacos ou imperfeicdes formadas,
acomodar moléculas de interesse farmacéutico e/ou cosmético. Ja lipidios puros podem
levar a expulsdo dos principios ativos da matriz lipidica das SLN (Souto et al., 2007;
Paliwal et al., 2009).

Matrizes lipidicas constituidas de acido estearico ou de misturas de triglicéridos de
acido estearico caprico/caprilico destinadas a veiculagao de farmacos foram estudadas
por Severino e col. (Severino et al., 2011). Esses lipidios foram analisados
isoladamente e misturados com agentes tensoativos (Span® 85 e Tween® 80), apds o
processo de fusdo e temperagem (1 hora a 80 °C). Resultados de calorimetria
exploratoria de varredura (DSC), difracdo de raios X e microscopia de luz polarizada
apontaram alteracdes estruturais no arranjo cristalino das substancias com a reducao
tanto da temperatura de fusdo quanto da intensidade dos picos dos difratogramas de
raios X e, por fim, identificacdo de estruturas amorfas (mistura lipidica: acido
estearico/triglicerideos). Todas essas alteracdes fisicas e quimicas sdo desejadas para
a encapsulagdo de principios ativos e estabilidade das SLN e NLC durante a
estocagem.

As nanoparticulas lipidicas solidas e os carreadores lipidicos nanoestruturados
também tém sido caracterizados utilizando-se a técnica de espalhamento de raios X a
baixo angulo (SAXS, “Small angle X Ray Scattering”). Esta técnica é uma ferramenta
muito Util no estudo de particulas coloidais, j& que permite a medida do tamanho, da
forma e de possiveis interagdes entre as particulas espalhadoras (Pereira, 2004).
Dados de SAXS publicados por Lukowski e col (2000) e de Souza et al., (2012)
demonstraram que os lipidios CP e acido estedrico presentes nas SLN se organizam
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em lamelas sugerindo que compostos incorporados nas SLN podem ser armazenados
entre essas bicamadas.

1.6. Carreadores lipidicos nanoestruturados

Carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC), considerados a segunda geracao
das SLN, surgiram no final dos anos 1990 para melhorar algumas de suas
caracteristicas e, por isso, sdo geralmente referidos na literatura como sendo uma
evolugdo das SLN. Diferenciam-se das SLN por apresentarem pelo menos um lipidio
liqguido a temperatura ambiente em sua composi¢cao, em razdo molar que varia de 70:30
a 99,9:0,1 (lipidio sélido: lipidio liquido) (Pardeike et al., 2009). A presenca do dleo
(lipidio liquido na temperatura ambiente) nestes carreadores favorece principalmente a
eficiéncia de encapsulacao e impede a expulsdo do farmaco das particulas durante a
estocagem, pela reducao da cristalizacao da matriz lipidica. Dentre as vantagens desse
sistema tém-se: 0 aumento de carga e retencdo de farmaco nas estruturas (devido a
reducdo de compressao), melhor estabilidade fisica e liberacdo prolongada das
moléculas ativas encapsuladas (Saupe et al., 2005), como ilustrado na Figura 6.

Assim como as SLN, os NLC podem ser produzidos utilizando triglicerideos,
acidos graxos e ceras como matrizes, além de tensoativos como estabilizantes
coloidais. As NLC sao capazes de encapsular um alto percentual de farmacos com
caracteristicas hidrofobicas, sendo menos eficazes para carrear compostos com
caracteristicas hidrofilicas. Por isso, apenas farmacos hidrofilicos com alta poténcia
terapéutica seriam interessantes para serem carreados por SLN ou NLC, como o B-
Interferon (Mdiller et al., 2011; Puglia, 2012).
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Primeira geragao Segunda geracao
— SLN (Nanoparticulas — NLC (Carreadores lipidicos
Lipidicas Soélidas) Nanoestruturados)

Matriz lipidica

tensoativo

Um lipidio Mistura de lipidio
sélido sdlido e liquido o

\

NLC:alta capacidade de encapsulacdo
— menor cristalinidade

SLN:Menor capacidade de
encapsulagédo — alta
cristalinidade

Legenda

% Farmaco

Il Lipidio sdlido

&V Lipidio liquido (6leo)

quhTensoativo

Empacotamento lipidico aumentado Estabilidade fisico-quimica durante
durante a estocagem (propicia a longo tempo de estocagem com
expulsdo de farmacos das estruturas). redugdo da expulsdo do farmaco.

Figura 6. Representacdo esquematica das diferencas estruturais entre SLN e NLC (de
Araujo et al., 2013).

Teeranachaideekul e col. (2008) avaliaram as propriedades fisico-quimicas de
NLC e sua distribuicdo na superficie da pele. As formulacbes avaliadas possuiam
quantidades variaveis de éleo em sua formulagdo. O aumento em 20% na quantidade
de dleo nas nanoparticulas preparadas com CP e triglicerideos de cadeia média
aumentou a viscosidade, com consequente aumento no tamanho das particulas. No
entanto, foi observada uma posterior reducdo no tamanho das NLC logo apés a
cristalizacdo, provavelmente devido a expulsdo do excesso de 6leo da matriz lipidica, e
acumulo na superficie das nanoparticulas. O efeito oclusivo sobre a pele foi reduzido
com o aumento de lipidio liquido, devido a redugao da viscosidade na formulagdo. Além
disso, estudos de permeagao revelaram o direcionamento das particulas na camada
mais superficial da pele (epiderme), onde foi observada a deposicdo do corante
vermelho Nilo.
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Matrizes lipidicas produzidas com CP produzem nanoparticulas estaveis e nao
completamente recristalizaveis, quando associadas com outros lipidios liquidos
(Anantachaisilp et al., 2010). Essas matrizes possuem também menor taxa de
degradacao in vitro e reduzida toxicidade (Muller et al., 1996a; Lukowski et al., 2000;
Sarmento et al., 2007).

Resultados recentes comparando SLN e NLC produzidos com CP e Maisine TM
35-1 (monolinoleato de glicerol), obtidos por Elnaggar e colaboradores néo
demonstraram a superioridade habitual em relacdo a capacidade de encapsulacao e
estabilidade dos NLC sobre as SLN. Isto foi atribuido a estrutura cristalina do CP
altamente ordenada, que sofreu pouca perturbagcao estrutural quando foi adicionada

0,6% (m/v) de lipidio liquido a matriz composta por 1,4% (m/v) (Elnaggar et al., 2011).

1.7. Morfologia e estrutura das SLN e NLC

1.7.1. Modelos propostos

A incorporacao de farmacos em SLN e NLC (Figura 7) pode ser representada em
trés diferentes formas, como mostram as Figuras 7.A e B, respectivamente (Mlller et
al., 2005; Souto & Mdller, 2007).

Nas SLN - tipo | (Figura 7.A) a matriz lipidica contém o farmaco molecularmente
disperso, sendo que este modelo pode ser obtido utilizando-se a metodologia de
homogeneizacado a frio. O farmaco € solubilizado na matriz fundida com posterior
solidificagdo dessa mistura (farmaco / lipidio) por congelamento. Este procedimento
reduz diferencas nas concentragdes de farmacos em distintas regides das particulas
(Souto & Mller, 2007).

Nas SLN - tipo Il (Figura 7.A) a concentracao do farmaco em relacao ao lipidio é
baixa; este tipo de SLN é produzida utilizando-se HP a quente. Durante o processo de
recristalizacdo das SLN havera a solidificagdo, inicialmente, dos lipidios com a
formacao de um ndcleo lipidico livre de farmaco, o principio ativo atinge sua saturacao

de solubilidade no lipidio e ha formacao de uma camada externa de lipidios enriquecida
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com o farmaco. Em ensaios de liberagdo in vitro, foi observado que nesse tipo de
particula ocorre a liberacdo brusca do principio ativo (Souto & Miuller, 2007;

Teeranachaideekul et al., 2007).

Tipo |: matriz lipidica homogenia com o
farmaco molecularmente disperso

Tipo II: farmaco concentrado /depositado
na regido mais superficial da particula.

Tipo IlI: farmaco concentrado /depositado
no centro da nanoparticula.

(o)
NS
NLCH——
Tipo II: modelo amorfo

Figura 7. Representacdo esquematica de trés diferentes modelos de incorporagédo de
farmacos em SLN e NLC (adaptado de Souto & Miiller, 2007).

A deposicao do farmaco no centro da nanoparticula ocorre quando a concentracao
do principio ativo é elevada em relacao a fase lipidica ou pode estar préxima a regiao
de saturacdo no lipidio (SLN - tipo Ill, (Figura 7.A)). Como é necessario reduzir a
temperatura da dispersdo para que ocorra 0 processo de recristalizacdo dos
componentes das SLN, ha uma consequente reducao na solubilidade do ativo fundido
(observado na maior parte dos casos), seguida pela cristalizagcdo do mesmo antes dos
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lipidios, com posterior formacao de uma particula com o nucleo enriquecido com o ativo
(Souto & Mller, 2007).

Os trés modelos propostos para os NLC estao representados na Figura 7.B. O
NLC- tipo | € composto por lipidios solidos e pequenas quantidades de lipidio liquido a
temperatura ambiente (6leo). Essas estruturas possuem pouca ou nenhuma habilidade
para formar estruturas cristalinas ordenadas devido as diferengcas entre os
comprimentos das cadeias acilas dos constituintes e da mistura de lipidios que os
formam. Este modelo & também conhecido como cristal imperfeito, por possuir
imperfeicoes capazes de alojar o farmaco (Muller et al., 2002).

O modelo de NLC do tipo Il, chamado de modelo amorfo, utiliza lipidios que
conseguem manter a forma polimoérfica a durante o tempo de estocagem, minimizando
ou evitando a expulséo dos ativos das particulas (Souto & Mdaller, 2007).

O modelo multiplo descrito como NLC — tipo Il foi proposto para aumentar a
solubilidade do ativo nas NLC e ocorre quando o farmaco é mais soltvel no lipidio
liquido que no lipidio soélido. Estas particulas sdo derivadas de emulsdes multiplas
(O/A/O), o que propicia a formacdo de nanocompartimentos formados pelo lipidio
liqguido nos NLC. Para que isso ocorra, o 6leo deve estar saturado em relagao ao lipidio
sélido (Souto & Mdller, 2007).

1.8. Processo de secagem das nanoparticulas lipidicas

As SLN e NLC otimizadas demonstraram ser estaveis por varios anos (Mller et
al., 2000; Mdller et al., 2011; Puglia, 2012). No entanto, processos de secagem tém sido
empregados como estratégia para contornar os problemas correlacionados com
instabilidade das dispersbes aquosas (Freitas & Muller, 1998; Zimmermann et al., 2000;
Battaglia et al., 2010).

A secagem por aspersao ou a liofilizacdo das suspensdes de nanoparticulas séo
Uteis, todavia varios parametros devem ser observados para que a amostra, depois de
seca, seja um pbé com propriedades redispersiveis. Freitas & Muller (1998) adicionaram

carboidratos (lactose, manitol e trealose) e etanol a suspensao de SLN para evitar a
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coalescéncia das particulas e reduzir a temperatura de secagem da amostra,
respectivamente. Estes autores observaram que, quando o processo de liofilizacao foi
utilizado, observou-se agregacgao das particulas devido a destruicdo do filme formado
pelo tensoativo em torno das nanoparticulas e, por esta razdo, a utilizagdo de
crioprotetores foi recomendada (Zimmermann et al., 2000). Battaglia e col. (2010)
descreveram SLN preparadas por coacervacao e redispersao apés liofilizacao, devido a
presenca de estabilizantes poliméricos nao ibnicos (alcodis polivinilicos e

hidroxipropilmetilcelulose) na formulacao, que atuou como agente crioprotetor.
1.9. Veiculacao de anestésicos locais em SLN/NLC

Varios estudos tém sido realizados para encapsulacéao de diferentes farmacos em
SLN e NLGC, tais como insulina (Fonte et al., 2012), citrato de sildenafil (ElInaggar et al.,
2011), anfotericina B (Patel & Patravale, 2011), metotrexato (Battaglia et al., 2011),
entre outros (Souto et al., 2007; Mdller et al., 2011; Attama, 2011; Attama et al., 2012).

No entanto, ainda existem poucos trabalhos que descrevem a encapsulagédo de
anestésicos locais nesses carreadores coloidais. Zur Mihlen e colaboradores (zur
Mihlen et al., 1998) avaliaram a incorporacdo de farmacos lipofilicos (tetracaina,
etomidato e prednisolona) em SLN, que se apresenta como carreadores adequados
para essas moléculas, sendo observado um perfil de liberacdo lento e alta eficiéncia de
encapsulacdo. Em outro trabalho, os pesquisadores concluiram que SLN (preparadas
com palmitato de cetila ou behenato de glicerila estabilizadas com Pluronic F68 e
preparadas com trilaurato de glicerol estabilizada com lecitina de soja) associadas a
tetracaina e ao etomidato permaneceram fisicamente estaveis durante 3 meses com
capacidade de carga suficiente para liberar de forma prolongada aqueles farmacos
(Schwarz & Mehnert, 1999).

Uma década mais tarde, objetivando a liberagdo dérmica, formulagbes de
hidrogéis de lidocaina encapsulada em SLN e NLC (compostas por mistura de
behenato de glicerila e diestearato de glicerila acrescida de Migliol® 810 para o preparo

dos NLC e estabilizadas com Tween® 80) foram preparadas e caracterizadas. Os
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autores demonstraram a formacado de particulas esféricas (caracterizadas por
microscopia eletrénica de transmissdo) com tamanho e polidispersidade equivalentes e
com elevada eficiéncia de encapsulagcao. Os autores também evidenciaram (utilizando
as técnicas de difracdo de raios X e DSC) a encapsulagdo da lidocaina na matriz
lipidica, em ambos os tipos de nanoparticulas. Tais formulagdes apresentaram um
processo lento de permeacao in vitro através da pele abdominal de porco, mas com
duracao prolongada da anestesia local apds a aplicagdo tépica, quando comparada
com a formulagdo comercial de lidocaina (Xylocaine® gel) contendo o dobro da
concentracao do ativo (Pathak & Nagarsenker, 2009).

Recentemente Puglia et al. (2011) avaliaram os anestésicos locais benzocaina e
lidocaina encapsulados em NLC composto por behenato de glicerila e Migliol® 812
estabilizada com Lutrol® F68. Assim como relatado por Pathak & Nagarsenker (2009) as
nanoparticulas lipidicas exibiram elevada eficiéncia de encapsulagdo para ambos ALs
avaliados, com reducdo da taxa de liberacdo in vitro em relacdo as formulacdes
contendo ALs na fase aquosa. Além disso, testes in vivo, utilizando camundongos
machos CD1 (ou IRC - n&o isogénico), mostraram aumento na eficiéncia da anestesia
tépica, com duracéao prolongada, indicando serem as NLC um carreador promissor para
a liberacao de anestésicos locais por via dérmica.

1.10. Nanoparticulas lipidicas: administracao por via topica

As nanoparticulas lipidicas podem ser administradas por diversas vias que
incluem oral, parenteral, oftalmica e dérmica. No entanto, na ultima década, a utilizacao
das SLN como veiculo de farmacos pela via topica tem se destacado frente aos demais
carreadores de moléculas bioativas, devido a vantagens quanto a protecdo de
degradacao quimica dos ativos da formulacdo, hidratacéo (oclusao do estrato cérneo) e
penetracdo do ativo nas diferentes camadas da pele, além de promover a liberagao
prolongada com reducao da absorcao sistémica e possuir propriedades de fotoprotecéao
contra raios UV. Recentemente um trabalho de revisdo foi publicado por Pardeike et al.,

(2009) dedicado a aplicagao dérmica de nanoparticulas lipidicas tanto de uso cosmético
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quanto farmacéutico. Neste trabalho, as SLN e NLC foram classificadas como sendo
“nanoseguras’ devido, principalmente, as suas caracteristicas de excelente
tolerabilidade, com menor irritabilidade no local de aplicacdo em relacéo as formulagdes
convencionais (Muller et al., 2002; Pawar & Babu, 2010; Battaglia & Gallarate, 2012) e
baixa nanotoxicidade dérmica (Pardeike et al., 2009).

O efeito oclusivo sobre o estrato corneo ocorre devido ao desenvolvimento de um
filme lipidico formado pela deposicdo das nanoparticulas, apds aplicagédo na pele. A
adesao € devida a interagcbes hidrofébicas que ocorrem entre os componentes lipidios
da pele e da formulacdo, promovendo aumento tanto no grau de hidratacdo, quanto na
penetracdo de farmacos (Mdller et al., 2011). A Figura 8 mostra um esquema onde sédo
representadas as propriedades de protecdo, reforco e reparacdo da pele, apds a
aplicacédo das nanoparticulas lipidicas (SLN/NLC).

Estudos realizados por Wolf et al. (2009) investigaram o potencial das SLN e de
dendrimeros (polimeros de estrutura ramificada regular, globular e nanométrico
contendo grupos funcionais periféricos) como carreadores de opidides destinados a
aplicacéao topica, no tratamento de tecidos danificados, e mostraram que ambos os tipos
de carreadores (com e sem opibdides) foram capazes de estimular o crescimento
migratério de queratinécitos (HaCat) em tecidos previamente danificados, sendo maior
o crescimento observado com as SLN que com os dendrimeros. Segundo os autores as

SLN devem ser consideradas na utilizacao da redugéo da dor e cicatrizacao de feridas.
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(A). Tecido cutaneo danificado - estimulo quimico fisico ou mecanico

H>O

Reducao do filme lipidico

na superficie da pele Filme lipidico na

, superficie da pele
7
a»

Queratinocitos Epiderme

(B). Mecanismo de Acao das SLN ou NLC na superficie da pele danificada

l. Protecao Il. Reforco lll. Reparacao

®SLN /NLC Filme de SLN ou NLC na
superficie da pele

Liberacao prolongada de
farmacos

Queratindcitos Epiderme

Figura 8. Propriedades das nanoparticulas lipidicas na pele. (A) Tecido cutaneo
danificado (B) propriedades de protecao, reforco e reparacdo, promovidos pelas SLN e
NLC sobre a pele danificada (modificado de Muller et al., 2011).

Pardeike et al. (2009) revisaram resultados publicados entre 1999-2009
demonstrando que as nanopatrticulas lipidicas maximizam a penetracdo de farmacos e
elevam o grau de hidratagdo da pele in vivo, em relacdo as nanoemulsdes. Usando
RPE in vivo com sonda sensivel a presenca de oxigénio, Krzic et al. (2001) foram
capazes de avaliar a ag&o do nicotinato de benzila veiculado em diferentes formulagées

tépicas sobre a oxigenacdo da pele (a oxigenagao cutanea é um parametro importante
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especialmente quando se deseja maximizar o efeito de radiacéo ionizante em tumores)
apds aplicagdo topica. Os resultados mostraram que as SLN dispersas em gel
hidrofilico foram mais eficientes na oxigenacdo da pele que lipossomas dispersos
nomesmo gel hidrofilico, seguidas das formulagdes onde o farmaco estava disperso no
referido gel hidrofilico, pomada hidrofébica e creme hidrofébico. Segundo os autores,
ocorreu sinergismo entre as SLN e o veiculo hidrofilico, causando aumento da
oxigenacao cutanea. A encapsulagdo do nicotinato de benzila em SLN favoreceu a
liberacdo prolongada do farmaco na pele, de forma mais eficienteme que a
encapsulacao com lipossomas. O veiculo hidrofilico no qual as nanoparticulas foram
dispersas, composto principalmente por agua e glicerol, foi capaz de alterar a estrutura
do estrato cérneo (por alteragcdo de dominios lipofilicos e/ou queratinizados) permitindo,
assim, a elevagéao do fluxo do farmaco sobre a pele.

1.11. Desenvolvimento de formulacoées topicas contendo SLN/NLC

O desenvolvimento de formulagcbes tdpicas contendo SLN e NLC tem sido
realizado com a incorporacao desses carreadores em bases hidrofilicas, hidrofébicas ou
com a producado de géis ou cremes contendo nanoparticulas lipidicas (Souto et al.,
2007). A Figura 9 apresenta um esquema da dispersado das nanoparticulas em géis ou
cremes (O/A).
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Adicéo de nanoparticulas lipidicas

Hidrogel
RNAVNEAN AAVANAY

Figura 9. Representacdo esquematica de SLN/NLC em matrizes formadas por hidrogeis
(adaptado Souto et al., 2007).

As bases hidrofilicas incluem sistemas monofasicos (hidrogéis) ou bifasicos
(cremes e logdes 6leo/agua) (Mei et al., 2005; Joshi & Patravale, 2006). A incorporacao
das SLN/NLC em hidrogéis ou em cremes é feita misturando-se os componentes do gel
a uma dispersao concentrada de nanoparticulas, antes do processo de gelificacdo dos
componentes do hidrogel e durante ou apds o preparo dos cremes. A presenga de
eletrélitos, por exemplo, em géis preparados com poliacrilatos, pode influenciar
negativamente o sistema carreador, por desestabilizagcdo e, consequente agregacao
devido a reducao do potencial zeta das particulas. A adicdo de agentes neutralizantes
tais como trometamina e 2 -hidroxipropil-etilenodiamina, pode minimizar este problema
(Jenning et al., 2000Db).

Sistemas supersaturados podem ser desenvolvidos quando o farmaco esta em
ambas fases (encapsulado nas nanoparticulas ou disperso no gel ou creme). O
principio da supersaturagdo em microemulsdes topicas visa maximizar a absor¢ao do
farmaco na pele. Microemulsdes saturadas, quando em contato com a pele, atuam
difundindo a agua presente nas camadas mais superficiais da pele para o local de
aplicacao do produto, promovendo a elevagao do conteudo de agua da formulagdo com
consequente aumento da solubilidade do farmaco e absorcao na pele. Similarmente, é

viavel o desenvolvimento de formulagbes contendo nanoparticulas lipidicas dispersas
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em bases semi-solidas ja saturadas com farmacos. Durante a estocagem, o farmaco
permanece na matriz lipidica e apds a aplicacao sobre a pele, ocorrem transformacoes
nas moléculas lipidicas para uma forma mais ordenada com a expulsdo do ativo da
matriz de lipidio. O farmaco é expelido dentro do veiculo semi-solido (creme ou hidrogel
hidrofilico) ja saturado com o ativo, levando a supersaturacdo e penetracdo na pele
(Souto et al., 2007). O efeito oclusivo sobre a pele foi determinado por Wissing et al.
(2001), sendo observado em dispersdes lipidicas com 50% de conteudo soélido.

A principal vantagem de dispersar SLN e NLC em bases hidrofobicas é a
possibilidade da reducdo da concentracado do conteudo lipidico das nanoparticulas com
eficiente oclusao na pele. A utilizacdo das bases hidrofébicas € adequada, se o objetivo
€ a obtencao do efeito tépico evitando exposicdo sistémica do farmaco (Souto et al.,
2007).

Assim, o preparo e a caracterizacdo de SLN e NLC destinados a encapsulagéao da
DBC para aplicacao topica se justifica, por seu carater inovador e com pontecial para
originar um produto farmacéutico promissor, de liberagdo prolongada da dibucaina para

anestesia dérmica.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar nanoparticulas
lipidicas (SLN e NLC) contendo DBC. A encapsulacdo deste anestésico objetivou
prolongar a acao terapéutica e reduzir seus efeitos téxicos.

2.2. Objetivos especificos

Para alcancar esse objetivo as seguintes etapas foram realizadas:

‘ Metodologias: Son e HP. D
Preparo de SLNs e NLCs para encapsulacao da DBC. *
‘ Matrizes lipidicas: CP, MM e LIPO GC.
Tamanho e
distribuicao de
tamanho.

‘ Secagem das dispersdes coloidais com

diferentes agentes crioprotetores.
|

Desenvolvimento de formulagdes semi-sélidas
de uso tdpico para incorporagdo das SLNs e Hm

Potencial zeta.
~ N

Avaliagao in vivo*

NLCs contendo dibucaina encapsulada. ] (ensaios bioldgicos).
 J
Validagdo do método analitico. H Deteccéo e quantificagdo da dibucaina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).
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Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas u

Avaliacao da estrutura das particulas e interag6es/distribuicdao do Espalhamento de raios X de baixo angulo (SAXS).
farmaco das SLNs e NLCs. H Ressonancia paramagnética eletronica (RPE).
# Absorg¢éo no infravermelho (FTIR).
Calorimetria exploratéria de varredura (DSC).

Determinagéo tedrica do HLB das SLNs e NLCs.

Eficiéncia de encapsulacéo da dibucaina nas SLNs e NLCs.

pH e estabilidade quimica dos componentes lipidicos (peroxidagao lipidica). D

Tamanho, distribuigdo de tamanho (PCS, NTA), morfologia (MET, AFM), potencial zeta.

|
\J
Liberacdo in vitro de dibucaina das nanoparticulas e Porcentagem de liberagao.
predicao do mecanismo de transporte da dibucaina. H Modelagem matematica dos perfis de liberagéo in vitro.

[
\

compostas de policarbonato, com poros de 30 nm para

Estimativa do fluxo, elasticidade e deformacéo das SLNs e ! F M !
avaliar a capacidade de penetragdo das nanoparticulas.

| I Utilizagao de membranas artificiais, miméticas da pele,
NLCs usando metodologia in vitro.

# Tamanho e distribuicdo de tamanho (PCS).

Potencial zeta (mobilidade eletroforética).

Estabilidade fisico—quimica das SLNs e NLCs avaliada H

durante 240 dias. pH (potencial hidrogeni6nico).

Peroxidagao lipidica (método colorimétrico).

Porcentagem de encapsulamento.

Ensaios biologicos D

Tipos celulares
Avaliagao da toxicidade in vitro das SLNs e NLCs. D H Fibroblastos de embrido de camundongo BALB/c (3T3).

Queratinécitos humanos imortalizados (HaCaT).

Ensaio de analgesia tépica (tail-flick) em animais (ratos

Avaliagdo da atividade farmacolégica da dibucaina encapsulada
' ' Wistar).

em nanoparticulas dispersas em gel de carbopol (formulagao
semi-sélida de uso topico)*.
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3. Materiais
3.1. Reagentes

e Miristato de Miristila, MM 424,74 g.mol'1 (Croda, Brasil),

e Palmitato de Cetila, MM 480,85 g.mol"' (Dhaymers Quimica Fina, Brasil),
e Liponate GC (Lipo do Brasil Iltda, Brasil),

e Dibucaina, MM 343,46 g.mol” (Sigma Chem. Co., EUA),

e Pluronic F68 (Sigma Chem. Co., EUA),

e D (+) Maltose, MM 360,31 g.mol™" (Reagen Quimibras, Brasil),

e Trealose, MM 342,296 g.mol ' (Sigma Chem. Co., EUA),

e Acido 5-doxil estearico (5-SASL) (Sigma Chem. Co., EUA),

e Ester metilico do 5-doxil acido estearico (5-MeSL) (Sigma Chem. Co., EUA),
e Acetato de Uranila (Sigma-Aldrich, EUA),

e Acetona (Labsynth Ltda, Brasil),

e DMEM (Dubelcco's Modified Eagle Medium, Nutricell, Brasil),

e Soro fetal bovino (Cultilab, Brasil),

e Penicilina (Nutricell, Brasil),

e Estreptomicina (Nutricell, Brasil),

e Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (Sigma, EUA),

e Etanol (Labsynth Ltda, Brasil),

e Tripsina EDTA (Sigma Chem. Co., EUA),

e Glicerina (Galena Quimica e Farmacéutica, Brasil),

e Metilparabeno (Nipagin, Galena Quimica e Farmacéutica, Brasil),

e Polimero Carboxivinilico (Carbopol Ultrez, Galena Quim. e Farmacéutica, Brasil),
e Propilenoglicol (Galena Quimica e Farmacéutica, Brasil),

e Trietanolamina (Labsynth Ltda, Brasil),

e Tetraetoxipropano (Sigma Chem. Co., EUA),

e Acido acético glacial (Labsynth Ltda, Brasil),
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Acido cloridrico (Dinamica, Brasil),
Cloroférmio (Merk, EUA),

Cloreto férrico (Labsynth Ltda, Brasil),

Acido tiobarbittrico (Sigma Chem. Co., EUA),
Glicina (Sigma Chem. Co., EUA),
Butil-idroxi-tolueno (Sigma Chem. Co., EUA),
Dodecilsulfato de sédio (Sigma-Aldrich, EUA),
Acetonitrila P.A. (J. T. Baker, EUA),
Trietilamina (Ecriba, Brasil),

Acido ortofosférico (Labsynth Ltda, Brasil),
Dimetilsuféxido (Sigma Chem. Co., EUA),

Solugdo de tampao carbonato de sédio (5 mmol.L”, pH 10,0) (Sigma Chem. Co.,

EUA),

Solucdo de tampao fosfato de sédio (1,5 mol.L™", pH 7,4) (Sigma Chem. Co., EUA).

3.2. Equipamentos

Ultraturrax (T18 basic, IKA Work, Brasil),

Homogeneizador de alta pressédo (GEA Niro Soavi, Italia),

Ultra-sonicador de ponta (Vibracell, Sonics e Materials Inc, EUA), 20 kHz,
Analisador de particulas modelo ZetaSizer (Malvern Instruments, Reino Unido),
Analisador de particulas modelo NanoSight LM10-HS (NanoSight, Reino Unido),
Agitador de tubos (Phoenix ® AP56, Brasil),

Aparelho para teste de tail-flick, com lampada projetora de 150W (Onda Cientifica

Ltda., Brasil),

CLAE (Varian ® Pro Star, EUA),
Centrifuga (MC 12 V, Thermo Scientific Sorval, EUA),
Centrifuga tubos falcon (Quimis ©, Brasil),

Microscépio eletrénico de transmissao (Zeiss — LEO 906, Alemanha),
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e Agitador de tubos AP 56 (Phoenix ®, Brasil),

e Banho de ultrassom (Thornton T14, Brasil),

e Banho — aquecimento e resfriamento (Quimis ® Brasil),

e Medidor de pH/lons (Modelo 300M, Analyser Instrumentacéao Analitica, Brasil),
e Microscoépio 6ptico (Eclipse TS100, Nilkon, Japao),

e Estufa (REVCO - incubadora de CO,, EUA),

e Liofilizador (Labconco, Freeze dry System/Freezone 4,5, EUA),

e Espectrofotometro (Varian, Modelo Cary 5, EUA),

e Espectrofotometro (Biotek EL x 800, EUA),

e Espectrofotometro de infravermelho (PerkinElmer Spectrum 100 FT-IR, EUA),
e Espectrofotometro de massas (lon-trap: marca Thermo Scientific, modelo: LCQ
DECA XP MAX, EUA),

e Equipamento de DSC (DSC Q100 V9.9 Build 303, TA instruments, EUA),

e Equipamento RPE (Bruker BVT-2000, Alemanha),

e Equipamento SAXS (Nanostar, Bruker, Alemanha).

3.3. Outros materiais

e Coluna C18 (Merck KGaA, LiChroCART ® 100 RP-18, EUA),
e Filtros com poros de 10 kDa (MILEX® — Microcon, EUA),
e Filtros de 0,45 pm (MILEX ® EUA).

3.4. Animais

Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) adultos, machos e com peso variando
entre 250 e 350 g foram utilizados para a avaliagdo de atividade analgésica das
formulagdes. Os animais, provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da Unicamp),
foram submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com agua e alimentagéo ad libitum,

temperatura ambiente monitorada a 22 + 3°C, alojados coletivamente (5 animais por
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gaiola) e aclimatados ao local de experimentacdo por pelo menos 7 dias. Todos os
experimentos encontravam-se de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL), tendo sido aprovados pela Comissao de Etica na Experimentacdo Animal do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA)-IB UNICAMP
(protocolo n? 2464 - 1) (Anexo V).
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4. Métodos
4.1. Solubilidade da dibucaina

A solubilidade da dibucaina foi avaliada em solucbes de tampdes carbonato (5
mmol.L", pH 10,0) e fosfato (1,5 mol.L™", pH 7,4). A amostra adicionada (dibucaina, 5
mmol.L™") em tamp&o carbonato foi mantida em banho de ultrassom por 80 minutos e
submetida, posteriormente, a centrifugacdo durante 20 minutos (3.600 x g). Para a
realizacdo dos testes no pH fisiolégico do sangue (pH 7,4), foi utilizado o cloridrato de
dibucaina (1,5 mmol.L'™"), mantido em banho de ultrassom por apenas 5 minutos e,
também, submetido a centrifugacdo nas mesmas condicbes da amostra anterior (20
minutos, 3.600 x g).

Logo apbs a centrifugacao das amostras foram realizadas diluicbes sucessivas
utilizando o sobrenadante até atingir as concentragdes de 0,03 a 0,21 mmol.L™" para o
tampao carbonato pH 10 e de 0,003 a 1,100 mol.L™" para ensaios realizados em tamp&o
fosfato, pH 7,4. A concentragdo de DBC no sobrenadante foram avaliados utilizando por
espectrofotometria U.V. (Varian, Modelo Cary 50), no comprimento de onda de maxima
absorcao da DBC (327 nm) (de Paula & Schreier, 1995).

4.2. Quantificacao da dibucaina por CLAE

A dibucaina foi quantificada por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Resolucao),
utilizando o equipamento Varian® Pro Star. A metodologia analitica por CLAE para
quantificacdo da dibucaina (forma base) foi aplicada de acordo com Elsayed, 2007, com
modifica¢des, visando a obteng¢do de um pico simétrico e dentro dos padrdes exigidos
pela Farmacopeia Americana (USP, 2009). A Tabela 7 mostra as condigdes
empregadas no desenvolvimento da metodologia para determinacdo do teor de
dibucaina nas SLN e NLC (Barbosa et al., 2013c).
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Tabela 7. Condi¢des cromatograficas para quantificagcdo da dibucaina base (Barbosa et
al., 2013c).

Amostra Dibucaina base dissolvida em solugdo aquosa contendo
0,1% de Dimetilsuféxido (DMSO). A solugdo estoque foi
preparada na concentragdo de 60 ug.mL™', com sucessivas
diluicdes até 1,5, 4,5, 9,0, 15, 0, 30,0 pg.mL™" (ou seja 0,44,
1,31, 2,62, 4,37 e 8,73 nmol.L™"). O DMSO, aqui, foi utilizado
para agilizar o processo de dissolugédo da DBC.

Fase mével Mistura de acetonitrila e tampé&o fosfato de trietilamina (pH
2,3, 0,04 mol.L™", vv) (55:45), v/v. O tampao foi preparado
adicionando 4,61 g de acido ortofosférico (85%, p/p) € 3,57 g
de trietilamina para 900 mL de agua, seguindo o ajuste do pH
para 2,3 com 4cido ortofosforico. Finalmente, a fase mével foi
completada com agua para o volume final de 1000 mL e,
posteriormente filirada usando membrana de 0,45 pm
(Millex®) e desgaseificada antes de sua utilizagéo.

Injecéao 30 L

Fluxo 1 mL.min

Temperatura | 35 °C

Detector 247 nm

Coluna Merck KGaA, LiChroCART® 100 RP-18, C18 fase reversa, 5
um 110 A, 125 x 4 mm.

A curva analitica foi construida tomando-se concentracdes crescentes de DBC
entre 1,5 a 30,0 ug.mL™, conforme previsto na Resolugdo n® 899/2003 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria Brasileira (ANVISA, 2003).
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4.3. Validacao da metodologia analitica

A validacdo de métodos analiticos é importante, pois garante a confiabilidade dos
dados experimentais e € o alvo de varios artigos (Ribani et al., 2004; Moraes et al.,
2008; Salas et al., 2008; Grillo et al., 2009), nos quais ha uma completa definicdo do
tema, assim como parametros, procedimentos e estratégias de validacado (Lancas,
2004).

O Guia para validacao de métodos analiticos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003) e o Internacional Conference on the Harmonization of
Technical Requirements for the Human Use (ICH, 2005) foram utilizados no intuito de
direcionar a validagdo do método de quantificacado da dibucaina por CLAE.

Os parametros envolvidos na validagcdo da metodologia analitica utilizada nesse
trabalho foram: precisao, exatidao, limite de quantificacdo e deteccao, especificidade,
linearidade, intervalo e sensibilidade (Barbosa et al., 2013c).

4.3.1. Especificidade

A especificidade foi avaliada para assegurar que o método possuia a capacidade
de medir exatamente um composto quando outros estivessem presentes (por exemplo:
impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz) (ANVISA, 2003). Foi
utilizado o meio dispersante (tampéo fosfato, 4 mmol.L™', pH 7,4) com adicdo de 20% de
etanol na determinacdo da porcentagem de liberacdo da DBC das SLN e NLC para
avaliar a especificidade do método analitico.

4.3.2. Linearidade

A linearidade do método foi determinada no intuito de demonstrar que os
resultados obtidos eram proporcionais a concentragdo do analito na amostra, no
intervalo especificado. Cinco concentracgdes distintas, realizadas em triplicata e em trés

dias consecutivos, foram utilizadas para a construcdo da curva analitica, sendo o
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célculo de regressao linear feito pelo método dos minimos quadrados (ANVISA, 2003;
ICH, 2005).

4.3.3. Intervalo

A faixa entre os limites de quantificacao utilizados na construcédo da curva analitica
€ denominada intervalo; este € derivado da avaliagdo da linearidade, sendo dependente
da aplicacdo desejada (ANVISA, 2003; ICH, 2005). O Intervalo especificado foi
determinado pela confirmacdo de que o método apresenta exatiddo, precisdo e
linearidade adequadas.

4.3.4. Precisao

A precisdao, expressa pela Equacao 1, avalia a proximidade dos resultados

gerados em varios experimentos de uma amostragem mdultipla de uma mesma amostra.

P
x100

CV'=Tub

Equacéo 1

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como desvio padrdo
(coeficiente de variacao, CV) de varias medidas, onde DP é o desvio padrao e CMD, a
concentracao média determinada. Nao se admitem valores superiores a 5%, que deve
ser definido de acordo com a metodologia empregada, com a concentracdo do analito
na amostra, com o tipo de matriz e a finalidade do método.

A concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentacdo é conhecida como repetibilidade (ou precisao
intra-corrida), ja a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos
em dias diferentes, € referida como precisdo intermediaria (ou preciséo inter-corridas)
(ANVISA, 2003).
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4.3.5. Exatidao

A proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor
verdadeiro define a exatiddo de um método analitico. Apds o estabelecimento da
linearidade e da especificidade do método analitico, determina-se a sua exatidao, a
partir de, no minimo, nove determinacdes, sendo contemplado o intervalo linear do
procedimento, ou seja, trés concentragdes: baixa, média e alta, com trés réplicas de
cada. A exatidao (E) foi obtida usando-se a Equacéao 2, a qual relaciona a concentracao
média determinada experimentalmente e a concentragao tedrica (ANVISA, 2003),

E= cMb x 100
- CT
Equacéo 2

onde, CT é a concentracao teérica e CMD é a concentracdo média determinada.
4.3.6. Limites de deteccao e quantificacao

O limite de detecgcao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram determinados
usando-se as Equacdes 3 e 4, respectivamente.

O LD refere-se a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
detectado, porém nédo necessariamente quantificado, sob as condicbes experimentais
estabelecidas.

D— DP % 3
- 1IC
Equacéao 3
_DPx10
0=
Equacao 4

onde DP é o desvio padrao do intercepto com o eixo y e IC € a inclinagdo da curva

analitica média.
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Através da andlise de solucbes de concentracées conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel, pode-se mensurar o limite de detecg¢éo. O limite
de quantificacdo (LQ) € a menor quantidade do analito em uma amostra a ser
determinada com precisdo e exatiddo admissiveis sob as condi¢gdes experimentais ja

determinadas.

4.4. Preparacdao das nanoparticulas lipidicas sdlidas e dos carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo dibucaina

4.4.1. Nanoparticulas lipidicas sélidas

Dois tipos de lipidios solidos a temperatura ambiente foram avaliados como
componentes estruturais das SLN: palmitato de cetila e miristato de miristila,
gentiimente cetidos pela Dhaymers Quimica Fina e Croda (ambas em Sao Paulo,
Brasil), respectivamente, e comercialmente disponiveis como Palmitato de cetila e
Crodamol MM. Tanto o palmitato de cetila como o miristato de miristila ndo possuem
toxicidade sistemica, nenhuma sensibilizacdo ou fotosenssibilizacdo como ja referido
(tem 1.5.2.1). Estudos realidados por Marcato et al. 2008 e Ridolfi, 2011 indicaram e
nortearam a viabilidade na preparacao das nanoparticulas lipidicas contendo CP e MM
tendo sido necessérias adaptacdes nas composigoes.

A obtencao das SLN foi realizada utilizando homogeinizacdo a alta-pressédo a
quente (Marcato, 2009; Uner, 2006) ou sonicagao, como mostram, esquematicamente,
as Figuras 10 e 11. Em ambas, as técnicas de homogeneizagéo o lipidio (MM ou CP) foi
aquecido 10°C acima da sua temperatura de fusdo (39 e 54°C para MM e CP,
respectivamente (Teeranachaideekul et al., 2007; Aydin & Okutan, 2011). Logo apés,
0,3 g de DBC foram adicionadas e misturadaspor agitacdo magnética até completa
solubilizacdo na fase oleosa (6 g). Posteriormente, para a formacao da pré-emulséao
(O/A), a fase oleosa foi adicionada a 300 mL da solugdo aquosa de Pluronic F68 (1,5 g,
0,5%), na mesma temperatura do lipidio, sob agitacdo de 10.000 rpm por 3 minutos em

Ultra-Turrax (Ultra-turrax® T18). A pré-emulsdo formada e mantida sob aquecimento foi

56



rapidamente tranferida para equipamento de HP (Panda 2k da Niro Soavi, Itdlia) ou de
sonicacao (Vibracell, Sonics e Materials Inc). A concentracdo de DBC usada foi a
maxima soluvel na matriz lipidica, correspondente a 5% (m/m, DBC : lipidio).

O processo de HP foi realizado com dois estagios de pressao: 1° estagio com
pressao de 600 bar e 2° estagio com pressao de 60 bar (geralmente 10% do valor do 1°
estagio). A pré-emulsao foi submetida a trés ciclos consecutivos no HP. Ao final do
ultimo ciclo, a nanoemulsdo formada foi imersa em um banho de gelo até alcancar a
temperatura de 25 °C, para formacdo das nanoparticulas lipidicas soélidas (Schwarz et
al., 1994; Liedtke et al., 2000; Uner, 2006; Mitri et al., 2011).

N 10.000 rpm, 3 min.

(Homogeinizador
© Lipidio alta pressao)
- Tensoativo 3 ciclos
o Farmaco () ii >
I

\/

7 Nanoemulséo (O/A) - J -

(OX<)
. = 1

(Sonicador)-
A 15 minutos

(£¥10°C acima da temperatura
de fuséo do lipidio)

Figura 10. Esquema das metodologias empregadas para a preparacao das SLN e NLC
por alta pressao de homogeneizacao e por ultrasonicacao (Barbosa et al., 2013a).
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No processo de homogeneizacao usando sonicagao, a pré-emulsao foi sonicada
utilizando um micro-tip de titdnio (Vibracell, Sonics e Materials Inc Danbury, EUA) com
poténcia de 50 W, 20 kHz de frequéncia nominal em ciclos de 30 segundos
(ligado/desligado) durante 15 minutos. A amostra foi mantida sob aquecimento (10 °C
acima da temperatura de fusdo dos respectivos lipidios) durante todo o processo.
Passados os 15 minutos, a nanoemulséo foi rapidamente resfriada em banho de gelo
(assim como as amostras preparadas por HP) até atingir 25 °C.

As quantidades de cada componente utilizado no preparo das amostras contendo
SLN estédo descritos na Tabela 8. Ao final das preparacdes, todas as amostras de SLN
foram armazenadas em frascos de vidro e mantidas a 4 °C para caracterizagdes

posteriores.

Tabela 8. Composicdo das SLN preparadas a alta pressdo de homogeneizagcao (HP) e
sonicacao (Son), utilizando palmitato de cetila (CP) e miristato de miristila (MM) como

lipidios estruturais.

Amostra MM ou CP Pluronic F68 DBC
(mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™)
SLNum 20 5 -
SLNwvDBC 20 5 1
SLNcp 20 5 -
SLNcpDBC 20 5 1

4.4.2. Carreadores lipidicos nanoestruturados

Os NLC foram preparados usando a mesma metodologia descrita na preparagéo
das SLN (Figura 11) com algumas modificacbes em relacdo aos componentes
adicionados as amostras. Para tanto, além do miristato de miristila, foi também
adicionado Liponate GC (ou LIPOGC, que consiste em uma mistura de triglicerideos
dos &cidos caprico e caprilico, lipidio liquido a temperatura ambiente e cedido pela
Lipo®, Lipo do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), para a formacdo da fase oleosa da
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formulacdo. Ocorreu também a adicao de diferentes concentracbes de estabilizante
coloidal, Pluronic F68 (0,5 a 1,5%, m/v). A quantidade de cada componente utilizado no
preparo das amostras contendo NLC estd descrito na Tabela 9. Ao final das
preparagdes, todas as amostras de NLC foram armazenadas em frascos de vidro e
mantidas a 4 °C para caracterizagdes posteriores.

A Tabela 10 apresenta os componentes quimicos utilizados para a preparacao das
SLN e NLC com suas respectivas massas molares, temperaturas de fuséo,

concentragdes utilizadas em cada amostra e suas estruturas quimicas.

Técnica de Homogenizagao
a quente

Y
Dissolug@o da DBC no lipidio
fundido
(10°C > da temperatura de | —|

fusdo)* - fase oleosa

'

Mistura do 6leo na solugdo
aquosa contendo tensoativo
com posterior dispersiao
(10.000 rpm, 3min.)

—d__

Pre- emulsdo (O/A) I

— e — )

Y Y
Alta pressao de [ _——— —— Sonica¢@o com micro-tip
homogenizagdo (10°C >da 1 Nanoemulsioa I_ de titanio, poténcia de
temperatura de fusdo, 600/ L Quente (O/A) 50W, 20kHz em ciclos de
60 bar) 30s

*NLC: adi¢do também de
lipidio liquido

Resfriamento (25°C) e
estocagem (4°C)
(recristalizac?o)

Y

SLN ou NLC*

Figura 11. Fluxograma da metodologia de preparagdo das SLN e NLC por

homogeneizacéao a alta pressao a quente (HP) e sonicacao (Son).
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Tabela 9. Composicédo das NLC preparadas por alta pressao de homogeinizacao (HP) e
sonicacao (Son), utilizando miristato de miristila (MM) como lipidio estrutural, LIPOGC

como lipidio liquido e Pluronic F68 como estabilizante coloidal.

Amostra* MM LIPOGC Pluronic F68 DBC
(mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™)
20 0,3 5 -
NLCwm 20 0,3 10 -
20 0,3 15 -
20 0,3 5 1
NLCwvDBC 20 0,3 10 1
20 0,3 15 1

Tabela 10. Componentes quimicos utilizados para a preparacao das SLN e NLC.

MM (g.mol™) Tf (°C) (mmol.L™) Estrutura quimica

DBC 343,46 63,0 2,9 o © A
NN %u/\»\/
W

MM 424.74 39,0 47,0
O/\/\/\/\/\/\/
\g/\/\/\/\/\/\/
CP 480,85 47,0 42,0
Q
W
PF68* 8358 80,0 0,02 (SLN) on T o
0,06 (NLC) MW{V }

Conc.: concentracédo, * x = 78, y = 30, z = 78. Temperatura de fusdo=Tf
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4.4.3. Liofilizacao das nanoparticulas

A secagem das amostras em suspensao (SLN e NLC) foi realizada submetendo
as amostras ao contato com gelo seco/etanol com posterior liofilizacdo (Labconco,
Freeze dry System / Freezone 4,5) por 24 horas.

A agregacao das particulas foi minimizada com a adi¢do de crioprotetores antes
do processo de congelamento (Schwarz & Mehnert, 1997; Mehnert & Mader, 2012).
Para tanto, foram avaliados dois tipos de acgucares, maltose e trealose, a 30% (m/v,
massa de crioprotetor/volume de suspenséao). Antes e apds o processo de liofilizacao, o
diametro, polidispersidade e o potencial zeta das nanoparticulas foram medidos (de
acordo com os itens 4.5.2 e 4.5.3) ressuspendendo a amostra em agua pura (sistema
Milli-Q).

4.5. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas (SLN e NLC)

4.5.1. Determinacao tedrica do balanco hidrofilo-lipofilo (HBL) das formulacoes

Emulsdo é um sistema coloidal termodinamicamente instavel e, geralmente,
envolve a combinacdo de trés a cinco componentes, tais como, fase aquosa, fase
oleosa e tensoativo, quando necessario, o co-tensoativo. O tensoativo e o co-tensoativo
sdo também conhecidos como agentes emulsificantes, o0s quais conferem
homogeneidade e estabilidade as emulsdes, pois reduzem a tensao interfacial entre as
fases imisciveis do sistema (Oliveira et al., 2004; Macedo et al., 2006). Como ja referido
no item 4.4, uma das etapas na formacao das SLN e NLC envolve o preparo de uma
pré-emulsao.

A metodologia de HLB auxilia no célculo de quantidades relativas de agentes
emulsificantes necessarios a produgao de emulsbes fisicamente mais estaveis. Para
cada tensoativo € calculado um valor numérico de HBL, o qual representa as
proporcbes relativas das partes lipofilicas e hidrofilicas da molecula. As porcoes

lipofilicas sdo cadeias de hidrocarbonetos saturadas, insaturadas ou sistemas de anéis
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aromaticos e a regiao hidrofilica pode ser anibnica, catidbnica ou nao idénica (Aulton,
2001).

O valor tedrico requerido de HBL das formulag¢des, de acordo com a composicao
dos lipidios (Tabela 11) foi calculado conforme a Equacao 5 (Aulton, 2001):

concentragdo lipidica x HLB do lipidio
HLB = 100

Equacéo 5

Tabela 11. Composicao lipidica das formulagdes, em porcentagem (%, massa do

componente lipidio/massa total da fase lipidica).

Amostra MM CcpP LIPOGC
SLNmm 100 - -
SLNcp - 100 -
NLCwum 98,52 - 1,48

O valor do HLB dos lipidios, conforme dados dos fabricantes foi de 9, 10 e 10,
para MM, CP e LIPOGC, respectivamente, mas pode também ser calculado pelo
método de Davies, baseando-se na atribuicdo de valores para grupamentos presentes
na molécula, na soma desses valores e na aplicagdo dos mesmos em Equacao que
fornece o HLB (Aulton, 2001).

4.5.2. Tamanho e distribuicao (polidispersidade) das nanoparticulas
A espectroscopia de correlacdo de fotons (do inglés Photon Correlation
Spectroscopy, PCS), foi utilizada para determinar o didmetro hidrodindmico e a

distribuicdo de tamanho (PDI) das nanopatrticulas, utilizando-se o equipamento Nano
ZS Zetasizer (Malvern®, instruments, Reino Unido) acoplado a um sistema de aquisicao
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de dados. O software utilizado para coletar e analisar os dados foi o DTS, versao 6.01

Malvern®.

O movimento Browniano, préprio de suspensdes coloidais, € detectado pelo feixe
de luz (laser He-Ne, 633 nm) que o equipamento emite sobre a amostra. Para tanto,
parte do feixe de luz é disperso e o remanescente € transmitido através da amostra. A
luz dispersa, derivada de um campo elétrico e associada a luz incidente, varia (devido
ao movimento Browniano) conforme o tamanho das particulas. Através da
determinacao do coeficiente de difusdo, também relacionado ao movimento Browniano
das particulas no meio, consegue-se calcular o diametro médio equivalente ao de uma

esfera utilizando a equacao de Stokes—Einstein (Equacao 6) (Tscharnuter, 2006).

kT
6/mR

Equacéao 6

onde: k = constante de Boltzmann, T = temperatura absoluta, R = raio das vesiculas e
= viscosidade da solucao dispersante.

As medidas foram feitas com ajuste automatico do angulo em relagcéo ao feixe de
luz incidente (163°), a 25 °C. As suspensdes contendo as nanoparticulas foram diluidas
em agua pura (sistema milli-Q) (1:100, amostra: agua, v/v), minutos antes de cada
medida. As medidas foram feitas em triplicata e os dados foram expressos como a

média + desvio padréo.

4.5.3. Potencial zeta

A carga superficial das particulas € um dos fatores que determina a estabilidade
fisica das mesmas. Quanto maior a repulsdo eletrostatica entre as particulas, maior é
estabilidade fisica da formulagdo. A quantificacdo da carga superficial das particulas,
também denominada potencial zeta, € medida comumente através da mobilidade

eletroforética das particulas em um campo elétrico (Mishra et al., 2009).
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A Equacao 7 relaciona os parametros utilizados para o calculo do potencial zeta
(Remington, 2006).

_ 2ez f(xa)

Equacéao 7

onde Ug = mobilidade eletroforética, € € constante dielétrica, z, o potencial zeta, f{ka) € a
funcéo de Henry e n representa a viscosidade do meio.

A Figura 12 mostra uma representacao esquematica da medida do potencial zeta
das particulas. Como pode ser observado, ha duas regides distintas em torno da
particula, uma regido interna chamada de camada de Stern, onde os ions sao
fortemente ligados a particula, e outra mais externa (ou também chamada difusa), na
qual os ions sdo menos firmemente associados. A medida do potencial zeta é dada
pela carga existente na superficie de cisalhamento hidrodindmico (ou no plano de
splinning). A magnitude do potencial zeta da uma indicagao da potencial estabilidade do
sistema coloidal. Particulas com potenciais zeta mais proximos de + 30 mV ou - 30 mV
sao normalmente consideradas estaveis (Remington, 2006; Mishra et al., 2009). No
entanto cada sistema deve ser individualmente avaliado.

As medidas de potencial zeta foram realizadas diluindo-se 100 vezes (v/v) a
dispersao de nanoparticulas com uma solugdo de NaCl (0,1 mmol.L™") para propiciar um
meio eletrolitico e garantir a formacdo de uma dupla camada elétrica compacta. As
analises foram feitas em equipamento ZetaSizer (Malvern® Instruments, Reino Unido), &
temperatura de 25 °C, em cubetas de poliestireno (10 mm de caminho 6ptico) (Marcato
et al., 2008). As medidas foram feitas em triplicata e os dados foram expressos como a
média * desvio padrao.
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Figura 12. Representacdo esquematica de uma particula com carga elétrica positiva,

camada de Stern com ions negativos e camada difusa, ambas circundando a particula.
Decaimento exponencial do potencial zeta com a distancia entre a regido medida e a

superficie da particula.

4.5.4. Andlise de rastreamento de nanoparticulas

A andlise de rastreamento das nanoparticulas (ou nanoparticle tracking analysis,
NTA) é uma técnica que, assim como o PCS, baseia-se na dispersdao de luz, no
entanto, analisa individualmente o movimento Browniano de cada nanoparticula
presente na dispersdao (tempo real usando camara CCD, do inglés charge-coupled
device) (Filipe et al., 2010).

O NTA foi feito em equipamento NanoSight LM20 (NanoSight, Reino Unido) com
software NTA 2,0 Analytical (NanoSight, Reino Unido) (Figura 13) sendo utilizado para
caracterizar o tamanho, distribuicdo, intensidade e concentracdo das nanoparticulas,
além de fornecer informagdes visuais das mesmas (Filipe et al., 2010; Hoffmeister et al.,
2012).

As medidas foram realizadas apés diluicdo das amostras em agua Mili-Q (1:5.000,
v/v). Em seguida, as amostras foram introduzidas no interior do porta amostra por meio
de uma seringa esterilizada, até seu total preenchimento (0,5 mL). A analise foi

realizada utilizando um feixe de laser de diodo (A = 635 nm) (Bender et al., 2012;
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Hoffmeister et al., 2012). Cada video foi obtido durante 10 segundos a temperatura
ambiente. As medidas de tamanho foram realizadas em triplicata, com os dados
expressos como a média + desvio padrao.

Os dados de polidispersidade ou distribuicdo de tamanho das particulas obtidos
através NTA (Span) foram calculados utilizando-se a Equacgéao 8 (Teeranachaideekul et
al., 2007).

(DO,9 - D0,1)

Span =
Do,s

Equacéo 8

Com Dog, Dos € D1 representando os respectivos didmetros meédios das
nanoparticulas obtidas em 90, 50 e 10% do conjunto de nanoparticulas totais obtidas
por NTA (Bender et al., 2012).

Objetiva do
microscopio optico

Substrato 6ptico

Figura 13. (A) Imagem do médulo de iluminacdo do feixe de luz laser do equipamento

NanoSight LM20 (B) representacdo esquematica do caminho éptico do feixe de laser
(modificado de NanoSight, 2013).

As técnicas de NTA e PCS diferem entre si principalmente quanto a precisdo

(precisa tanto para amostras poli como monodispersas no NTA) e faixa de tamanho das
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particulas (PCS - 1-1000 nm e NTA - 30-1000 nm), resolucao de pico (< para PCS),
faixa de concentracdo da amostra (amplo, entre 10® - 10'? particulas/mL para PCS e
limitado, entre 10’ — 10° para NTA), reprodutibilidade (NTA < PCS) e influéncia de
contaminantes na coleta de dados (poeira, microorganismos ou agregados sao
facilmente detectados na analise com NTA e particulas grandes tém pouca influéncia
sobre os resultados finais, sendo que o contrario ocorre com PCS). Além disso, 0s
aspectos operacionais mais relevantes compreendem a manipulacdo dos aparatos
(mais facil para PCS), tempo operacional (entre 2 - 5 minutos/medida no PCS contra 5
minutos € 1 hora no NTA dependendo da habilidade do operador), coleta de dados e
visualizagdo da amostra (apenas utilizando o NTA é possivel a obtencdo da
concentragdo aproximada e visualizagdo da amostra) (Filipe et al., 2010; Bender et al.,
2012; Hoffmeister et al., 2012).

4.5.5. Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As analises foram feitas utilizando o microscépio eletrénico de transmisséao Zeiss-
LEO 906 (Laborat6rio de Microscopia Eletrdnica do Instituto de Biologia/Unicamp), 60
kV. Uma gota das amostras contendo SLN ou NLC com e sem DBC foi adicionada no
grid de cobre com 200 Mesh (Electron Microsopy Sciences). Apdés 10 segundos, 0
excesso da amostra foi retirado com auxilio de um papel filtro, e, em seguida, uma gota
de solugcdo aquosa de uranila a 2% (m/m) foi adicionada sobre a mesma no intuito de
melhorar o contraste das imagens. Oito segundos depois, 0 excesso foi novamente
retirado com o auxilio de papel filtro e, na sequéncia, uma gota de agua Milli-Q foi
adicionada a grade, seguindo o mesmo procedimento para a retirada do excesso 5
segundos depois. ApGs o preparo das amostras nas grades, as mesmas permaneceram
em repouso em temperatura ambiente, até que estivessem totalmente secas (Bozzola &
Russell, 1999; Guterres et al., 2010, Cereda et al., 2013).
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4.5.6. Microscopia de forca atémica (AFM)

As nanoparticulas foram investigadas por microscopia de for¢ca atbmica. Amostras
previamente diluidas (50 x, foram depositadas em uma superficie de silicio previamente
limpa com solugéo de &cido nitrico e 4gua. As amostras imobilizadas foram secas com
ar comprimido e deixadas por 24 horas em ambiente com baixa umidade. As amostras
foram analisadas no microscopio de forga atbmica Nanosurf Easy Scan 2 Basic AFM —
padrao BT02217 (Nanosurf, Suica) em modo de contato intermitente no Departamento
de Engenharia Ambiental na UNESP (Araraquara — SP). Foram utilizados cantivelever
comercial Contr 10. A velocidade de scan foi proporcional ao tamanho da area de
varredura e a frequéncia de varredura (0,6 Hz), conforme descrito por Silva e col.
(2010).

4.5.7. Espectrometria de massas

Para confirmacao e verificagdo da pureza, os lipidios MM e CP foram analisados
por CG-EM (Cromatografia a gas acoplada a Espectrometria de Massas) utilizando o
equipamento GCT-Premier da Waters, no laboratério de Espectrometria de Massas do
Instituto de Quimica da UNICAMP. Para esta analise, 1 mg da amostra foi diluida em
diclorometano e injetada sob as seguintes condigcdes de operacdo: fluxo do gas de
arraste 1 mL.min™", coluna 50 °C (5 min), rampa 15 °C até 300 °C (5 min) , coluna HP-5
MS Agilent, split 50:1, 1 uL de volume injetado.

Em se tratando do farmaco, apds o ensaio realizado para a determinacdo %EE da
DBC nas nanoparticulas, uma das aliquotas filtradas, a partir da amostra
SLNuwvDBC/HP, foi analisada por espectrometria de massas (lon-trap: marca Thermo
Scientific, modelo: LCQ DECA XP MAX - Instituto de Quimica na Universidade de Sao
Paulo), para confirmar a massa molar da dibucaina presente nas formulacbes. Para
esta andlise, a amostra foi diluida 1:20 em solucdo de metanol : agua, 1:1, v/v,
contendo 0,1% de &cido férmico e as condicdes de operacdo foram: 5 mL.min™' do fluxo

de liquido (50:50 metanol/agua desionizada), modo de ionizacao positiva ESI, 4,5 kV de
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tensdo de pulverizagcéao de ions, 250 °C temperatura de capilar e 8 unidades arbitrarias
(ARB) do fluxo de gas de azoto. Os dados foram obtidos no modo de varredura
completa, de 300 a 370 m.z"' (Barbosa et al., 2013c).

4.5.8. Ressondncia paramagnética eletrénica (RPE)

A ressonancia paramagnética eletrénica é uma técnica espectroscépica que opera
na regido de microondas (faixa de 9 a 10 GHz) e consiste em detectar, de maneira
indireta, um ou mais elétrons desemparelhados (transicdes de estados de spin
eletrdnicos) de compostos quimicos (moléculas paramagnéticas) que, ao serem
submetidos a um campo magnético, reorientam seus spins eletrénicos de acordo com
seus momentos magnéticos de spin (Knowles et al., 1976 e Marsh, 1981).

A precessao do spin eletronico ocasionada pela adicdo de uma onda magnética
ressonante promove absorcdo de energia e transicdo do estado de spin. A energia
correspondente a essas transicées € da ordem de grandeza daquela envolvida em
movimentos translacionais, rotacionais e segmentares das moléculas, o que permite a
analise desses movimentos através dos espectros obtidos.

A Equacéao 9 pode ser utilizada para discutir a técnica de RPE, onde:

hv=gpfH
Equacéao 9

onde, h=constante de Planck; v= frequéncia da radiacao incidente; g=fator caracteristico
do elétron ; f=magneton de Bohr ; H=campo magnético externo.

Geralmente a frequéncia da radiacdo incidida na amostra é mantida constante e o
espectro de absorcéo é determinado em funcdo do campo magnético externo variavel. O
espectro de RPE é registrado como a primeira derivada da curva do espectro de absorcao
(Knowles et al., 1976; Schreier et al., 1978; Marsh, 1981). Apdés algum tempo ha
relaxagéo e retorno ao estado de spin original.
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O radical nitroxido (Figura 14) é marcador de spin mais utilizado por ser estavel em
amplas faixas de temperatura e pH. Nele, o momento magnético do elétron
desemparelhado interage com o campo magnético externo e com 0 momento magnético
nuclear do nitrogénio (I = 1). Essa ultima interagdo é chamada de interagdo hiperfina e
possibilita desdobramentos dos niveis de energia (Knowles et al., 1976; Schreier et al.,
1978), responsavel pelos 3 picos caracteristicos do espectro do nitréxido. A anisotropia
espectral é dependente da orientagdo do eixo molecular do radical nitroxido em relacao
ao campo magnético e reflete a mobilidade desse marcador de spin, quando incorporado
em sistemas orientados. Portanto, através dos espectros de RPE é possivel monitorar a
viscosidade e/ou a ocorréncia de interagcdes no ambiente onde se encontra o marcador de
spin. Marcadores do tipo acido n - doxil estearico se intercalam e orientam-se com o eixo
z do radical nitréxido aproximadamente paralelo ao eixo normal da bicamada (Marsh,
1981), em membranas modelo e biolégicas.

\A/V\/WVX\COOR

O N—O
R= H-5-SASL
R= CH3-5MeSL
Figura 14. Estruturas quimicas dos marcadores de spin contendo o grupo
paramagnético nitréxido: 5-doxil acido esteéarico (5-SASL), e éster metilico do 5-doxil

acido estearico (5-MeSL).

A partir de espectros de RPE ¢é possivel calcular o parametro de ordem (S), que é
uma medida da anisotropia do ambiente em que se encontram as moléculas do
marcador de spin. O espectro desses marcadores apresenta parametros que refletem
as orientagdes nos eixos X, y (extremos internos) e z (extremos externos) que sao

usados para a determinagdo de S (Figura 15).
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Figura 15. Espectro de RPE do marcador 5-SASL em lipossomas (A) (Schreier et al.,

1984) e nanoparticulas lipidicas sélidas (B).

O parametro de ordem é uma medida da orientacdo da molécula em relagao ao eixo
diretor (normal a bicamada lipidica) e varia de 0, em sistemas isotropicos a 1, para uma
molécula perfeitamente orientada (Jost et al., 1971). S reflete a amplitude angular do
movimento anisotropico da molécula e pode ser calculado pela Equacédo 10, a qual

relaciona os parametros determinados a partir dos espectros experimentais.

All-AL

5= e _[(Axx n Ayy)}

Equacéo 10

onde, A/ e A 1 sdo medidos diretamente no espectro de RPE. Azz, Axx e Ayy sao os
principais componentes do tensor hiperfino, medidos em monocristal, e tem os valores

constantes de 32, 6 e 6, respectivamente (Schreier et al., 1978).

Em membranas, se o grau de ordem da bicamada é pequeno, os extremos
externos do espectro ndo sao resolvidos e o parametro de ordem nédo pode ser medido
diretamente. Este €, em geral, o caso dos metil estearatos, que ndo interagem
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fortemente com a interface aquosa da membrana por nao possuirem um grupamento
carregado para ancorar-se ao nivel da cabeca polar dos lipidios. Pela falta de uma forte
interacao, o espectro dos MESL mostra um baixo grau de anisotropia, o que impede
tanto a medida do parametro de ordem, como o célculo preciso do tempo de correlagao
rotacional da molécula, empregando a teoria desenvolvida para sistemas isotrépicos
(Schreier et al., 1984). Neste caso pode-se acompanhar a razao das alturas dos picos
de campo baixo (h,1) e médio (hp), 0 que indica uma medida do grau de organizagao da
membrana; este parametro resulta da contribuicdo da orientacdo e da mobilidade
rotacional dos marcadores de spin inseridos na bicamada (Schreier et al., 1978).

Quanto mais anisotropico o movimento do marcador incorporado na nanoparticula,
mais alargadas as linhas espectrais e, consequentemente, maior € a diferenca entre os
picos de campo baixo (h,1) € meédio (hy), enquanto uma menor organizagdo no
ambiente ao redor da sonda é acompanhada por razdes h,1/hy maiores.

As medidas de RPE foram conduzidas no Instituto de Fisica da USP, Laborat6rio
de Biofisica sob responsabilidade da Profa. Dra. Teresa Lammy com o auxilio técnico -
cientifico do Dr. Evandro Luis Duarte, em espectrometro Bruker EMX em banda-X
operando em frequéncia de 10 GHz.

As amostras de SLN e NLC foram marcadas utilizando marcadores de spin do tipo
nitréxido-acido estearico e nitroxido-metil acido esteéarico (5-SASL ou 5-MeSL, SIGMA,
EUA), de forma a obter uma concentracdo final de aproximadamente 1 mol% de
marcador de spin (em relacdo a concentracdo total de lipidios da formulacéo),
incubados por aproximadamente 30 min a 37 °C. Aliquotas das amostras marcadas
foram colocadas numa cavidade ressonante retangular, com controle de temperatura
realizado por um dispositivo de temperatura variavel Bruker BVT-2000. Os espectros de
RPE foram inicialmente obtidos a 25 °C para as SLNyv € NLCyy com e sem DBC, e no
intervalo de 5 °C a 55 °C para as SLNuyu € SLNcp com e sem DBC preparadas por HP.
O grau de organizacéao foi analisado principalmente pela alteracao dos parametros de
ordem (S) e empirico h,1/hy (de Paula & Schreier, 1995).
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4.5.9. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

As nanoparticulas lipidicas solidas e os carreadores lipidicos nanoestruturados
também foram caracterizados utilizando-se a técnica de espalhamento de raios X a
baixo angulo (SAXS, “Small angle X Ray Scattering”) (Pereira, 2004).

As técnicas de espalhamento de raios X a alto e baixo angulo permitem a
caracterizagdo de estruturas cristalinas ou semi-cristalinas com periodicidade na ordem
de alguns angstrons e de algumas centenas de angstrons respectivamente. Segundo a
lei de Bragg, o angulo de difracdo 6 é inversamente proporcional a distancia entre os
planos de rede da amostra; assim, com angulos menores € possivel medir distancias
maiores.

A Figura 16 apresenta, esquematicamente, a metodologia de difracdo de raios x (a
e €) em um corte no cristal com atomos arranjados em um conjunto de planos paralelos
(linhas 1 e 2) e espagados por uma distancia d. Ali, um feixe paralelo e monocromético
de raios X de comprimento de onda A incide neste cristal a um angulo 6 (chamado de

angulo de Bragg), medido entre o raio incidente e o plano cristalino (Duarte, 2005).
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Figura 16. Representacdo esquematica de difracdo de raios X (modificado de Duarte,
2005).

Os raios X podem ser espalhados elasticamente quando atingem um material,
sem perda de energia pelos elétrons de um atomo do material. O féton dos raios X

modifica sua trajetéria posteriormente a colisio com o elétron, mas mantém a mesma
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fase e energia do féton incidente. Fisicamente, pode-se considerar que a onda
eletromagnética é instantaneamente absorvida pelo elétron e a mesma onda sera
reemitida, tal que cada elétron pode ser considerado um centro de emissao de raios X.
Raios X espalhados, provenientes de atomos organizados em estruturas cristalinas e
apresentando entre si distancias préximas ao do comprimento de onda da radiacédo
incidente, caracterizam-se por periodicidade entre os espacamentos (Mertins, 2008).

O numero de elétrons no atomo e a distribuicdo espacial desses atomos em uma
determinada estrutura sao fatores determinantes da intensidade de radiacao difratada.
Assim, €& possivel verificar distintas intensidades difratadas de diversos planos
cristalinos que possuem densidades de atomos e elétrons desiguais. Cada material
cristalino possui planos de difragdo, distancias interplanares, densidades de atomos
(elétrons) ao longo de cada plano cristalino, caracteristicas estas especificas e unicas,
da mesma forma que o padrao difratométrico por ele gerado (Mertins, 2008).

No SAXS, os raios X utilizados sdo de alta energia e possuem comprimentos de
onda na ordem de 1,5 A, os quais sdo compativeis com as dimensdes atdémicas. Ha
uma interacdo direta da radiagdo com os elétrons, fornecendo informagcdes sobre a
organizacao da densidade eletrénica da estrutura que esta sendo investigada (Pereira,
2004).

Existe uma relacéo inversa entre comprimento de onda e a dimensao da particula
em estudo, que pode ser expressa pela Lei de Bragg, quando o material é
perfeitamente organizado em nivel atdmico, como, por exemplo, um cristal. Bragg, em
1912, definiu o fendmeno de difracdo de raios X, quando o objeto de estudo era um
cristal utilizando a equacéo de Bragg, onde o tamanho d pode ser calculado de acordo

com a Equacgéo 11:

_ A
"~ 2sen®

Equacéao 11

onde, A € o comprimento de onda da radiagao utilizada, 6 é o angulo de incidénciae d é

a distancia entre camadas atbmicas em um cristal.
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No entanto a intensidade difratada pode ser assumida como uma funcao do vetor
de espalhamento g, que representa a mudanca no vetor de onda do feixe difratado

(Castro et al., 2009). O médulo do vetor de onda € dado pela Equacao 12:

q= 4msen 6/}\0

Equacgéo 12

No espalhamento de luz, o vetor de onda g esta relacionado com o tamanho do
objeto observado (na ordem de 1 a 100nm) e para o SAXS obtém-se informacdes
dimensionais de estruturas significativamente maiores do que as dimensdes atdmicas.
Portanto, o dominio tipico dessa técnica compreende valores de g menores do que 0,1
A-1(6=1°) (Pereira, 2004). Equivalentemente, a lei de Bragg pode ser escrita pela
Equacéao 13.

q = n(2m/d)
Equacéo 13

onde n é um numero inteiro e d é a separacao entre dois planos espalhantes.

A intensidade de espalhamento medida no detector varia somente com a
magnitude de q, e ndo com sua direcdo. Assim, o perfil de espalhamento é
representado por um gréfico de intensidade em funcao de q.

As informacdes dimensionais avaliadas por SAXS para as SLN e NLS
compreendem a identificacdo de arranjos lamelares, bem como a sua periodicidade
(organizagao estrutural) e sua composicao cristalina ou amorfa (Lukowskin et al. 2000 e
Souza et al. 2012).

As medidas de SAXS foram feitas no Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS, Campinas - SP), em colaboragao junto com os Prof. Dr Leandro Ramos Souza
Barbosa e Rosangela ltri, do Instituto de Fisica da USP. As andlises foram realizadas
no equipamento de SAXS/WAXS Nanostar (Bruker), a uma distancia amostra-detector

de aproximadamente 1000 mm. As curvas de espalhamento foram corrigidas pela
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contribuicdo do tampao, considerando-se a absorcdo da amostra. O vetor de
espalhamento q foi definido como q = 411/A senB; onde 2 8 é o angulo de espalhamento
e A o comprimento de onda de raios X (em nosso caso de 1,488 A). O tempo de
exposi¢cado das amostras variou de 2 a 5 minutos. A amostra SLN¢p foi submetida a um
processo de aguecimento (30, 35, 40, 45 °C) que foi realizado utilizando banho de agua
com controle de temperatura. As demais amostras (SLNyv, SLNyuDBC e SLNcpDBC)

foram feitas somente a temperatura ambiente.

4.5.10. Calorimetria exploratoria de varredura (DSC)

Todas as amostras avaliadas por calorimetria exploratoria de varredura foram
previamente liofilizadas de acordo com o item 4.4.3. Os termogramas de DSC
(“Differential Scanning Calorimetry”) foram obtidos por um Calorimetro Diferencial de
Varredura DSC-Q10 (TA instruments) em um porta amostra padrao de aluminio selado.
As andlises foram feitas em atmosfera de nitrogénio, a um fluxo de 50 mL.min™', na
faixa de temperatura de + 20 a + 80 °C para as amostras sem crioprotetor e de + 20 a +
180 °C para as amostras liofilizadas com maltose ou trealose. A taxa de aquecimento
foi de 10 °C.min™ (Liu et al., 2007; Marcato, 2009). O indice de cristalinidade (IC em %)
foi calculado usando a massa lipidica (MM ou CP) como referéncia (100% de
cristalinidade), de acordo com a Equacéo 14 descrita por Schubert & Miller-Goymann
(2005) e Liu et al. (2007).

AH (]/g)nanoparticula(SLN ou NLC) X
AH (J/8)1ipidio(MM ou cp)- cONcentracdo da fase lipidica

IC% =

Equacéao 14
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4.5.11. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Na caracterizagdo das amostras por espectroscopia de infravermelho também foi
necessario a previa liofilizacdo das nanoparticulas de acordo com o item 4.4.3. Os
espectros de infravermelho por transformada de Fourier das formulacdes de SLN
liofilizadas (sem acucar) e os seus componentes individuais foram medidos a fim de
caracterizar as estruturas moleculares e identificar as alteragdes relacionadas a
formacao de nanoparticulas e o encapsulamento da dibucaina. Os espectros foram
obtidos com a utilizacao de espectrofotdmetro da Perkin Elmer 100 FTIR no intervalo
de 4000 - 400 cm™”. As medidas foram feitas usando 1 mg de amostra, que foi

misturado com 200 mg de KBr e prensados em pastilhas empregando carga de 10 t.
4.6. Estabilidade das SLN e NLC

O estudo de estabilidade foi realizado durante 240 dias com as amostras
preparadas por Son e HP avaliando tamanho, distribuicdo de tamanho e potencial zeta
de acordo com os itens 4.5.2 €4.5.3, respectivamente. Além disso, as amostras SLNw,
SLNcp € NLCyy com e sem DBC preparadas HP foram ainda avaliadas quanto ao pH,
teor de endoperoéxidos e o percentual de DBC encapsulado em funcdo do tempo de

estocagem a 4 °C.
4.6.1. Potencial hidrogeniénico (pH)

Alteracdes de pH foram avaliadas utilizado o Medidor de pH/lons (Modelo 300M,
Analyser Instrumentacdo Analitica), calibrado com os padroes de pH 7,0 e 4,0. Este
protocolo de analise foi adotado para verificar se nado estava ocorrendo grandes
variacdes de pH ao longo do processo de estocagem, que pudesse causar danos a
formulag@o. O pH foi monitorado ao longo de 240 dias e as medidas foram realizadas

em triplicata. Os dados foram expressos como a média + desvio padrao.
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4.6.2. Peroxidacao lipidica

As SLN e NLC foram avaliados quanto a estabilidade quimica da sua matriz
estrutural, por meio da estimativa de oxidacao de seus componentes lipidicos.

Mecanismos de formagédo de radicais livres, mesmo na auséncia de agentes
oxidantes especificos, provocam a oxidacao de acidos graxos dos lipidios. Sabe-se que
a exposicao a radiacao eletromagnética ou a contaminagdo de ions metalicos de
transicdo pode ocasionar a retirada de um atomo de hidrogénio da cadeia lipidica e
gerar danos aos componentes da formulagdo. De modo geral, na avaliacao da oxidacao
dos lipidios considera-se o aparecimento de conjugacao de duplas ligacdes, a producao
de aldeido com quebra de cadeia ou ainda a formagdo de perdxidos (Torchilin &
Weissig, 2003).

O teste de peroxidacao lipidica detecta endoperdxidos através da reacdo de
produtos de sua quebra em altas temperaturas, os malondialdeidos, com o acido
tiobarbitdrico (TBA), na qual um croméforo vermelho com absorbancia em 532 nm é
produto dessa reagado (Ohkawa et al., 1979; Asakawa & Matsushita, 1980).

Amostras da suspensdo com as nanoparticulas (0,1 mL) foram adicionadas em
tubos falcon com 0,1 mL de solugdo de cloreto férrico (0,27 mg.mL™), 0,1 mL de
solugdo etandlica de hidroxitolueno butilado (0,22 mg.mL™), 1,5 mL de tampéo glicina
(0,2 mol.L'/pH 3,6) e 1,5mL de reagente TBA (0,5 mg.mL') em solucdo de
dodecilsulfato de sédio (0,3 mg.mL™"). A curva analitica com tetraetoxipropano (TEP 0,2
mmol.L™") em concentracdes que variaram de 1 a 6 pmol.L™' com a adigdo das mesmas
solucdes citadas acima, foi também construida (Anexo lll, Figura 61), obtendo-se a
seguinte equacao linear: y = 49,476x + 0,0168 com R? = 0,995. Apés 15 minutos em
banho fervente, os tubos foram resfriados (banho de gelo) até a temperatura ambiente.
Apéds este periodo, adicionou-se 1 mL de acido acético glacial e 2 mL de cloroférmio,
com agitacao seguida de centrifugacao (500 x g, 20 min, temperatura ambiente). O
sobrenadante foi analisado em um espectrofotdmetro de UV/Vis - Modelo Cary 50,
fabricante Varian, 532 nm. Foi feita uma analise inicial (logo apds o preparo) e anélises
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em periodos de 30, 180 e 240 dias apds a preparacao da formulacdo. As medidas
foram feitas em triplicata e os dados expressos como a média + desvio padrao.

4.7. Porcentagem de encapsulacao e capacidade de carregamento

A eficiéncia de encapsulacao foi obtida medindo-se a concentracdo de DBC livre
no meio de dispersdo. A porcentagem de encapsulacédo (%EE) da DBC nas SLN e NLC
foi determinada utilizando o método de filtragao-centrifugacdo. Cada amostra foi diluida
em agua Milli-Q (2: 100, v/v), e logo apéds, 0,3 mL foi transferido para uma unidade de
filtracdo de 10 kDa (Millex, Millipore), e centrifugada durante 20 minutos (4.100 x g,
Centrifuga, MC 12 V, Sorval). A DBC livre, presente no sobrenadante foi quantificada
utilizando-se a metodologia descrita no item 4.2. %EE, calculada pela Equacéo 15, e a
capacidade de carreamento (%LC) (dada pela Equacao 16) foram calculadas utilizando
a curva analitica (item 4.3.2) obtida para DBC.

B

B—-A
%LC = x 100

Equacéao 16

onde, A é a quantidade de DBC encapsulada nas SLN ou NLC e B é a quantidade
inicial de DBC, adicionada na amostra. A = B - [DBC nao encapsulada], detectada por
CLAE. P, é a massa de particulas (lipidios) recuperados. As medidas de %EE e %LC
foram feitas em triplicata e os dados foram expressos como a média + desvio padrao
(Marcato et al., 2011; Ridolfi et al., 2012).
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A eficiéncia de encapsulacdo também ser expressa na forma do coeficiente de
particdo (P) (Equacédo 17) do anestésico entre duas fases imisciveis, pela razédo das

concentragdes desse entre a fase lipidica (/) e a aquosa (a):

Equacéo 17

na qual n € o numero de moles da DBC e V é o volume (L) das fases. O numero total de
moles da DBC na dispersao € a soma de n; € n,.

Os dados de P consideram a concentragao da fase lipidica no sistema (47 mmol.L
' e 42 mmol.L" para os lipidios MM e CP respectivamente) e o valor da densidade

lipidica igual a 1 g.mL™" (de Paula & Schreier, 1996).
4.8. Porcentagem de liberacao in vitro

A avaliacao da liberacdo in vitro da dibucaina encapsulada nas SLN e NLC foi
acompanhada ao longo do tempo antes do processo de liofilizacdo, com as amostras
em tubos independentes, observados nos intervalos de 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 10,0, 24,0 e
48,0 horas, na temperatura ambiente (25 + 5 °C) sob frequente agitacdo, utilizando
como meio dispersante tampao fosfato (4 mmol.L”, pH 7,4) com adicdo de 20% de
etanol (co-solvente). Nos referidos intervalos, as amostras foram filtradas em unidades
de filtracdo de 10 kDa (Millex, Millipore) e centrifugadas durante 20 minutos (4100 x g,
Centrifuga, MC 12 V, Sorval). Posteriormente, a aliquota filtrada foi quantificada por
CLAE (item 4.2), utilizando-se a curva analitica obtida na etapa de validagdo do método
analitico (item 4.3.2) (Ridolfi, 2011).

80



4.8.1. Modelagem matematica dos perfis de liberacao in vitro

Na literatura encontra-se um vasto numero de modelos matematicos que
descrevem o perfil de liberagcdo de farmacos, entre eles destacam-se Weibull, Higuchi,
Baker—Lonsdale e Korsmeyer—Peppas. Como critério de escolha do modelo matematico
mais adequado aos dados, faz-se a determinacdo do R? ajustado que é calculado
através da Equacéo 18 (Costa & Lobo, 2001).

n—-1
R(szustado =1- n—p 1- RZ),

Equacéao 18
sendo n o numero de pontos dos dados da dissolugdo e p o numero de parametros do
modelo. O modelo matematico mais adequado a ser aplicado deve apresentar 0 maior
coeficiente de determinacéo ajustado (R3).

Neste trabalho os modelos matematicos utilizados foram Weibull e Korsmeyer—
Peppas.

O modelo de Weibull, adaptado para os processos de liberagcao de farmacos por
Langenbucher, 1972, revela a fragdo cumulativa do farmaco na solugdo em funcédo do
tempo t, como pode ser observado nas Equacdes 19 e 20.

m=1—exp

—(t = Ti)F
e

Equacéo 19

ou
log[—-In (1 —m)] =B log (t — Ti) —loga

Equacéo 20

onde a define a escala temporal do processo, Ti é o intervalo de tempo antes do inicio

do processo de liberacdo (zero na maior parte dos casos), f € o parametro de forma
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que caracteriza a curva como sendo exponencial (f = 1, cinética de primeira ordem),
sigmdide (B > 1, cinética rapida) ou parabdlica (f < 1, cinética lenta).

Assim, o valor do expoente f é o indicador do mecanismo de transporte do
farmaco através da matriz:

e S menores que 0,75: difusdo segundo Fick,

e entre 0,75 e 1 associados a dois mecanismos: a difusdo Fickiana e transporte de
caso Il (intumescimento),

e [ maiores que 1: o transporte do farmaco envolve um complexo mecanismo de
liberagéo (fenémenos de difusdo, intumescimento e erosao simultanea).

No entanto, por ser empirico (sem fundamento cinético) este modelo apresenta
deficiéncias que sao objetos de muitas criticas, entre elas: ndo caracterizar
adequadamente as propriedades cinéticas de dissolucdo e nao possuir parametros
relacionados com a taxa de dissolucdo intrinseca do farmaco, além da correlagéo in
vivo / in vitro ser bastante limitada (da Costa, 2002).

O modelo proposto por Korsmeyer—Peppas, simples e semi-empirico, é
principalmente utilizado quando o mecanismo de liberacdo ndo é bem definido ou
quando se tem mais de um mecanismo de liberagdao (Korsmeyer & Peppas, 1981;
Peppas, 1985; Costa & Lobo, 2001).

O modelo matematico proposto por Korsmeyer & Peppas (1981) correlaciona
exponencialmente a liberacdo do farmaco em fungcdo do tempo como descrito pela
Equacéo 21,

fr = at™
Equacéo 21

na qual a € uma constante que reune caracteristicas estruturais e geométricas da

forma farmacéutica em questao, n é o expoente de liberacao, referente ao mecanismo
. ~ . , Mt . ~ . 7
de liberagdo do farmaco, e t é a o (liberacao fracionada do farmaco em um tempo)

(Equacao 22). Onde Mt é quantidade de farmaco liberado em um tempo t, Mo é a

quantidade de farmaco liberado em um tempo infinito.
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Dessa forma, pode afirmar que,

Mt
Moo

Equacéo 22

O tempo de espera (l) para iniciar a liberacdo do farmaco da forma farmacéutica

transformou a Equacao 22 em Equacao 23:

M(t-1)
e =at =D

Equagéo 23

No entanto, se for considerada a possibilidade de uma liberagdo abrupta inicial do

farmaco (b), tem-se a Equacao 24:

MED — atm + b

Equacéao 24

O valor encontrado de n €, entdo, utilizado para caracterizar diferentes

mecanismos de liberacdo, como descrito na Tabela 12.

Tabela 12. Predicdo do mecanismo de transporte de farmacos a partir da determinagéao
do valor de n pelo modelo de Korsmeyer—Peppas (Costa & Lobo, 2001)

Expoente de liberagéo (n) Mecanismo de transporte do farmaco
n<0,43 Difus&o Fickiana

0,43<n<0,85 Transporte anémalo

n > 0,85 Transporte Caso-Il

Superior a 0,85 Transporte Super-Caso-ll
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4.9. Estimativa do fluxo e elasticidade das SLN e NLC

A elasticidade das SLN e NLC foi estimada através de ensaios in vitro em
membranas de policarbonato com poros regulares. Para a realizacdo dos ensaios
utilizando membranas de poros regulares, a extrusora, de ago inox modelo T.001 da
Lipex Biomembranes Inc., com capacidade para um volume de 10 mL, com camisa
térmica para circulacdo de agua aquecida, com regulagem de pressao constante de
nitrogénio, foi utilizada juntamente com membrana de policarbonato com poros de
didmetros nominais de 30 nm, colocada sobreposta a um disco de dreno.

Visando maior sensibilidade do método, foi utilizada apenas uma membrana.
Ensaios posteriores seriam realizados com duas membranas sobrepostas, visando
simular os poros tortuosos presentes na pele.

Os fluxos das amostras foram determinados utilizando 2,5 mL a 1 mmol.L-1 em
extrusora a 32 °C (temperatura da pele), sob baixa pressao (2,5 x 105 Pa), simulando a
pressao osmatica da pele (van den Bergh et al., 2001; Barbosa et al., 2013b) durante
um tempo maximo de 10 minutos e utilizando com meio poroso membrana com poros
nominais de 30 nm. O volume permeado foi medido (pipeta volumétrica). As medidas
foram feitas em ftriplicata e os dados expressos como a média + desvio padrao
(Equacéo 25).

PRAL

t(min)
Equacgéo 25

onde: J = fluxo (mL/min), Vp = volume permeado (mL), t = tempo de permeagdo (min).
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A elasticidade de nanoparticulas a passagem através dos poros de membranas
sintéticas foi determinada por Cevc (1996) e utilizada por van den Bergh et al., (1999) e
van den Bergh et al. (2001) para caracterizagdo de lipossomas convencionais e
elasticos (Equacdo 26). Teixeira et al. (2010), caracterizaram a elasticidade de
nanocapsulas poliméricas utilizando a mesma metodologia, a qual foi adaptada para as
SLN e NLC neste trabalho.

dv ’
E- J(Ej

onde J é o fluxo obtido através da extrusdo das particulas em membrana de

Equacéo 26

policarbonato, dv, é o didametro médio dos lipossomas antes da extrusdao € dp é o

didametro do poro da membrana de policarbonato utilizada.

4.10. Estudos bioldgicos

4.10.1. Avaliacao da citotoxicidade in vitro

4.10.1.1. Cultivo das células

As linhagens celulares de fibroblastos de embrido de camundongo BALB/c 3T3,
adquiridas do NIH (National Institute of Health-Baltimore, EUA) e de queratindcitos
humanos imortalizados, HaCaT (Academic Medical Center, Amsterdam University)
(Figura 17) foram gentilmente doadas pela professora Dra Carmen Verissima Ferreira
do Instituto de Biologia da UNICAMP.
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(A) (B)

Figura 17. Linhagens celulares de: A) Fibroblastos de embrido de camundongo BALB/c
3T3 e B) AQueratinécitos humanos imortalizados, HaCaT em fase inicial do
plagueamento.

As células 3T3 e HaCaT foram cultivadas em meio DMEM e suplementadas com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético (100 Ul. mL™ de penicilina e 100 pg.mL"
de sulfato de esptreptomicina). As células foram plaqueadas em garrafas de 75 cm? na
densidade de 2 x 10 * células.mL™" para células Balb/c 3T3 e 1,4 x 10 * células.mL
para HaCaT e incubadas a 37 °C sob atmosfera umida com 5% de CO, (REVCO -
incubadora de CO;) e monitoradas a cada 24 horas em microscopio 6ptico (Eclipse
TS100, Nilkon), verificando se as células estavam aderidas as paredes das garrafas. As
culturas foram repicadas periodicamente a cada 24 ou 48 horas. O plagueamento foi
realizado inoculando-se 2 x 10* células viaveis em placas de 96 cavidades, incubadas
por 48 horas, até atingirem a semi-confluéncia (de Araujo, 2005, Barbosa et. al., 2013a).

4.10.1.2. Tratamento das células
As células de fibroblastos (células BALB/c 3T3) e os queratindcitos humanos
imortalizados (HaCaT) incubados nas placas de 96 cavidades foram submetidos ao

ensaio de citotoxicidade. Neste estudo foi avaliada a atividade mitocondrial através da
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reducdo do sal de tetrazdlio a formazan, composto insolivel e de coloracdo roxa
(Mosmann, 1983). Para tanto, o meio de cultura, presente em cada poc¢o da placa, foi
substituido pelas amostras diluidas em DMEM de acordo com a Tabela 13, que, em
seguida foram incubadas por 2 horas em atmosfera umida contendo 5% de CO,. Apds
2 horas, ambos os tipos celulares foram incubados com MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio], 0,5 mg.mL") durante 3 horas. Ao final desse
periodo, o meio contendo MTT n&o reduzido foi removido cuidadosamente e, a cada
placa, foi adicionado 0,1 mL de alcool etilico P.A., para dissolugdo dos cristais de
formazan produzidos pela redugdo do corante (Figura 18). As placas foram agitadas
vigorosamente por cerca de 10 min. para garantir a solubilizacdo do formazan. A
absorbancia da solugédo em cada cavidade foi medida por espectrofotometria (570 nm)
(Welder, 1992).

N
Enzimas Mitocondriais / \H
—l-
Células vidveis N N
N \r/
MTT Formazan ' /

Figura 18. Redugéo do 3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT) a
formazan. Esta reagdo ocorre na mitocondria de células viaveis sendo observada a
coloracao roxa que indica viabilidade celular (Mosmann, 1983; Fotakis & Timbrell,
2006).
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Tabela 13. Amostras e respectivas concentragdes avaliadas no ensaio de citotoxicidade
utilizando células de fibroblastos (células BALB/c 3T3) e os queratindcitos humanos

imortalizados (HaCaT).

Amostras Concentracdo (mmol.L™)
DBC livre 0,02-0,30
SLNmwHP 0,53 - 4,20
SLNcp/HP 0,53 - 4,20
NLCuw/HP 0,53 - 4,20
SLNumDBC/HP 0,02 -0,30
SLNgpDBC/HP 0,02 -0,30
NLCumDBC/HP 0,02 -0,30

4.10.2. Ensaios in vivo: avaliacdo da atividade antinociceptiva

4.10.2.1. Preparacao de gel de carbopol

O gel de carbopol,utilizado como matriz de hidrogel para a incorporacao das SLN
e NLC foi preparado de acordo com o procedimento operacional padrdo descrito pela
resolucdo da RDC 67/2007 da ANVISA (BRASIL, 2007) e pela ANFARMAG (Boas
praticas de manipulacao). Os componentes e as respectivas quantidades utilizados na
preparacao estao descritos na Tabela 14.

Inicialmente o polimero carboxivinilico, foi incorporado na agua até o total
intumescimento; em seguida, o metilparabeno (conservante) foi adicionado ao
propilenoglicol e misturado ao polimero ja intumescido. Logo apéds, a glicerina foi
acrescentada e, por fim, o pH ajustado com TEA (£ 20 gotas). O gel de carbopol foi
acondicionado em frasco plastico devidamente fechado a 4 °C. Destaca-se a alta
concentragdo de umectante na formulagdo (totalizando ca. 13% m/m do gel de
carbopol) capaz de induzir alteracdes estruturais do estrato cérneo (dominios lipofilicos
e/ou queratinizados) (Krzic et al., 2001).

88



Tabela 14. Componentes utilizados no preparo de 100g gel de carbopol.

Componentes Massa (g) Funcao
Polimero 2,0 Gelificante e de facil dispersao
carboxivinilico
Propilenoglicol 5,0 Levigacéao, co-solvente e
umectante.
Metilparabeno 0,2 Conservante (fungos e
leveduras)
Glicerina 8,0 Umectante
Agua Deionizada 84,8 Solvente
Trietanolamina (TEA) g.s.p. Alcalinizante (pH = 7,0)

4.10.2.2. Teste de tail-flick

D’Amour e Smith (1941) descreveram o teste de “tail-flick’, o qual possibilita
mensurar a laténcia do movimento da cauda de um animal (ratos ou camundongos)
frente a um estimulo térmico focalizado (Figura 19). A partir da década de 1990, esse
teste, antes muito usado para avaliar a atividade antinociceptiva de farmacos
administradas por diferentes vias, foi também aplicado quando se desejava mensurar a
duracdo do efeito analgésico de anestésicos locais administrados topicamente na

regiao da base da cauda do animal (Grant et al., 1994; Yu et al., 2002).
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A
lampada projetora
de 150W
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Figura 19. Teste de tail-flick. (a). Aparatos utilizados durante o teste de analgesia — tail-
flick, (b) Aplicacdo local das formulagdes e (c) animal sendo avaliado quanto a laténcia
analgésica.

Na avaliagdo da atividade analgésica (verificacao da atividade antinociceptiva) das
formulacdes foi necessario estabelecer grupos experimentais, de acordo com a Tabela
15. A concentracdo do anestésico livre e encapsulado nas nanoparticulas foi de 0,23
mg de dibucaina/0,5 g de gel de carbopol que corresponde a 0,05% de dibucaina
presente no gel de carbopol aplicado. Neste ensaio foram utilizadas as nanoparticulas
liofilizadas, de acordo com o item 4.4.3 sendo que a mistura delas ao gel de carbopol
(4.10.2.1) foi realizada por simples dispersao.

No dia anterior ao teste, ratos (Rattus novegicus albinus) do tipo Wistar adultos

(250-350 g) foram submetidos ao teste (sem a aplicacao de qualquer formulacao) para
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determinacao da linha basal e observacdo do tempo de reacao (movimento da cauda)
frente ao estimulo térmico (~ 55 °C) gerado por uma lampada projetora de 150 W do
aparelho para teste de tail-flick (Onda Cientifica Ltda.). As formulacées, descritas na
Tabela 15, foram cuidadosamente aplicadas na base da cauda dos animais (Figura
19.b).

Em seguida, o animal foi colocado em um contensor de acrilico, colocando a base
da cauda sob estimulo térmico por um tempo de laténcia de, no maximo, 15 segundos
(cut off), até a reacdo de movimentacdo da cauda. A cada 10 minutos o animal foi
submetido a esse procedimento, até que o tempo de laténcia atingisse o valor da linha
basal. Os resultados obtidos permiteram mensurar a duracao do efeito analgésico e
foram expressos pela média da percentagem de efeito maximo possivel (%EMP), por
meio da Equacdo 27 (Yu et al., 2002). Todos os experimentos foram realizados pelo

mesmo observador.

% EMP = Tempo de laténcia — linha basal 100
° B cut of f — linha basal X

Equacao 27

Os tempos de recuperacao do efeito analgésico da DBC livre e associada em SLN
e NLC puderam também ser calculados de acordo com a Equacao 28:

TREC el com SLN ou NLC com AL TREC el AL
AT, = g & x 100

TREC gel AL

Equacéo 28

onde Trgc gel com SLN ouNLCcom AL, € O tempo de recuperagdo dos animais apos a

aplicacdo das formulacdes contendo SLN ou NLC com dibucaina encapsulada e

Trec ge1al, € O tempo de recuperagao dos animais apos a aplicagédo das formulagoes

contendo apenas a dibucaina dispersa no gel de carbopol.
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Tabela 15. Grupos experimentais (n=7 animais/grupo) utilizados no ensaio de tail-flick
para avaliacao do efeito analgésico das nanoparticulas veiculadas em gel em ratos
Wistar adultos.

Grupo* Amostras dispersas em gel de
carbopol

Grupos controle - SLNuw/HP
- SLNgp/HP
- NLCyw/HP

Farmaco livre - Dibucaina

Formulacdes de liberagdo modificada - SLNcpDBC/HP
- SLNcpDBC/HP + maltose
- SLNyuDBC/HP
- SLNymDBC/HP + maltose
- NLCymDBC/HP + maltose

4.11. Analises estatisticas

As analises estatisticas realizadas compreenderam o teste T de Student e analise
de variancia (ANOVA) com posterior teste de Turkey-Kramer. O nivel de significancia
(a) foi de 5%. O software utilizado foram o Origin 6.0 (Microcal TM Software Inc., EUA)
e o Graph Pad Instat (Graph Pad Software Inc., EUA).

A ANOVA e o teste de Turkey-Kramer sao testes estatisticos que foram
frequentemente aplicados durante a execucgao desse trabalho. O primeiro visa comparar
diferengas entre todas as amostras e o segundo discrimina de forma mais clara a
analise entre as amostras avaliadas (sempre dois a dois) dando maior embasamento
estatistico as analises. Em todas as analises realizadas considerou-se p < 0,001(***), p
< 0,01 (*) p < 0,05 ().

Os resultados apresentados de didmetro, distribuicdo e potencial zeta das
formulacdes preparadas por HP e Son foram avaliados estatisticamente por ANOVA
com posterior teste de Turkey-Kramer. Foi verificado, inicialmente, se a DBC alterou
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significativamente tais parametros, posteriormente, se havia diferenca significativa em
relacdo a metodologia de preparacao (HP e Son).

Os valores obtidos de tamanho médio das SLN e NLC, com e sem DBC
produzidas por HP e determinados por NTA foram avaliados estatisticamente utilizando
teste T de Student considerando o nivel de significancia p < 0,05. Posteriormente, o
mesmo teste estatistico foi usado para avaliar a diferenca entre as duas metodologias
(NTA e PCS) empregadas para a determinacao do tamanho das nanoparticulas.

Os valores de porcentagem de encapsulacao e do coeficiente de particao (P) da
dibucaina (DBC) para SLN e NLC preparados por sonicagdo (Son) e por alta pressao
de homogeneizagdo (HP) foram comparados usando o teste T de Student a e analise
de variancia (ANOVA), com posterior de teste de Turkey-Kramer.

Os resultados de estabilidade (didametros médios, distribuicdo, potencial zeta e
porcentagem de encapsulacao das SLN e NLC) durante a estocagem a 4° C por 240
dias foram avaliados por ANOVA e Turkey-Kramer. As analises estatisticas foram
realizadas analisando alteragdes em cada uma das formulagdes do 1° ao 240° dia. O
teste T de Student foi usado para avaliar se o processo de preparo da amostra difere
quanto a conservacao do tamanho, polidispersao e potencial zeta.

Na avaliacdo do tamanho, polidispersdao e potencial zeta das SLN e NLC
preparadas por HP liofilizadas com e sem crioprotetor foi aplicado ANOVA e,
posteriormente o teste de Turkey-Kramer.

Quanto aos parametros da permeacao (didmetros antes e apds a extrusao, fluxo,
porcentagem de dibucaina encontrada na amostra permeada e elasticidade) das SLN e
NLC realizadas em membrana sintética com poros nominais de 30nm e pressao de
extrusdo e temperatura controladas (2,5 x 10° Pa e 32 °C) foi avaliada inicialmente a
ocorréncia de alteragdes significativas nos diametros antes e apds o ensaio de extrusao
aplicando o teste T de Student. Em relacdo aos outros parametros aplicou-se ANOVA
com posterior teste de Turkey-Kramer (todas as amostras foram analisadas entre si,

inicialmente com todas as amostras sem o AL e depois todas como AL).

A viabilidade celular em fibroblastos (3T3) e em queratindcitos (HaCat) tratadas

com DBC livre e encapsulada em SLN e NLC, assim como as amostras SLN e NLC
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sem DBC, preparadas por HP foram submetidas a ANOVA e Turkey-Kramer. Avaliou-se
a diferenca na viabilidade quando as células foram submetidas a presenca de diferentes
amostras na mesma concentracdo. Ja para a porcentagem de efeito maximo da DBC
livre e associada a SLN e NLC liofilizados com e sem crioprotetor foram avaliadas as
diferencas estatisticas entre as amostras em cada tempo no qual foi realizado o teste
de tail-flick por ANOVA e Turkey-Kramer.
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5. Resultados e discussao
5.1. Solubilidade da dibucaina

O uso clinico da DBC possui algumas limitacdes, entre elas sua baixa
solubilidade. A Figura 20.A mostra a curva de solubilidade da dibucaina (forma neutra)
determinada em tampao carbonato (pH 10,0). Neste grafico pode-se observar que a
solubilidade da DBC neste pH foi de 0,06 mmol.L™" corroborando os resultados obtidos
por de Paula & Schreier (1995): 0,03 mmol.L"" em pH 10,5. A Figura 20.B mostra a
curva experimental para determinagao da solubilidade do cloridrato de DBC em tampé&o
fosfato, pH 7,4, onde determinou um maximo de solubilidade de 0,1 mol.L"'. Este
resultado, além de estar de acordo com os dados de literatura, € consistente com a
ionizacao parcial do grupamento amino da dibucaina (pKa = 8,3), que em pH 7,4 esta
88% protonada, explicando porque a solubilidade determinada em pH 7,4 esta mais
préxima aquela da forma protonada do anestésico (1,9 mol.L") (de Paula & Schreier,
1995).

A solubilidade aquosa da dibucaina em pH 7,4 (0,1 mol.L") corresponde a 3 g%,
préxima a dose clinica de anestésicos locais como a lidocaina (2%), prilocaina (3%) e
articaina (4%) (Malamed, 2001).
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Figura 20. Curva de solubilidade da DBC. (A) DBC neutra em tampao carbonato (5
mmol.L™", pH 10,0); (B) cloridrato de DBC em tampao fosfato (1,5 mol.L™", pH 7,4). A
quantidade de DBC no sobrenadante foi determinada por absorbancia, em 327 nm.

5.2. Quantificacdo da dibucaina por CLAE
5.2.1. Validacao de metodologia analitica

A Figura 21.A apresenta o cromatograma de uma amostra padrdo de DBC, cujo
pico pode ser visualizado em um tempo de retencdo de 1,78 minutos. Nao foram
observados outros picos no mesmo tempo de retencdo quando amostras de
nanoparticulas lipidicas (SLNwu, Figura 21.B), SLNgp, SLNym € NLCym sem DBC foram
avaliadas nas mesmas condi¢cdes de analise cromatografica, bem como nao foram
observadas impurezas dos componentes, demonstrando, assim, especificidade na
técnica estabelecida. A validagdo da metodologia aqui descrita foi recentemente
publicada (Barbosa et al., 2013c).

Solugdes de dibucaina foram preparadas contendo entre 1,5 pg.mL™ a 30 ug.mL™,
o que corresponde a 7,5% - 150% da concentragdo de trabalho (20 ug. mL™) (Figura
22). A linearidade do método foi avaliada utilizando-se a curva analitica média, obtida a

partir de nove curvas individuais, medidas em trés dias consecutivos (trés por dia). Os
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coeficientes de correlacao (r) foram superiores a 0,999, nos 3 dias avaliados, de acordo
com as recomendagdes da RE 899 da ANVISA (ANVISA, 2003) (Tabela 16).
Resultados semelhantes foram observados por (Elsayed, 2007) que desenvolveu e

validou metodologia de quantificacdo por CLAE para determinacdo da DBC apoés
aplicacéao topica da DBC na pele intacta.

2680F mau (A)
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Figura 21. CLAE: (A) Cromatograma obtido para a dibucaina em solucdo (30 pug.mL™).
(B) Cromatograma de amostra de nanoparticula (SLNuuw, sem DBC), evidenciando que
ndo ha picos no tempo de retencdo de 1,78 minutos (foram observados resultados
semelhantes para as nanoparticulas SLNcp, SLNuv € NLCuuw sem DBC). Fase
estacionaria: coluna C18 fase reversa e fase mével mistura de acetonitrila e tampao
fosfato de trietilamina (pH 2,3; 0,04 mol.L™", v/v) (55:45), V/v.
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Figura 22. CLAE: Curva analitica da dibucaina, na faixa de concentracdo de 1,5-30

ug.mL™.

Tabela 16. Equacdes da reta e os coeficientes de correlacao (r) obtidos a partir das

curvas analiticas (n=3) construidas em trés dias consecutivos.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Regressao linear | y =58,56x-11,60 | y=57,31x + 5,34| y=58,52x - 0,52
R 0,9994 0,9994 0,9999

As regressoes lineares foram utilizadas para calcular o limite de deteccéao (LD) e o
limite de quantificacdo (LQ) da dibucaina, de acordo com as Equacgdes 3 e 4 (item
4.3.6) determinados a partir do intercepto e da inclinagdo da curva analitica. Segundo
estas andlises, a menor quantidade de DBC que pode ser detectada e quantificada com
precisdo em uma determinada amostra foi de 0,49 e 1,48 ug.mL™, respectivamente. A
Tabela 17 apresenta os dados de precisédo intra-dia e da precisao intermediéaria (inter-
dia), determinados a partir dos desvios padrao relativos medidos. Em todos os casos, 0
DPR foi < 3%, de acordo com orientagdes recomendadas (ANVISA, 2003).
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Tabela 17. Resultados dos testes de precisao: intra-dia (DPR1, DPR> e DPR3) e inter-
dia, obtidos com medidas de trés concentragdes diferentes de dibucaina (baixa, média

e alta), em 3 dias consecutivos.

[DBC] (nig.-mL") DPR1(%) DPR2(%) DPR3(%) DPR Inter-dia (%)

4,5 3,00 2,36 1,46 0,22
9,0 0,79 1,95 2,45 1,51
30,0 0,36 2,77 1,88 1,70

As concentracbes tedricas da DBC foram comparadas com os valores obtidos
experimentalmente e os resultados estao apresentados na Tabela 18, sendo possivel
observar que o método avaliado pode ser considerado preciso (concentragdes tedricas
=~ concentragdes experimentais). As recuperacdes meédias em trés dias consecutivos
ficaram entre 97,58 e 100,87% do esperado (Tabela 19), de acordo com o exigido pela
USP (2009) que limita valores entre 97-102%, assim demonstrando boa exatiddo do
método (Elsayed, 2007).

Tabela 18. Resultados do teste de precisdo: comparagédo entre concentracao tedrica e
concentracao obtida experimentalmente, da medida de dibucaina por CLAE. 1, 2, 3

correspondem ao primeiro, segundo e terceiro dia de experimento.

[DBC [DBC*]1:tDP [DBC™]+DP [DBC*]+DP [DBC*]%DP

(ug.mL") (ug.mL") (ng.mL") (ug.mL") (ng.mL")
Dia 4 Dia » Dia 3 Inter-dia
45 4,48 £0,13 4,47 £0,11 4,39 + 0,01 4,47 £ 0,01
9,0 8,80 + 0,07 8,7+0,18 9,06 0,22  891+0,13
30,0 30,26 +0,11 29,26 + 0,81 29,89 +0,56 29,80 % 0,51

* Concentragéo tedrica da DBC; ** Concentragéo obtida experimentalmente da DBC.
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Tabela 19. Resultados de exatiddo do método quantitativo para determinagdo da
dibucaina por CLAE.

[DBC*] (ug.mL™) % recuperada

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Inter - dia
4,5 99,47 99,44 97,58 98,83
9,0 97,79 98,61 100,68 99,03
30,0 100,87 97,54 99,64 99,35

* Concentracao tedrica da DBC.

5.3. Preparo e caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas (SLN e NLC)

5.3.1. Determinacao tedrica do HLB

A Tabela 20 apresenta os valores de HLB dos componentes lipidicos constituintes
das nanoparticulas. De acordo com o fabricante do MM e LIPOGC, o HLB desses
lipidios € 8,5 e 11, respectivamente. Assim, utilizando a Equagdo 5, as amostras
SLNym € NLCuu obtiveram HLB requerido de 8,5. JA a SLNcp, que tem como
componente lipidico apenas CP (HLB 10), necessita de um agente emulsificante com
HLB de 10.

Neste trabalho, a pré-emulséo (etapa que precede a formacgéo das SLN ou NLC) é
do tipo O/A, sendo dessa forma desejado que o emulsificante seja mais soluvel na fase
aquosa do que na fase oleosa e que confira homogeneidade e estabilidade pela
reducao da tensao interfacial dos dois liquidos imisciveis. A fase aquosa constituida de
agua e tensoativo hidrofilico; poloxamer 188 (Pluronic F68), com o valor de HLB=29 (de
acordo com o fabricante), foi capaz de estabilizar a suspenséo coloidal na concentracéao
de 0,5 e 1,5% (m/v) para SLN e NLC, respectivamente, apos a etapa de formacgéo das
nanoparticulas lipidicas, que sera apresentado a seguir. Assim, cabe observar que o
processo de producao das SLN e NLC (com uma rpida passagem entre a formacgéo de
uma emulsdo seguida da precipitacao das nanoparticulas) e a utilizacdo de um agente

emulsificante com um valor de HLB mais alto que o requerido, conferiu formulacdes de
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nanoparticulas estaveis (estabilizadas estericamente) por um periodo de tempo
prolongado (armazenamento a 4 °C durante 240 dias).

Tabela 20. HLB das emulsdes preparadas

Amostras MM CP LIPOGC HLB
SLNmm 100 - - 8,5
SLNcp - 100 - 10,0
NLCmm 98,5 - 1,5 8,5

5.3.2. Avaliacao do tamanho, distribuicao e potencial zeta

As SLN e os NLC foram preparados de acordo com as Tabelas 8 e 9, descritas no
item 4.4. Os lipidios utilizados neste trabalho foram selecionados devido aos seus
baixos pontos de fusdo, que favoreceram a preparacdo das formulagbes e evitou
eventuais problemas de degradacao térmica. Um dia apds a preparacédo das amostras,
foram realizadas as avaliac6es quanto ao tamanho (diametro médio das particulas, em
nanémetros, nm) polidispersao ou distribuicao de tamanhos (PDI) e potencial zeta (Z,
em mV). Estes mesmos parametros foram avaliados em diferentes tempos de
armazenamento (a 4 °C), por até 240 dias.

Para a otimizagdo da nanoparticulas, inicialmente NLC foram preparados com
diferentes concentracbes do estabilizante coloidal Pluronic F68, mas apenas a
formulagdo contendo 15 mg.mL" deste estabilizante foi estavel durante 3 meses de
estocagem quando as particulas foram preparadas por Son. As demais amostras

apresentaram separacao de fases apds a preparacao.

Os diametros médios das SLN preparadas com os lipidios MM e CP (SLNuu e
SLNcp) e NLC preparadas com o lipidio sélido MM e lipidio liquido LIPOGC (NLCwuwm)
preparadas pelos métodos HP e Son variaram entre 166,62 + 14,96 nm e 287,75 *
15,20 nm, nado havendo diferencas estatisticas (ANOVA, p > 0,05) entre as

formulacdes, em relacdo a presenca ou auséncia de DBC (em ambas as particulas, nos
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dois processos de preparacao) (Tabela 21). Com excecao das formulacées SLNgp/Son
e SLNcpDBC/Son, o indice de polidispersidade para todas as amostras foi de
aproximadamente 0,25, o que sugere se tratar de sistemas coloidais homogeneamente
dispersos (Muller et al., 2002, Marcato et al. 2008, Barbosa et al. 2013a). Foi observada
diferenca significativa referente a polidispersdo das particulas quanto a presenca ou
auséncia do anestésico, em se tratando da metodologia de preparo (HP ou Son), para
as amostras com matrizes lipidicas compostas por palmitato de cetila (CP). As demais
amostras foram consideradas iguais quanto a polidispersao, apdés a analise de
variancia. Além disso, na Tabela 21 observa-se ainda que 0 processo de
homogeneizacdo das particulas, realizado por 3 ciclos a alta pressdao produziu
nanoparticulas com distribuicdo de tamanho mais uniforme que as obtidas pelo
processo de sonicagdo, em concordancia com o observado por Mehnert & Mader
(2001) e Wissing et al., (2004), o que direcionou a escolha da metodologia de alta
pressao para a preparacao das formulacoes.

O potencial zeta das formulagdes € um dos fatores que determina a estabilidade
fisica das emulsdes e suspensdes, tal que, quanto maior a repulsédo eletrostatica entre
as particulas maior sera a sua estabilidade. A priori, valores elevados (em médulo) de
cargas superficiais (> + 30 mV) sédo benéficos para a estabilidade fisica das
formulagbes, como descrito no item 4.5.3. Potenciais zeta em torno de + 20 mV estéo
relacionados com estabilidade por um curto espacgo de tempo e valores entre -5 mV e +
5 mV sédo compativeis com rapida agregacao das particulas. No entanto, isto s6 € valido
quando sao utilizados tensoativos de baixo peso molecular e quando ocorre
estabilizacdo elétrica das nanoparticulas. Isto ndo se aplica quando sdo usados
estabilizantes com alta massa molar, que agem principalmente por estabilizacdo
estérica (potenciais zeta menores que 20 mV), que é o caso do Pluronic F68. A
adsorcao de polimeros ou grandes moléculas na superficie das nanoparticulas favorece
o afastamento das cargas (slipping plane) das nanoparticulas, com consequente
reducdo do potencial zeta. Neste caso, embora haja reducdo do potencial zeta, sdo
comprovadamente estaveis (Mishra et al., 2009).
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Tabela 21. Diametro médio, distribuicao (PDI) e potencial zeta das SLN e NLC
preparadas por HP e Son, utilizando CP e MM como lipidios estruturais (valores
expressos em média = D.P., com n=3). Medidas feitas por PCS.

Amostra/ Diametro PDI Potencial Zeta

processo médio (nm) (mV)
SLNww/Son 227,80 + 3,80 0,22+ 0,05 -25,13+ 7,62
SLNwDBC/Son 250,17+ 61,40 0,21+ 0,07 -19,18+ 3,73
SLNww/HP 188,02+ 7,07 0,15+ 0,02 26,91+ 7,72
SLNwDBC/HP 234,33+ 42,87 0,23+ 0,06 -18,47+ 2,55
SLNcp/Son 287,75+ 15,20 0,32+ 0,01 %~ -26,03+ 6,50°
SLNceDBC/Son 271,60+ 30,72 0,27+ 0,02 ° -10,67+ 1,53
SLNgp/HP 239,37+ 18,31 0,18+ 0,03 ¢ -45,93+ 4,649
SLNcpDBC/HP 262,63+ 48,42 0,14 £ 0,03 -3,89+ 0,96
NLCuw/Son 227,44+ 34,91 0,27+0,01 & -20,57+ 5,13
NLCwDBC/Son 197,93+ 15,56 0,26+ 0,03 10,73+ 1,36
NLCww/HP 166,62+ 14,96 0,12+ 0,01 -28,83+ 4,41
NLCywDBC/HP 177,39+ 15,87 0,20+ 0,08 14,89+ 2,78

Estatistica: ANOVA com posterior teste de Turkey-Kramer com p < 0,001(***) p < 0,01 (**) p < 0,05 (*).
PDI: a. SLN¢p/Son e SLNcpDBC/Son, b. SLNcpDBC/Son e SLN:pDBC/HP, ¢. SLNge/Son e SLNgp/HP, d.
NLCyw/Son e NLC\y/HP. Potencial Zeta: e. SLN¢p/Son e SLNcpDBC/Son, f. SLNge/HP e SLN:sDBC/HP,
9. SLNge/Son e SLNge/HP, h. NLCyw/Son e NLCywDBC/Son, i. NLC\y/HP e NLCyy,DBC/HP.

A estabilizacao estérica pelo tensoativo nao-ionico Pluronic F68 na superficie das
nanoparticulas forneceu valores de potencial zeta entre -25 e -46 mV nas particulas
sem DBC (Tabela 21), suficientes para evitar a agregacdo e assegurar estabilidade
(Mitri et al., 2011) durante o tempo de armazenamento (240 dias). Os resultados
apresentados estdo de acordo com os resultados de obtidos por Lai et al. (2007) e Mitri
et al. (2011), os quais obtiveram SLN com baixos valores de potencial zeta, mas com
alta estabilidade fisica ao longo de dois anos de estocagem, justificado pela adicao de
um estabilizante estérico adequado.
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Os resultados apresentados na Tabela 21 indicam ainda que a adicao de
dibucaina nas SLN e NLC tornou a superficie das nanoparticulas menos negativa,
principalmente para SLNcp preparadas por HP ou Son. Uma vez que dibucaina (pKa =
8,3) (Malheiros et al., 2004) esta parcialmente protonada no pH da formulagéo (pH 8,2),
este resultado indica que, pelo menos uma fragdo das moléculas do anestésico deve
estar presente na superficie das nanoparticulas, o que também foi inferido dos ensaios
de liberacao in vitro, como sera discutido posteriormente (Figura 48) (zur Mihlen et al.,
1998).

5.3.3. Anadlise de trajeto de nanoparticulas

Os diametros hidrodindmicos das SLN e NLC, com e sem DBC produzidos por
HP, foram também avaliados por NTA (Tabela 22), através da monitorizacdo do
movimento Browniano das nanoparticulas pelo registro da luz dispersa, como descrito
no item 4.5.4. Particulas bem dispersas e espacialmente resolvidas foram visualizadas
através de gravagdes de videos (10 segundos), utilizando uma camara CCD. Nos
quadros de video (apresentados nas Figura 58 a Figura 60, Anexo IlI) é possivel
observar que as particulas maiores apresentam-se como pontos luminosos definidos e
as particulas menores movem-se mais rapidamente, o que era esperado devido ao
movimento browniano das particulas (Filipe et al., 2010; Hoffmeister et al., 2012).

Diferentes intensidades de espalhamento de luz puderam ser observadas para
cada formulagcdo, mas os dados cumulativos em percentil da distribuigdo de particulas
indicaram diametros com homogeneidade de tamanhos, ou seja, com tamanhos
similares e sem a necessidade de qualquer procedimento de purificacdo para a
obtencéo de uma Unica populacao de particulas.

A polidispersidade das nanoparticulas (dada, neste caso, pelo valor do Span
calculado pela Equacdo 8 (Tabela 22) foi igual ou menor que 1, confirmando a
homogeneidade do sistema, em concordancia com os dados obtidos por PCS. Além
disso, também nado foram observadas diferencas significativas no tamanho das
particulas com a adicao do anestésico nas SLN (Teste T de Student com p > 0,05). Em

104



contrapartida, diferentemente das anélises realizadas por PCS, no NTA nao foi
detectada a presenca de uma pequena populacdo com particulas de grandes
dimensdes, em relagcao ao diametro médio (Figuras 56 € 57, Anexo ).

De acordo com Filipe e col. (Filipe et al., 2010) o didmetro médio das particulas
obtidas por PCS ¢ influenciado significativamente por um pequeno numero de grandes
particulas. Em contrapartida, o NTA, por se tratar de uma técnica de analise individual,

€ menos sensivel a presenga desses “contaminantes”.

Tabela 22. Tamanho médio e dados cumulativos do diametro das particulas,
determinados por NTA (nanoparticle tracking analysis, NTA). Valores expressos em
média * D.P., com n=3. Dy, Dsp e Dgy referem-se aos didmetros com base em 10%,
50% e 90% do perfil de distribuicdo cumulativa. Andalise estatistica feita pelo teste T de

Student, nao significante com p > 0,05.

Amostras Dados cumulativos do diametro Diametro médio
(D) (nm)
Dio(nm) Dsp(nm)  Dgo (nm) Span
SLNuywwHP 118 178 248 172,00 + 7,81 0,7
SLNywDBC/HP 119 174 243 175,67 £ 10,69 0,7
SLNcp/HP 96 181 255 173,33 £5,13 0,9
SLNcpDBC/HP 80 148 234 178,00 + 9,54 1,0
NLCyw/HP 134 178 242 178,67 + 8,96 0,6
NLC\mDBC/HP 120 168 220 170,67 + 3,79 0,6

Assim, comparando os valores de didmetro médio das nanoparticulas obtidos por
PCS e NTA, foi possivel observar diferengas significativas apenas para as amostras
SLNcp/HP e SLNcpDBC/HP (teste t de Student, p <0,01 e p <0,05, respectivamente),
onde a presenca de uma pequena populacdo de particulas de grandes dimensdes foi
responsavel pelo aumento no didmetro médio registrado por PCS. Estas populacoes
minoritarias ndo foram consideradas no calculo da média daquelas amostras, quando
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avaliadas por NTA, justificando a diferenca de resultados encontrados entre as técnicas.
As demais amostras nao diferiram estatisticamente (teste t de Student, p > 0,05).

5.3.4. Morfologia das nanoparticulas por microscopia eletrénica de transmissao e

microscopia de forca atbmica

As imagens de MET das SLN e NLC com DBC (Figura 23.(B), (D), (F)) e sem
DBC (Figura 23.(A), (C), (E)) revelaram particulas aproximadamente esféricas, com
superficies delineadas, distribuicdo de tamanhos homogénea e tamanhos da ordem de
200 a 250 nm. A incorporagdo da DBC nao alterou a morfologia e o tamanho das
nanoparticulas.

Essas imagens, obtidas por MET, confirmaram os resultados de espectroscopia de
correlacdo de fotons (PCS e NTA). A mesma morfologia e distribuicdo foram
observadas por AFM, como mostra a Figura 24, para a formulacdo SLNywDBC
preparada por HP e usada como modelo das demais particulas lipidicas. A imagem de
AFM (Figura 24) mostra distribuicdo homogénea compativel com as demais analises
(MET, PCS e NTA).
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Figura 23. Morfologia das nanoparticulas lipidicas por microscopia eletronica de

transmissdo, com e sem o anestésico dibucaina, preparadas por homogeneizacao a
alta pressao. (A).SLNuyw/HP, (B).SLNymDBC/HP, (C).SLNgp/HP (D).SLNcpDBC/HP,
(E).NLCuw/HP, (F).NLCuuDBC/HP. Aumento de 100.000 (esquerda) e 60.000x
(direita).
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Figura 24. Imagem topografica obtida por AFM das SLNywDBC/HP (varredura da area:
30,1 x 30,1 pm?).

5.3.5. Avaliacao da porcentagem de encapsulacao e do coeficiente de particdao da

dibucaina nas nanoparticulas (SLN e NLC)

A porcentagem de farmaco encapsulado foi determinada indiretamente pela
quantificacdo da DBC nao encapsulada (encontrada livre na fase aquosa, apés
filtracdo, item 4.7), usando a Equacgéo 15. A curva analitica utilizada para o calculo de
%EE foiy = 58,56x - 11,60 (Figura 22 e Tabela 16).

A Tabela 23 mostra os resultados da influéncia da matriz lipidica e do processo de
homogeneizacao sobre a eficiéncia de encapsulagéo da DBC. As formulagdes exibiram
alta eficiéncia de encapsulagéo (acima de 69,93 + 0,86%). Este resultado indica que a
elevada lipofilia da DBC favoreceu a interacdo do anestésico com os lipidios
formadores das particulas. Foram observadas diferencas estatisticas significantes
entre as amostras preparadas por HP e Son, sendo que a maior %EE foi obtida para
amostras preparadas por HP, excetuando-se SLNyuDBC/Son (teste T de Student p <

0,05). A amostra NLCywDBC/HP apresentou a maior eficiéncia de encapsulagao (90,54
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t 0,95%) dentre as demais particulas (ANOVA com posterior de teste de Turkey-
Kramer, p < 0,05).

No entanto, a capacidade de carreamento da NLCyyDBC/HP (LC 4,70 £ 0,11 %)
nao foi significativamente maior (ANOVA, p > 0,05) que a das demais amostras
preparadas por alta-pressdo (SLNywDBC/HP com LC de 4,37 = 0,27% e
SLNcpDBC/HP com 4,33 £ 0,17%).

Tabela 23. Valores de porcentagem de encapsulagéo e do coeficiente de particao (P)
da dibucaina nas SLN e NLC preparados por alta pressao de homogeneizacao (HP) ou

por sonicacao (Son) (pH=8,2). Os dados estdo expressos em média * desvio padrao,

com n= 3.
Amostra %EE P (pH= 8,2)
SRS 76,587,887 (115,10 £ 39,49) x102©
SLNumDBC/Son 89,33 +3,54 > (313,76 + 110,81) x102 © 0.1
SLNcpDBC/HP 78,42 +4,96 > (132,25 + 49,54) x10> ™)
SLNcpDBC/Son 72,28 + 4,20 (90,68 + 22,27) x10°
NLCumDBC/HP 90,54+ 0,95 (315,27 + 34,87) x10?
NLCwmDBC/Son 69,93+ 0,86 (76,25 + 3,15) x10% &™)

Em relacao aos valores do coeficiente de particao (P) da dibucaina entre as fases
(oleosa - matriz lipidica e aquosa), foi observado um alto coeficiente de particao para
todos os casos, com valores maiores para as amostras compostas por MM. Sabe-se
gue quanto maior a solubilidade aquosa, mais rapido o anestésico se distribui e
alcanga a membrana biolégica, bem como é mais rapidamente retirado do local de
acao, favorecendo a redugédo do seu efeito farmacol6gico. Todavia, quanto maior a
lipossolubilidade do anestésico, maior sera a penetracdo do mesmo na membrana
nervosa, onde se concentrara e terd seu efeito biolégico mais pronunciado em termos
de poténcia anestésica. Assim, altos valores de P sao desejaveis nas formulacdes

estudadas, pois estdo diretamente correlacionados com a poténcia anestésica da
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formulagdo (Strichartz, 1987; Mclure & Rubin, 2005). Os valores de P aqui
determinados, em relacdo a particdo da DBC em outros sistemas de liberacao
sustentada baseados em lipidios (P da DBC em lipossomas 2614 + 49) (Malheiros et
al., 2004), sao aproximadamente 100 vezes maiores, e comparaveis ao de anestésicos
locais lipofilicos como a tetracaina, bupivacaina e etidocaina (Malheiros et al., 2004),
reafirmando o carater hidrofébico deste agente anestésico.

5.3.6. Espectrometria de massas

A Figura 25 exibe o espectro de massas da DBC pura (343 g.mol™), sendo
observado um pico em 344 m.z'. O mesmo pico foi observado para DBC nio
encapsulada, separada das amostras de SLNwwDBC de acordo com o item 4.7,
confirmando a presenga da forma protonada da dibucaina na suspenséo coloidal
(Barbosa et al., 2013c)

Os espectros de massas dos lipidios sélidos (MM e CP com massas molares
tedricas de 424,74 e 480,85 g.mol” respectivamente), utilizados nas formulacdes das
SLN e NLC, apresentados nas Figura 26 (A e B) indicam compatibilidade dos
componentes avaliados (MM e CP) com os dados daqueles compostos, existentes na
biblioteca NIST (Instituto Nacional de Padrées e Tecnologia dos EUA). Os
cromatogramas da Figura 27 (A e B), mostram que sédo produtos com alto grau de
pureza e, apesar do MM apresentar um pequeno pico com tempo de retencdo em
11,59 minutos, sua area frente a total da amostra, foi pequena.
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Figura 25. Espectro de massas da solu¢do padrao de DBC, em pH 7,4 (A) e DBC néao
encapsulada, extraida da amostra SLNywDBC (B) em pH 7,4 (Barbosa et al., 2013c).

111



CABOT8
081012_miract 2 2261 (11.595) Cm (2261-(2208+2355)) TOF MS El+
100 292 344

(MM)

o,
/ o #® 168.2
561
57.1
691
arts 282
831
701
sy MM 2112 3864
125.1 2302
51 98.1
1402 185.1
1682 3674
2132
3200
2012
0

miz
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

m.z’

(A)

CABOT78
081012_palmit 2 3813 (16.761) TOF MS El+
2673 180e3
100
O\/\/\/\/\/\/\/\/
(II)
(CP)
o,
Yo #*
4805
2663
o 871 243
a1 2071
69.1
714 2583
ey 1M 2811
. 2393 4818
1251 1310
984 1532 19101982 2640 o0y s
[}

- L miz
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

(B)
Figura 26. Espectros de massas do (A) miristato de miristila (MM) e (B) palmitato de
cetila (CP), utilizados no preparo das formulagdes SLN e NLC.
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Figura 27. Cromatogramas do (A) miristato de miristila (MM) e (B) palmitato de cetila

(CP) utilizados nas formulag6es das SLN e NLC.
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5.3.7. Medidas de ressonancia paramagneética eletrénica

A analise dos dados obtidos pela técnica de ressonancia paramagnética eletrénica
(RPE) objetivou um estudo comparativo entre o efeito da DBC sobre a mobilidade e a
organizagao dos lipidios MM e CP, nas regides monitoradas pelos marcadores de spin
5-SaSL e 5-MeSL.

5.3.7.1. Marcador 5-SASL

Dada a polaridade do &acido estearico, o marcador de spin 5-SASL monitora
regidbes mais proximas a superficie da particula. Conforme pode ser observado, a
presenca da DBC parece alargar os espectros do SASL nas SLNyw, 0 que € mais
evidente nas temperaturas de até 30 °C (Figura 28), o que parece evidenciar um maior
grau de anisotropia na ambiéncia quimica do marcador de spin, nessas baixas
temperaturas. O efeito da DBC em organizar os espectros do 5-SASL fica evidente nas
temperaturas mais baixas (5, 10 °C), pela separacdo dos componentes do pico de
campo baixo, como mostram as setas na Figura 28.

A analise da razao entre as alturas de campo baixo e central (h,1/hg) em funcao da
temperatura dos espectros do 5-SASL incorporado nas SLNyvw € SLNuvDBC (Figura
29) revelou mais detalhes do efeito da DBC sobre estas particulas. Na Figura 29 foi
possivel observar que em temperaturas entre 40 e 55 °C, acima da temperatura de
fusdo do lipidio MM, a presenca da DBC favoreceu a isotropia dos lipidios na regiao de
andlise, ou seja, os valores de h,1/hg foram maiores para a particula com o farmaco, do
gue para a mesma sem o farmaco. Isto pode indicar que as moléculas de DBC tornam o
arranjo lipidico menos organizado (sinal mais isotrépico) na regido que foi monitorada,
isto é, de insercdo do marcador 5-SASL, nas temperaturas mais elevadas. Em
contrapartida, como ja mencionado, foram verificados menores valores da razao entre
alturas de campo baixo e central das particulas com DBC em relacao as particulas sem
DBC, nas temperaturas entre 5 °C a 30 °C, confirmando que nesse intervalo de
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temperatura, a presenca da DBC aumentou a anisotropia da regiao monitorada pelo 5-
SASL.
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Figura 28. RPE: espectros do marcador de spin 5-SASL incorporado em SLNum (A),
SLNuuDBC (B) em diferentes temperaturas e do 5-SASL em agua pura (sistema Milli-Q)
(C) a25°C.

Da mesma forma que nas amostras contendo MM, o marcador de spin 5-SASL foi
incorporado em SLN de CP, com e sem DBC. A DBC também causou alargamento dos
espectros em temperaturas abaixo da de fusdo do CP (Figura 30), o que evidencia um
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maior grau de anisotropia do palmitato de cetila, na regidao monitorada pelo 5-SASL, na

presenca de DBC.
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Figura 29. RPE: variacdo na razdo entre as alturas de campo baixo e central (h.1/ho)

dos espectros do 5-SASL incorporado nas SLNwyv e SLNuuDBC, em funcdo da

temperatura.

A Figura 31 mostra a variagdo da razéo h.i/hg nos espectros obtidos com 5-SASL

em SLNcp e SLNcpDBC em diferentes condigbes de temperatura (5 a 55 °C).

Diferentemente das amostras preparadas com MM, as particulas sem DBC sempre

tiveram valores maiores da razao h.i/hg (entre 5 a 55 °C) quando comparadas com a

amostra contendo DBC (Figura 31). Isto se explica porque as medidas foram feitas

abaixo da temperatura de fusdo do CP.
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Figura 30. RPE: espectros do 5-SASL incorporado em SLNcp (A), SLNcpDBC (B) em
diferentes temperaturas e 5-SASL em agua Mili-Q (C) a 25 °C.
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Figura 31. RPE: variacédo da razao entre as alturas de campo baixo e central (h,1/hg) em
espectros do 5-SASL incorporado nas SLN¢gp e SLNcpDBC, em fungéo da temperatura.

Os resultados de RPE com o marcador de 5-SASL incorporado nas SLN
forneceram indicios inequivocos da insercdo da DBC nas nanoparticulas lipidicas (MM
e CP), visto que foi possivel verificar que na regido monitorada pelo marcador de spin,
ocorreu modificacdo no sinal, indicando maior (em temperaturas mais baixas) ou menor
(acima da temperatura de fusado do lipidio) organizagcdo molecular no ambiente quimico
ao redor da sonda paramagnética.

Um outro parametro espectral que pode ser medido é o parametro de ordem
segmentar, S. Em vesiculas lipidicas, S descreve o grau de organizacao da bicamada
em que o radical nitroxido se encontra e possui valor entre 0 e 1, sendo que quanto
maior for a anisotropia do sistema, mais préximo da unidade sera o valor do parametro
de ordem (Marsh, 1981). Na Tabela 24 sdo apresentados os parametros de ordem (S),
medidos a 20 °C, com o marcador de spin 5-SASL incorporado nas amostras de SLNyw
e SLNgp, na presenca ou auséncia de DBC. Como esperado, o parametro de ordem
das SLN compostas de CP foi maior que o das SLN de MM, evidenciando maior
empacotamento do interior das nanoparticulas de palmitato de cetila, compativel com o

maior tamanho da cadeia acila e maior carater hidrofébico deste lipidio, em comparacao
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com o MM. Assim como evidenciado pela razdo h,i/hp em baixas temperaturas, a
medida de S confirmou que a dibucaina, quando incorporada em ambas as amostras
(SLNmm € SLNcp), favoreceu um rearranjo dos lipidios, evidenciando que um ambiente
mais organizado foi monitorado pela sonda magnética, com valores de S sempre

maiores para o das particulas sem o farmaco.

Tabela 24. Parametro de ordem (S) medido a 20 °C com o marcador de spin 5-SASL

incorporado nas amostras SLNym € SLNgp na presenga ou auséncia de DBC.

Amostras Parametro de ordem (S)
SLNmm 0,47
SLNumDBC 0,66
SLNcp 0,62
SLNceDBC 0,68

5.3.7.2. Marcador 5 - MeSL

A avaliacao das modificacbes da razdo entre as alturas de campo baixo e central
(h;1/ho) dos espectros de RPE obtidos com os marcadores de spin 5-SASL e 5-MeSL,
incorporados nas SLNwyw, SLNumDBC, SLNcp, SLNcpDBC, NLCym € NLCumDBC, a 25
°C estao apresentadas na Figura 32. Como esperado, o marcador 5-MeSL, menos polar
que o 5-SASL, insere-se mais profundamente nas nanoparticulas, resultando em
espectros mais isotrépicos (picos mais estreitos e com menor separacao entre as linhas
espectrais), em relagéo ao sinal do 5-SASL. Assim como o 5-SASL, o marcador 5-MeSL
foi capaz de detectar a particdo da DBC nas SLN e NLC, por modificacao espectral.

A Figura 33 mostra a variacdo na razao entre os picos de campo baixo e médio
(h41/ho) dos espectros de RPE dos marcadores 5-MeSL e 5-SASL, nas nanoparticulas
estudadas. A razdo h,i/hg medida nos espectros do 5-MeSL é maior do que com 5-
SASL, indicando que este marcador monitora uma regido de menor organizagao
molecular (provavelmente mais profunda), no interior das nanoparticulas lipidicas.

Assim como observado para o marcador 5-SASL, a insercdo da DBC nas SLN e NLC
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diminui a razao h,1/h, indicando maior empacotamento molecular dos lipidios na regiao

monitorada pelo 5-MeSL.
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Figura 32. Espectros de RPE dos marcadores de spin 5-SASL e 5-MeSL incorporados
nas nanopartl'culas: SLNMM, SLNMMDBC, SLNCP, SLNCPDBC, NLCMM e NLCMMDBC, a
25 °C.

Em sistemas lamelares como lipossomas, os marcadores nitréxido do tipo metil-
estearato tem espectros menos estruturados que os do tipo estearato correspondente
(p.ex 5-MeSL vs. 5-SASL), o que € atribuido a sua insercdo mais profunda na
bicamada, de menor empacotamento (menor orientacdo e maior mobilidade da cadeia
acila dos lipidios) (de Paula & Schreier, 1995; Fraceto et al., 2002). Também em

bicamadas, o marcador 5-MeSL foi usado para monitorar o efeito da particdo da forma
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neutra de diferentes anestésicos locais, em lipossomas de fosfatidilcolina de ovo (de
Paula & Schreier, 1995). Todos os anestésicos do tipo amino-amida, incluindo a
dibucaina, causaram aumento na razado h,i/hp em todas as concentracbes testadas.
Somente compostos do tipo amino-éster (clorprocaina, procaina e tetracaina),
causaram, quando em razdes molares altas, o aparecimento de um componente
espectral adicional (como o assinalado pela seta sobre os picos h.y dos espectros do 5-
SASL na Figura 28.B), causou diminuicao da razao h,{/hy (de Paula & Schreier, 1995).
Este componente adicional, mais imobilizado, foi atribuido a particdo do marcador em
uma fase lipidica enriquecida do anestésico, responsavel pelo maior empacotamento

lipidico local (Frezzatti et al., 1986).
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Figura 33. RPE: Variacdo da razdo entre as alturas de campo baixo e central (h,1/hp)
dos espectros de RPE dos marcadores de spin 5-SASL e 5-MeSL incorporados nas
nanoparticulas (SLNyw, SLNumDBC, SLNcp, SLNcpDBC NLCyw € NLCyuDBC), a 25 °C.
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Desta forma, as medidas de RPE com as nanoparticulas revelaram que a
dibucaina particiona em todas as formulagdes de SLN e NLC estudadas, causando
maior organizagdo molecular dos lipidios na regido do interior das particulas
monitoradas pelos marcadores de spin nitréxido usados (5-SASL e 5-MeSL). Se o
arranjo lipidico no interior das SLN e NLC for lamelar (como sugerem os resultados de
SAXS, descritos no item 5.3.8), este maior empacotamento ocorre pela insercao da
DBC entre os lipidios que compdem a bicamada, numa profundidade compativel com o
posicionamento dos marcadores, que contém o radical nitroxido ligado ao carbono 5 do
acido estearico.

Os espectros de RPE foram ainda usados para observar a estabilidade do arranjo
lipidico das SLN e da particdo do anestésico nas SLN, em fungdo do aquecimento e
resfriamento das nanoparticulas. A histerese das formulagées foi verificada avaliando-
se a razao entre as alturas de campo baixo e central (h,1/hg) dos espectros de 5-SASL,
apds ciclos de aquecimento/resfriamento/reaquecimento das amostras SLNwuy,
SLNumDBC, SLNgp e SLNcpDBC (Figura 34). Os resultados obtidos mostraram que nas
particulas de MM sem dibucaina, o ambiente quimico monitorado pelo marcador 5-
SASL é o mesmo, e ndo ha reorganizacdo lipidica mensuravel, em funcdo da
temperatura, ficando somente evidente a Tf do MM em cerca de 40 °C (Figura 34.A). E
ainda, a particdo do DBC nas particulas preparadas com MM é também um processo
estavel uma vez que nenhuma histerese foi observada depois de ciclos de
aquecimento/resfriamento na presenca do anestésico local (Figura 34.A). J& nas
particulas preparadas com CP (Figura 34.B) foi observada uma pequena diferenca nos
valores medidos apés o resfriamento da amostra que continha DBC, indicando provavel
alteragéo na particdo das moléculas de DBC em funcdo da modificacdo térmica do
sistema. De qualquer forma, a mudanca nao foi grande, tal que a SLN¢cp pode ser
considerada uma formulacdo com estabilidade, no que se refere a particao de DBC.
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Figura 34. Variacdo da razédo entre as alturas de campo baixo e central (h,1/hy) dos
espectros do marcador 5-SASL incorporado nas SLNyv € SLNywDBC (A) e SLNcp e

SLNceDBC (B), apos ciclos de aquecimento/resfriamento/reaquecimento.
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5.3.8. Medidas de espalhamento de raios X de baixo angulo

Sistemas compostos de mudltiplas fases, com densidades de elétrons distintas e
possuindo dimensdes nanométricas, podem ser estudados por espalhamento de raios X
a baixo angulo, que fornecem importantes informacdes sobre a estrutura destes
sistemas. Os picos observados nas curvas de SAXS sdo associados com a presenca
fases ordenadas, como cristais liquidos, por exemplo. A partir da posicdo de picos
pode-se calcular as distancias de repeticdo e por fim, obtem-se o tipo de estrutura dos
sistemas (Lukowski et al., 2000 e Mertins, 2008).

Portanto, a utilizacdo da técnica de SAXS objetivou uma maior compreensao da
estruturacdo dos lipidios utilizados nas SLN e NLC. A Figura 35 mostra a curva de
intensidade de espalhamento em funcao do vetor de espalhamento q para a amostra
SLNceDBC. Pode-se observar dois picos, em 1,61 e 1,44 nm™, com intervalos de
repeticdo. Estes sdo caracteristicos para as nanoparticulas de CP e,
consequentemente, representam arranjos especificos do referido lipidio dentro das
nanoparticulas. Estes picos localizados em posigdes peridodicas com mesmo intervalo
de repeticdo sdo compativeis com uma estrutura lipidica composta por arranjos
multilamelares (de Souza et al.,, 2012), e possuem distancias de centro a centro da
bicamada de 4,35 e 3,89 nm.

Resultados similares foram obtidos por Lukowski e col (2000) e confirmados por
de Souza et al. (2012), que demonstraram por dados de SAXS que os lipidios CP e
acido esteérico, presentes nas SLN se organizam em lamelas. Foi ainda sugerido que
compostos incorporados nas SLN podem ser armazenados entre essas bicamadas.

Em temperaturas fixadas, abaixo de 30 °C, ndo foram observadas modificagdes
estruturais, como mostra a Figura 35, no entanto, acima dessa temperatura pequenas
alteracoes foram visualizadas (desaparecimento do pico a gqsz=2.9, existente nas curvas
realizadas a 30 °C e ndo mais observadas em temperaturas acima de 35 °C, assim
como a reducdo de intensidade de picos formados), mas sem comprometimento da
estruturacdo interna da particula. Nao foram observadas alteragdes nas curvas de

SAXS quando na presenca de dibucaina nas nanoparticulas (Figura 36).
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Figura 35. Curva de intensidade de espalhamento em fungéo do vetor de espalhamento
g de SLNqpDBC, registrados em diferentes temperaturas (30 a 45 °C).

De forma geral, as medidas de SAXS mostraram-se mais sensiveis para monitorar
pequenos rearranjos lipidicos em funcdo da temperatura do que as medidas de RPE.
No entanto, o efeito da DBC sobre o empacotamento lipidico (aumento da ordem local
monitorada pelos marcadores doxil-estearato) nao foi percebido nas medidas de SAXS,
que indicaram manutencdo do arranjo cristalino lipidico das SLN na presenca do
anestésico. As medidas de SAXS indicam um possivel arranjo multilamelar para os
lipidios que compdéem o interior das nanoparticulas, o que ainda precisa ser
comprovado.
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Figura 36. Curva de intensidade de espalhamento em fungéo do vetor de espalhamento

g de SLNcp € SLNum com e sem dibucaina: (A) SLNce e (B) SLNum a temperatura
ambiente.
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5.3.9. Efeito do agente crioprotetor durante o processo de liofilizacao das
nanoparticulas (SLN e NLC)

Para a realizacdo dos ensaios de DSC e de infravermelho e pensando em obter
uma formulagdo com maior concentragdo do ativo, adequada a avaliagao in vivo, foi
necessario recorrer a uma metodologia de secagem de amostra de acordo com o item
4.43. O processo de liofilizagdo foi escolhido em virtude do facil acesso ao
equipamento e por permitir a concentracdo sem uso de calor ou outro meio fisico que
levasse a desestruturacdo das nanoparticulas. Depois de liofilizadas, as amostras foram
avaliadas pelo ensaio de redispersdo, com adicdo da amostra seca em agua pura
(sistema Milli-Q), na concentracdo de 42 e 47 mmol.L™"' para as nanoparticulas
preparadas com CP e MM, respectivamente. Apos dispersao das particulas, as analises
de tamanho, distribuicdo e potencial zeta foram realizadas de acordo com os itens 4.5.2
e 4.5.3.

A Figura 37 mostra valores de tamanho e polidipersdo das SLN e NLC preparadas
por homogeneizacao a alta pressao, antes e ap0s a secagem da amostra, e liofilizadas
com e sem crioprotetor (maltose ou trealose, a 30%, m/v). Apds o0 processo de
liofiizacdo sem nenhum crioprotetor, ocorreu expressiva alteracdo no tamanho das
particulas e no indice de polidispersao em todas as formulagdes, e mais
expressivamente nos NLC. Entretanto, quando foram adicionados crioprotetores,
maltose ou trealose, os valores dos diametros médios nao aumentaram
significativamente, quanto nas formulacdes liofilizadas sem crioprotetor. Os
crioprotetores atuam impedindo o contato direto entre nanoparticulas lipidicas, pois
interagem com grupamentos polares das moléculas dos tensoativos formando uma
pseudo-camada de hidratacdo na superficie desses carreadores (Zhang et al., 2008 e
Mehnert & Made, 2012).
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Figura 37. Avaliacdo do tamanho (nm) e polidiperséo (PDI) das SLN e NLC preparadas
por homogeneizacao a alta pressao (HP) e liofilizadas, com e sem crioprotetor (maltose
ou trealose, 30%, m/v).

Estatistica: as andlises estatisticas foram realizadas avaliando a influéncia dos crioprotetores sobre os
didmetros e polidispersdo (Pl) das particulas (ANOVA com posterior teste de Turkey-Kramer). p <
0,001(***) p < 0,01 (**) p < 0,05 (*). Tamanho: a. SLNy,DBC antes da liofilizagdo vs. SLNy,DBC
liofilizado, b. SLN\ywDBC antes da liofilizagdo vs SLNyyDBC + maltose, c. SLNy,DBC antes da liofilizagdo
vs SLNyuDBC + trealose, d. SLNy,DBC liofilizado vs SLNyw,DBC + maltose, e. SLNyyDBC liofilizado vs
SLNyyDBC + trealose, f. SLNyyDBC + maltose vs. SLNyy,DBC + trealose. g. SLN:pDBC antes da
liofilizagdo vs. SLNcpDBC liofilizado, h. SLNcpDBC antes da liofilizacdo vs. SLNcpDBC + maltose, i.
SLNcpDBC liofilizado vs. SLNcpDBC + trealose, j. SLNcp DBC liofilizado vs. SLN;pDBC + maltose, k.
SLN:pDBC liofilizado vs. SLN:pDBC + trealose, |. SLN.pDBC + maltose vs. SLN:;pDBC + trealose, m.
NLCywDBC antes da liofilizacdo vs. NLCyuDBC liofilizado, n. NLCyw,DBC antes daliofilizacao vs.
NLCywDBC + maltose, o. NLCy,DBC antes da liofilizacdo vs. NLCywDBC + trealose, p. NLCyuDBC
liofilizado vs. NLCywDBC + maltose, q. NLCyDBC liofilizado vs. NLCy,DBC + trealose, r. SLNyy,DBC +
maltose vs. SLNyy,DBC + Trealose. PDI: a. SLN,y,,DBC antes da liofilizacdo vs. SLNyy,DBC liofilizado, b.
SLNywDBC antes da liofilizagdo vs. SLNyyDBC + maltose, c. SLNyyDBC antes da liofilizagao vs.
SLNyuDBC + trealose, d. SLNyuDBC liofilizado vs. SLNyyDBC + maltose, e. SLNywDBC liofilizado vs.
SLNyuDBC + trealose, f. SLNyyDBC + maltose vs. SLNyyDBC + trealose. g. NLCy,DBC antes da
liofilizagdo vs. NLCyyDBC liofilizado, h. NLCywDBC antes da liofilizagao vs. NLCywDBC + maltose, i.
NLCywDBC antes da liofilizacdo vs. NLCy,DBC + trealose, j. NLCyDBC liofilizado vs. NLCyyDBC +
maltose, k. NLCywDBC liofilizado vs. NLCy,DBC + trealose, |. NLCyyDBC + maltose vs. NLCyyDBC +
trealose.
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Dessa forma, observa-se que nas amostras contendo os crioprotetores, os
didmetros médios, em todos os casos, aumentaram menos que 2x em relacao ao
didmetro inicial (Tabela 25), mantendo tamanho adequado para as formulagbes
destinadas a via topica e dérmica. Resultados similares foram apresentados por Kim et
al., (2005) onde os tamanhos médios das SLN liofilizadas com 5 e 10% de sorbitol,
manitol, frutose e maltose aumentaram de 1,5 a 5,5 vezes, em relacdo ao das
dispersdes originais, tendo sido considerados satisfatorios.

Para todas as formulacdes testadas, ndo foram observadas, diferencas
estatisticamente significativas (ANOVA e Turkey-Kramer, p > 0,05) no diametro das
particulas entre as amostras liofilizadas com os crioprotetores maltose e trealose, como
mostra a Figura 37.

Em se tratando do PDI, a amostra NLCuuDBC liofilizada com trealose mostrou
valores menores de polidispersdo e com diferencas estatisticas daquelas liofilizadas
com maltose (ANOVA e Turkey-Kramer, p < 0,05).

O potencial zeta de todas as amostras avaliadas apds a liofilizagédo (Figura 38)
teve um aumento, em maodulo, significativo (ANOVA e Turkey-Kramer, p < 0,001) em
relacdo as suspensodes coloidais antes da liofilizagcdo. Este resultado indica que a
presenca do agente crioprotetor melhorou a estabilidade das formulacées e impediu
que a DBC protonada livre no meio dispersante (mais concentrada apés congelamento)
causasse reducao do potencial zeta. Dessa forma, ndo se faz necessario a remogéao da
DBC livre em solugédo, das amostras antes do processo de liofilizagdo. Normalmente
ocorre reducao do potencial zeta em processos de congelamento de amostras de SLN
causando a agregacao entre as particulas com rapida desestabilizacdo do sistema,
sendo este um dos motivos para o uso de crioprotetores durante o processo de
liofilizagdo (Schwarz & Mehnert, 1997; Zimmermann et al., 2000; Battaglia & Gallarate,
2012). Em se tratando dos potenciais zetas das amostras liofilizadas sem o
crioprotetores a presenca de grandes agregados impossibilitou a analise.
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Tabela 25. Valores nominais referentes ao aumento do didmetro das particulas apos redispersdo em agua, das SLN e
NLC liofilizadas.

Diametro médio (nm) apds ressuspensao em

Relacao dos diametros médios das

. amostras secas ressuspensas (apos
Qla!netro agua liofilizacao) / amostras antes da
Amostra medio (nm) liofilizagéo
antes da
g o com maltose /
liofilizacao amostra seca | amostra seca | amostra seca antes da com trealose/ antes
sem crioprotetor | com maltose | com trealose g da liofilizacao
liofilizacao
SLNuwwDBC/HP | 198,20 + 7,92 566,90 + 52,47 | 340,21 +14,81 | 359,05 + 1,34 1,7 1,8
SLNcpDBC/HP | 246,05 +9,97 | 2039,50 + 368,40 | 425,98 +6,33 | 277,35 + 15,63 1,7 1,1
NLCumuDBC/HP | 177,16 + 27,41 | 2986,00 + 347,90 | 281,86 + 26,60 | 275,75 + 18,03 1,6 1,5
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Figura 38. Avaliacdo do potencial zeta (mV) das SLN e NLC preparadas por
homogeneizacao a alta pressdo (HP) liofilizadas com crioprotetor (maltose ou trealose,
30%, m/v).

Estatisticas: as analises estatisticas foram realizadas avaliando a influéncia dos crioprotetores sobre o
potencial zeta das particulas (ANOVA com posterior teste de Turkey-Kramer). p < 0,001(**%), p < 0,01 (**),
p < 0,05 (*). a. SLNyyDBC antes secagem vs. SLNyyDBC + maltose, b. SLNy,DBC antes secagem vs.
SLNywDBC + trealose, c. SLNy,DBC + maltose vs. SLNywDBC + trealose, d. SLN:;pDBC antes secagem
vs. SLNcpDBC + maltose, e. SLN:pDBC antes secagem vs. SLNcpDBC + trealose, f. SLNcpDBC +
maltose vs. SLN:pDBC + trealose.

Levando-se em consideracédo, como critérios de qualidade, a baixa quantidade de
microparticulas e a uniformidade do produto reconstituido, ou seja, com auséncia de
agregados macroscopicamente visiveis, pode-se verificar que a liofilizacdo das SLN e
NLC nas condi¢cdes estudadas foi satisfatéria, gerando liofilizados com boas

propriedades de reconstitui¢cdo.
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5.3.10. Analise de calorimetria exploratoria de varredura

Analises de DSC fornecem informagdes sobre a estabilidade fisica e o grau de
cristalinidade das matrizes das SLN e NLC, através dos seus comportamentos
térmicos. Como uma das vantagens das SLN € o estado sélido de sua matriz lipidica, a
cristalizacao lipidica € um ponto bastante importante para a performance dessas
nanoparticulas transportadoras de farmaco, tanto em condigbes in vitro quanto in vivo
(de Souza et al., 2012).

Na Tabela 26 encontram-se os dados ap6s a analise de DSC dos componentes
das amostras (SLN e NLC), ou seja, de todos os lipidios sélidos, estabilizante, farmaco
e agucares estudados neste trabalho. Os dados de fusao dos lipidios foram utilizados
como parametro quanto a preparagdo das SLN e NLC, formadas 10 °C acima da
temperatura de fusdo do lipidio sélido. Os pontos de fusao determinados para MM e
CP estao em conformidade com a literatura, 38,0 a 41,6 °C para MM (Aydin & Okutan,
2011 e Ridolfi, 2011) e 43,0 a 53,0 °C para CP (Teeranachaideekul et al., 2007;
Marcato et al., 2008; Aydin & Okutan, 2011 e de Souza et al., 2012).

A Figura 39 (A) e (B) comparam os termogramas obtidos para os lipidios (MM e
CP), misturas fisicas dos componentes e as nanoparticulas SLNyv € SLNcp, onde foi
observado alargamento dos picos de fusdo das nanoparticulas, principalmente para a
SLNwmm, em relacéo aos lipidios e sua mistura fisica. Este resultado pode ser devido ao
tamanho nanométrico das particulas que possuem uma grande &rea superficial,
associada a presenca do tensoativo na mesma. Resultados similares foram

encontrados por outros autores (Doktorovova et al., 2010 e de Souza et al., 2012).
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Figura 39. Termogramas do lipidio, misturas fisicas dos componentes utilizados no
preparo das nanoparticulas soélidas e formulagdes SLNym € SLNgp. (A) amostras
contendo MM e (B) amostras contendo CP.

A Figura 40 (A - D) apresenta os termogramas para os componentes € as SLN e
NLC, preparados usando MM e CP através do método de homogeneizacdo de alta
presséo e, posteriormente, liofilizados com e sem crioprotetor. A dibucaina apresentou
um pico correspondente ao seu ponto de fusdo, em 66,7° C (Padmanabhan, 1983).
Esta transicdo nao aparece nos termogramas das SLN associadas a DBC (Figura 40.
(B, C e D)), o que pode ser explicado pela distribuicdo homogénea da dibucaina na
matriz lipidica de ambos SLNuu € SLNcp, devido a estrutura amorfa ou molecularmente
dispersa da DBC na matriz lipidica das nanoparticulas (Chen et al., 2006; de Souza et
al., 2012).
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Figura 40. Termogramas dos componentes formadores das SLN e NLS (A) e das
nanoparticulas SLNwwDBC/HP (B), SLNceDBC/HP (C) e NLCywDBC/HP, (D), com e
sem agente crioprotetor.

Os dados de temperatura de fusao, de cristalizacao e entalpias das SLN e NLC
estdo apresentados nas Tabelas 26, 27, 28 e 29.
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Tabela 26. Temperatura de fusao (Tf), cristalizagdo (Tc) e entalpias (AH) da dibucaina,

dos lipidios, estabilizante e acgucares, utilizados na preparacao das nanoparticulas.

Tt (°C) Tc (°C) AH (J/g)
DBC 66,7 - 33,5 -94.3 -
Pluronic F68 54,6 - 30,1 -145,6 -
Miristato de miristila 39,3 - 31,5 -179,5 -
Palmitato de cetila 53,7 - 47,4 -212,1 -
Maltose 125,2 143,65 - -441,6 -69,2
Trealose 101,0 129,65 - -226,0 -318,5

Tabela 27. Temperatura de fusdo, cristalizacdo e entalpias registradas para as
formulacdes do tipo SLN preparadas com palmitato de cetila, com ou sem crioprotetor.

Tt (°C) Tc (°C) AH (J/g)
SLNgp/HP 53,4 - 48,3 -66,74
SLNcpDBC/HP 53,1 - 47,8 -65,42
SLNcpDBC/HP + maltose 53,7 118,4 47,5 -92,90
SLNcpDBC/HP + trealose 53,2 97.8 47.0 -51,60

Tabela 28. Temperatura de fuséo, cristalizacdo e entalpias das formulagcées de SLN

preparadas com miristato de miristila, com ou sem crioprotetor.

Tt (°C) Tc (°C) AH (J/g)
SLNyw/HP 39,8 - 34,1 -65,60
SLNuvDBC/HP 37,4 51,2 33,3 -69,30
SLNwmDBC/HP + maltose 389 1163 335 -84,42
SLNuwDBC/HP + trealose 58,9 110,5 32,9 1233,86
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Tabela 29. Temperatura de fusédo, cristalizacdo e entalpias das SLN preparadas com

miristato de miristila, com ou sem crioprotetor.

Tf (°C) Tc (°C) AH (J/g)
NLCuw/HP 38,8 51,60 34,5 -76,6
NLCumDBC/HP 38,5 - 32,6 -49,14
NLCumDBC/HP + maltose 49,5 129,0 34,1 -833,5
NLCuuDBC/HP + trealose 53,7 95,6 45,9 -82,7

Observando a Figura 41 e as Tabelas 27 e 28 foi possivel verificar que a
presenca de DBC, em ambas as nanoparticulas sélidas (SLNuu € SLNgp), ndo alterou
a entalpia da formulacdo, demonstrando pouca interacao entre os componentes da
formulacdo (de Souza et al.,, 2012). Além disso, nos termogramas obtidos para as
amostras SLNuwv, SLNcp, NLCyu liofilizadas sem crioprotetor (com e sem DBC) foram
observadas apenas pequenas variacoes nas temperaturas de fusdo dos lipidios em
relacdo aos lipidios puros (Figura 41). Isto pode ser explicado pelo tamanho
nanomeétrico da particula, com aumento da area superficial especifica e pela presenca
de tensoativos (Marcato et al., 2008). Essa alteracdo também pode ser atribuida a
presenca de outras formas polimérficas. Enfim, a expansao (ou alargamento) dos picos
de aquecimento, assim como a reducdo do ponto de fusdo indicam o aumento de
imperfeigdes estruturais nas nanoparticulas (Westesen & Siekmann, 1993 e Marcato et
al., 2008).

Nota-se ainda que a trealose elevou a temperatura de fusédo do lipidio miristato de
miristila, tanto para as SLN quanto para as NLC, uma vez que interagiu melhor com os
grupamentos polares do poloxamer na superficie da particula quando comparada a
maltose. Este resultado indica maior efeito crioprotetor da trealose (em relacao a
maltose), o que foi comprovado através das medidas de tamanho das particulas apés
ressuspensao da amostra (item 5.3.9) com formacao de efetiva camada de hidratacao

entre as nanoparticulas.
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Figura 41. Termogramas das nanoparticulas SLNuy. SLNcp € NLSym, com e sem

dibucaina.

Os comportamentos térmicos de MM e CP foram utilizados como referéncias para
avaliar a cristalinidade das SLN e NLC (Doktorovova et al., 2010). Os valores da
critalinidade dos lipidios puros foram normalizados, ou seja, considera-se que todo
lipidio puro esta 100% cristalino como descrito na literatura (Siekmann & Westesen,
1994). A cristalinidade das nanoparticulas (com e sem DBC) foi calculada de acordo
com a Equacao 14, apds 10 dias de preparacao e os resultados estao apresentados na
Figura 42. Ambos os tipos de nanoparticulas (SLN e NLC) apresentaram valores de
cristalinidade abaixo de 50%, sendo observado comportamento mais amorfo para as
particulas NLCyv sem DBC (aproximadamente 30% em relacao ao lipidio puro). Este
resultado demonstra que a presenca do lipidio liquido (Liponate GC) influenciou no tipo
de estrutura sélida formada pela matriz lipidica. Observa-se ainda que a presenca de
DBC levou a aumento em 20% na cristalinidade nas NLC, no entanto, para as SLN nao
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foi observada variacdo no IC% apo6s adicdo do farmaco. No que diz respeito a
disposicao do nucleo lipidico sélido das SLN e dos NLC, é sempre desejavel uma baixa
cristalinidade, visto que este parametro se relaciona com uma menor perda do farmaco
do sistema transportador, conferindo maior estabilidade as formulagées e aumentando
o tempo de prateleira do produto (Ruktanonchai et al., 2008; Pardeike et al., 2009). As
temperaturas de fusdo das formulagdes permaneceram acima 34 °C, para todos o0s
casos, sendo este um pré-requisito para a manutengdo do estado sdélido das

nanoparticulas, quando em contato com a pele, local de aplicacao destas formulagdes.
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Figura 42. Influéncia da composigdo da matriz lipidica sobre o indice de cristalinidade
(%IC) e temperatura de fuséo (Tf) dos lipidios puros, das SLN e NLC, medidas 10 dias
apos a preparacao da amostra utilizando o procedimento de homogeneizacao de alta

pressao.
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5.3.11. Anadlises de infravermelho

Os espectros de FTIR da DBC livre, da mistura fisica e das nanoparticulas
lipidicas sélidas de MM e CP com DBC estdo apresentados na Figura 43. As
atribuicées das bandas sao dadas na Tabela 30.

As principais bandas de absor¢do da DBC foram observadas nas amostras de
nanoparticulas contendo DBC. No entanto, os espectros mostraram que ndo houve
nenhum deslocamento dessas bandas comparando os espectros do farmaco livre e da
mistura fisica dos componentes das formulacées. Este resultado é sugestivo de uma
fraca interacdo entre farmaco e as SLN indicando que, provavelmente, a dibucaina
esta apenas dissolvida na matriz lipidica. Resultados obtidos por Araujo e col. (2010)
para carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC), associados com triancinolona
revelaram o mesmo comportamento, ou seja, ndo foi observada interacdo quimica
entre o farmaco e a matriz lipidica, indicando que a triancinolona estava apenas

dissolvida na matriz lipidica das particulas.

Tabela 30. Atribuicdo de bandas dos espectros de FTIR da dibucaina, observadas nas
amostras de DBC livre, DBC associada a SLN (MM e CP) e mistura fisica de seus

componentes.
Banda Atribuicoes
3412 cm’ Estiramento do O-H
3286 cm’ Estiramento do N-H
1642 cm’’
1597 cm™ Estiramento do C=0 da DBC e
1547 cm’™ C=C do anel aromatico
1574 cm’
1235 cm’ Estiramento do C-O-C
1064 cm’
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5.4. Estudo de Estabilidade das SLN e NLC

5.4.1. Tamanho, polidispersao e potencial zeta em funcao do tempo.

As SLN carreando DBC permaneceram estaveis durante mais de seis meses de
armazenamento sob-refrigeracédo a 4 °C (ANOVA, p > 0,05). Essa estabilidade pode ser
explicada pela homogeneidade das dispersdes coloidais, com minimo envelhecimento
de Ostwald (item 1.5.2.2), baixo indice de polidispersao (PDI) e estabilizacdo
eletroestérica induzida pelo tensoativo Pluronic F68 (Heurtault et al., 2003; Lai et al.,
2007; Mishra et al., 2009). Além disso, o carater anfifilico da dibucaina, e sua baixa
solubilidade em &gua (Lorite et al., 2009) reduzem sua saida das SLN durante a
estocagem (Mdller et al., 1994; Muller et al., 2000; Ruktanonchai et al., 2008).

No entanto, foram observadas diferencas (de tamanho, polidispersao e potencial
zeta) significantes entre os processos HP e Son, ao longo do tempo de estocagem
(teste T de student, p < 0,05), sugerindo distintas redistribuicbes de DBC, ao longo do
tempo (Figura 44). As SLNuvm e SLNcp sem DBC ndo apresentaram aumentos
significativos no diametro médio, polidispersao, ou potencial zeta (teste T de student, p
> 0,05), independente da técnica usada, em funcdo do tempo de armazenamento a
4°C.

Os NLC com e sem DBC, preparados por Son ndo apresentaram variacées de
tamanho durante 60 dias de estocagem, porém em 90 dias ocorreu desestabilizagdo do
sistema (com separacao de fases facilmente visualizada, macroscopicamente) como
mostra a Figura 45. O PDI (Figura 45.B) e o potencial zeta (Figura 45.C), no 90° dia
também aumentaram, apesar de n&o terem sido considerados significativos (ANOVA, p
> 0,05).
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Figura 44. Diametro médio (A), indice de polidispersao (B), e potencial zeta (C) das SLN
contendo DBC, durante a estocagem a 4° C por 240 dias (valores expressos em média
+ D.P., n=3).

Estatistica: analises estatisticas foram realizadas avaliando alteracées em cada uma das formulagées do
1 ao 240 dia (ANOVA) e o tipo de processo empregado (Teste T de Student considerando o nivel de
significancia p < 0,05). p < 0,001(***) p < 0,01 (**) p < 0,05 (*). Alteragbes em cada uma das formulagdes
do 1 ao 240 dia: ndo significante. Comparagdo dos processos Son e HP: Tamanho: a. SLN;pDBC/Son
vs. SLN:pDBC/HP em 60 dias de estocagem, b. SLN-pDBC/Son vs. SLN;pDBC/HP em 180 dias de
estocagem. PI: c. SLNy,DBC/Son vs. SLNy,DBC/HP em 180 dias de estocagem, d. SLN,,DBC/Son vs.
SLNuDBC/HP em 210 dias de estocagem. Potencial Zeta: e. SLNyy,DBC/Son vs. SLNyw,DBC/HP em 1
dia de estocagem, f. SLNyyDBC/Son vs. SLNyw,DBC/HP em 90 dia de estocagem, g. SLNcDBC/Son vs.
SLNpDBC/HP em 30 dias de estocagem, h. SLN;pDBC/Son vs. SLN-pDBC/HP em 60 dia de estocagem,
i. SLNcpDBC/Son vs. SLN:pDBC/HP em 240 dias de estocagem.

142



600 0.7

—%—NLC,_/Son —#—NLC  /Son
550 e
—o—NLC, /HP 0.6 —o—NLC , /HP
500 - —*—NLC,, DBC/Son —*—NLC  DBC/Son
450 ;L —&—NLC,, DBC/HP 05 —&—NLC,, DBC/HP
ab,c,d,e ***

400 044

350

PDI

0.3
300 4

Tamanho (hm)

?\fk7 i}i\
o.z-‘% -
0.1

0.0

250
200 HE —:

150

T T T
T T T 0 50 100 150 200 250
0 50 100 150 200 250

Tempo (dias) Tempo (dias)
7 —#—NLC,/Son
7 —o—NLC,,/HP
207 —*—NLC,, DBC/Son
] —e—NLC,, DBC/HP
<104
E |
e
g O _
N ~—k— =y
5 5] 17
% -10 J
° é\g
o »15- T ¢
20 /§ l\ ;L
-25 - ;E/J
-30 4
T T T

T
0 50 100 150 200 250
Tempo (dias)

(€)
Figura 45. Diametro médio (A), indice de polidispersao (B), e potencial zeta (C) dos
NLC contendo DBC, durante a estocagem a 4° C por 240 dias (valores expressos em
média £ D.P., n=3).

Estatistica: as analises estatisticas foram realizadas avaliando alteracbes em cada uma das formulacées
do 1 ao 240 dias (ANOVA) e o tipo de processo empregado (Teste T de Student considerando o nivel de
significancia p < 0,05). p < 0,001(***) p < 0,01 (**) p < 0,05 (*). Alteragbes em cada uma das formulagbes
do 1 ao 240 dias: NLCyw/Son e NLCyyDBC/Son Tamanho: a. 1 dia de estocagem vs. 90 dias de
estocagem, b. 15 dias de estocagem vs. 90 dias de estocagem, c. 30 dias de estocagem vs. 90 dias de
estocagem, d. 45 dias de estocagem vs. 90 dias de estocagem, e. 60 dias de estocagem vs. 90 dias de
estocagem. PDI e Potencial Zeta: ndo significantes (ns). NLCy,DBC/HP e NLCywwHP. Tamanho: ns. PDI:
ns. Potencial Zeta: ns. Processo Son e HP: NLC,DBC/Son e NLC,wDBC/HP. Tamanho: ns até 30 dias
de estocagem. PDI: ns até 30 dias de estocagem. Potencial Zeta: f. observado diferenga significativa
apos 30 dias de estocagem p < 0,05 (7).
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De acordo com Mdaller et al. (2000) e Heurtault et al.(2003), o processo de
sonicagao pode ser considerado um agente indutor de desestabilizacdao, que provoca
instabilidade fisico-quimica nas formulagdes compostas por particulas lipidicas. Foram
observadas diferencgas significativas nos carreadores lipidicos (NLC), em se tratando do
potencial zeta a partir do trigésimo dia de estocagem (teste T de Student, considerando
o nivel de significancia p < 0,05). Essa alteragdo certamente refletiu na desestabilizacéo
das amostras NLCyuDBC/Son ap6s 90 dias de armazenamento. Em contrapartida, a
homogeneizacédo a alta pressédo forneceu amostras com grande estabilidade (durante
240 dias), favorecendo a escolha desta técnica, em relacao a sonicacao.

Comparando a estabilidade das formulacbes SLNywDBC e NLCuwDBC
preparadas por HP, é possivel observar que ambas exibiram estabilidades equivalentes
(ambas satisfatérias), quanto ao tamanho e distribuicdo durante 240 dias de estocagem.
No entato quando a producédo utilizou o processo de sonicagdo foram observadas
nanoparticulas (SLN e NLC) com menor estabilidade indicando a necessidade de uma
otimizagao tanto na composicéo das formulagdes quanto nas variaveis do processo de

sonicacgao.

5.4.2. Potencial hidrogeniénico em fun¢cao do tempo

Alteracdes nos valores do potencial hidrogeniénico (pH) podem ser indicativas de
degradacao dos componentes da formulacdo (Heurtault et al., 2003). Assim, o pH das
amostras foi monitorado por 240 dias, de acordo com o item 4.6.1.

As formulag¢des preparadas por HP e Son tiveram resultados semelhantes, no
periodo avaliado. As SLN e NLC vazias apresentaram uma reduc¢do do pH de 7,0 a 6,0
no referido periodo, enquanto que nas nanoparticulas associadas com DBC foi
observada uma diminuicdo de 8,0 para 7,5 (Figura 46). Essa reducdo pode ser
justificada pela presenca de endoperdxidos e/ou liberagdo de DBC das SLN e NLC na
fase aquosa como foi observado nos itens 5.4.3 e 5.4.4 respectivamente, favorecendo
a liberagdo de H* na dispersdo que reflete a reducdo de pH. No entato, ndo foram
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observadas alteracdes de pH que pudessem comprometer a estabilidade quimica das

particulas.

—O—SLN,,/HP
—m—SLN, ,DBC/HP
—0— SLN_/HP
—e—SLN,,DBC/HP
104 —A—NLC,, /HP
—A—NLC,, DBC/HP

64 \Q%u:i\;

0 40 80 150 1é0 Z(I)O 2:10
Tempo (dias)
Figura 46. Potencial hidrogeniénico das SLN e NLC com e sem DBC, durante a

estocagem a 42 C por 240 dias (valores expressos em média + D.P., com n=3).

5.4.3. Peroxidacao quimica em funcao do tempo

A formacdo de endoperéxidos (MDA) foi também usada para monitorar a
estabilidade quimica dos componentes lipidicos das formulacées. Os MDA sao
identificados pela formagdo de um croméforo vermelho com absorbancia em 532nm
(item 4.6.2) (Ohkawa et al., 1979; Asakawa & Matsushita, 1980; New, 1990).

As concentragdes de endoperédxidos para todas as formulacbes testadas foram
menores que 5,0 + 0,7 umol.L™' (Tabela 31) o que representa 0,012%, em relacédo ao
total de lipidios presentes nas formulagbes. Dessa forma, a formacdo endoperoéxido foi,
muito baixa em todos os casos avaliados, sendo este mais um indicativo de
formulagdes com alta estabilidade quimica, apesar da alta tensao de cisalhamento que
ambos os processos de producdo (Son e HP) imprimem as amostras, e que poderia
causar a formacgédo de radicais livres (responséavel pela formacao de endoperdxidos)
(Gohla & Dingler, 2001; Dingler & Gohla, 2002).
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Tabela 31. Peroxidacéo lipidica das formulagbes preparadas usando HP estocadas a 4
°C (valores expressos em média + D.P., com n=3).

Tempo SLNMM SLNmmDB) SLNCP SLNCPDBC NL CMM NL CMMDBC

(dias) (umol.L)

1 2840,7 1,704 1,840,8  4,7+1,3 1,2+0,1  2,9+0,7
30 5,040,7 4,2+0,4 4,4+1.4  3,0+0,8 1,804  2,240,2
180 1,840,8 4,6+1,0 1,30,8  2,7+1,0 23+0,6  3,1#0,8
240 1,5¢0,3 1,7+0,8 1,102  1,4+40,1 4,0+0,1  4,1+0,9

5.4.4. Percentual encapsulado em fung¢ao do tempo

A eficiéncia de encapsulacao foi avaliada em 1, 30, 90 e 240 dias apds o preparo
das amostras (mantidas nas mesmas condi¢cdes das demais analises realizadas, a 4
°C). A Figura 47 mostra que ocorreu um decréscimo na quantidade de dibucaina
encapsulada ao longo do tempo de estocagem para as SLN (SLNuwuDBC e
SLNcpDBC). Apds 90 dias de estocagem a %EE da DBC ja se apresentava
significativamente menor (ANOVA e Turkey-Kramer, com p variando entre valores
menores que 0,05 e 0,001, respectivamente) que a do tempo zero. Todavia, a %EE
das amostras NLCywDBC/HP manteve-se constante (apenas com pequenas variagoes
consideradas nao significativas, ANOVA, p > 0,05). Estes resultados estdo de acordo
com observacoes de outros pesquisadores (Souto et al., 2007; Pawar & Babu, 2010;
Attama, 2011 e Battaglia & Gallarate, 2012) que atribuem maior capacidade de
retencdo de farmacos aos NLC, os quais, dependendo do método de producgéo e da
composicao lipidica, podem apresentar um arranjo cristalino imperfeito (com
cristalizacao lipidica alterada por pequenas quantidades de 06leo), amorfo (matriz
sblida, mas nao cristalina) ou multiplo (com a matriz lipidica sélida contendo
nanocompartimentos de 6éleo), que favorecem o aprisionamento do farmaco, em

relagéo as SLN.
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Figura 47. Porcentagem de encapsulagéo da dibucaina (%EE) nas SLN e NLC, durante

a estocagem a 4° C por 240 dias (valores expressos em média + D.P. com n=3).

Estatistica: as andlises estatisticas foram realizadas avaliando alteragbes em cada uma das
formulagées do 1 ao 240 dia (ANOVA com posterior teste de Turkey-Kramer). p < 0,001 (***) p < 0,01 (*¥)
p < 0,05 (*). SLNyyDBC/HP: a. 1 dia de estocagem vs. 90 dias de estocagem, b. 1 dia de estocagem vs.
240 dias de estocagem, c. 30 dias de estocagem vs. 90 dias de estocagem, d. 30 dias de estocagem vs.
240 dias de estocagem. SLNcpDBC/HP: e. 1 dia de estocagem vs. 90 dias de estocagem, f. 1 dia de

estocagem vs. 240 dias de estocagem.

147



5.5. Estudo de liberacéo in vitro

Medidas da liberagao in vitro fornecem informagdes Uteis sobre a associagdo do
farmaco com as formulagées. O ensaio de liberagéo in vitro, realizado neste trabalho,
revelou uma liberacao instantanea (efeito "burst") da DBC em todos os casos em que a
DBC esta associada ao sistema carreador, caracterizada por uma liberagdo inicial
rapida (primeira meia hora), provavelmente pelo farmaco adsorvido na superficie da
particula ou presente em solugéo, seguida por liberagdo mais lenta, possivelmente da
fracao presente no interior das particulas (Figura 48).

a™,b,c,d***,
- e~ | .

100

DBC (%)

—O0— DBC livre
—.— NLCMMDBC/HP

—4—SLN_,DBC/HP
—v— SLN,, DBC/HP

0+ T T T T T T T //// T T T T T T T T 1
0 1 2 3 10 20 30 40 50

Tempo (horas)

Figura 48. Liberagédo in vitro da DBC associada a SLN e NLC preparadas por alta
pressdo de homogeneizacdo (valores expressos em média * D.P., n=3). Meio
dispersante composto por tampao fosfato (4 mmol.L”, pH 7,4) com adigdo de 20% de

etanol em temperatura ambiente (25 + 5 °C).

Estatitica: as analises estatisticas foram realizadas avaliando a % de liberagdo in vitro das formulagées
livre e encapsuladas do tempo 0 ao 48 horas (ANOVA com posterior teste de Turkey-Kramer). p <
0,001(***) p < 0,01 (**) p < 0,05 (*). a. DBC livre vs. NLCy,DBC /HP, b. DBC livre vs. SLN:;pDBC/HP, c.
DBC livre vs. SLNyyDBC/HP, d. SLNyyDBC/HP vs. NLCywwDBC /HP, e. SLNyuDBC /HP vs.
SLNcpDBC/HP, f. SLNcpDBC/HP vs. NLCywDBC/HP.

148



Somente apds 48 horas € que cerca de 60 e 55% do farmaco foram liberados das
SLNcp e SLNwuv, respectivamente, enquanto que a DBC livre estava 100% dissolvida
no sistema, apds 2 horas do inicio do ensaio. A DBC carreada nas SLN preparadas por
HP mostrou o efeito de liberagdo modificada mais pronunciada que nas formulagées de
DBC em NLC. Esta observacdo pode ser atribuida ao comportamento amorfo ou a
baixa cristalinidade dos carreadores lipidicos, quando comparados com as
nanoparticulas lipidicas sdlidas (como discutido no item 5.3.10) (Bhaskar et al., 2009).
Além disso, a maior concentragéo de Pluronic F68 nos NLC (3 vezes > que nas SLN) e
a presenca dos triglicerideos caprico e caprilico, com elevacdo da polaridade da
formulagéo, pode melhorar a solubilidade da dibucaina (conforme resultados obtidos de
%EE e coeficiente de particdo), dessa forma, ha um aumento na mobilidade dos
lipidios e tensoativos, promovendo uma liberagao mais rapida do farmaco.

De acordo com Jensen e col. (2010) existe uma correlagcdo entre a quantidade de
acilgliceréis (trimiristato de glicerol, mistura de mono e trimiristato de glicerol,
triestearato de glicerol, diestearato de glicerol, mistura de monoestearato/diestearato
de glicerol) e a quantidade de farmaco liberado. Os dados obtidos por estes autores
com SLN preparadas com os referidos acilglicerois contendo 17-valerato de
betametasona, mostraram que durante as primeiras 24 horas, quanto maior o teor de
monoglicerideos, maior a solubilidade do corticosteroide nas particulas (devido as
propriedades tensoativas e a maior polaridade em relagdo aos triglicerideos), e maior a
liberacdo do farmaco. Esse tipo de liberacdo € importante quando se deseja alcancar
acao rapida do farmaco (Mdller et al., 2000), seguida por uma liberacao sustentada.

Deve ainda ser considerado que o meio de dispersao também pode nao ter sido o
mais adequado para a efetiva liberacdo da DBC das SLN (MM e CP), podendo ser
considerado em préximos experimentos a utilizagédo de enzimas de degradacao lipidica
ou modificagdo da composi¢cdo quimica do meio de liberagdo com o uso de outros co-
solventes.

As anadlises estatisticas dos dados obtidos no ensaio de liberagéo in vitro da DBC
associada as SLN e NLC preparadas por alta pressdo de homogeneizacdo mostraram
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diferencgas estatisticamente significativas (ANOVA e Turkey-Kramer, p < 0,001) entre a
liberacao do farmaco entre todas as amostras analisadas.

5.5.1. Modelagem matematica dos perfis de liberacao in vitro

Os dados obtidos nos ensaios de liberacao foram avaliados através dos modelos
matematicos Weibull e Korsmeyer—Peppas, que se adequaram a descri¢cao da liberagéo
das formulagbes estudadas, com valores de R® 4ustado apresentados na Tabela 32
(Costa & Lobo, 2001). Ambos os modelos possuiram R? ajustado €Ntre 0,934 e 0,956
(Tabela 32), assim ambos foram utilizados para descrever o perfil de liberacao da DBC
nas SLN e NLC. Outros modelos matematicos também foram aplicados aos dados, tais
como os de ordem zero, primeira ordem e Higuchi (Costa & Lobo, 2001, Bhaskar et al.,
2008, Paul, 2011; de Melo et al., 2011), mas ndo mostraram vantagens, quanto ao
ajuste dos dados experimentais.

Modelos descritos nos trabalhos de Milller et al. (2000) e Uner & Yener (2007)
preconizam que particulas lipidicas compostas por matrizes enriquecidas de farmaco
possuem a velocidade na liberacado do ativo controlada por sua membrana circundante,
representada pelo lipidio que envolve o farmaco, e governada por difusdo segundo a lei
de Fick.

Assim, no intuito de determinar o mecanismo de liberacdo da DBC nas
nanoparticulas lipidicas (SLN/NLC) utilizam-se os dados experimentalmente obtidos nos
ensaios de liberagdo in vitro e procedeu-se a modelagem utilizando as equagbes
propostas por Korsmeyer - Peppas (método semi-empirico) e Weibull (empirico) para a
determinacao dos parametros n (< 0,43) e B (<0,75) inerentes aos repectivos modelos
(Tabela 33). Os resultados obtidos revelaram, em ambos 0s casos, que 0 mecanismo
de liberacdo esta associado com a difusao de Fick. A Figura 49 (A.1 a A.3,B.1aB3e
C.1 a C.3) apresenta os dados obtidos experimentalmente que foram exibidos
juntamente com os simulados. Vale ressaltar que a DBC presente na superficie da
particula sugerida pelas medidas de potencial zeta (item 5.3.2) e RPE (item 5.3.7)
contribui para o efeito burst observado na primeira hora do experimento de liberagao in

150



vitro. No entanto, foi verificado que o modelo matematico de Korsmeyer—Peppas que
leva em consideracao o efeito burst (Equacao 24) nao foi o mais adequado ao ajuste
dos dados experimentais, com valores de R? ajustado de 0,901, 0,934 e 0,496 para
SLNumDBC/HP, SLNcpDBC/HP e NLCuuDBC/HP respectivamente. Objetivando
melhorar o ajuste dos dados experimentais com o modelo matemético, seria necessario
avaliar a cinética de liberacao do farmaco em um intervalo de tempo menor que o obtido
(30 minutos), visto que a DBC adsorvida a superficie da particula contribui para a
liberacédo imediata, mas néo representa o farmaco imediatamente dissolvido em solugéo
no tempo préximo ao tempo zero. Por isso, a Equacao 21 foi utilizada para correlacionar
exponencialmente a liberacdo do farmaco em fung¢éao do tempo (Gifani et al., 2009).

Tabela 32. Coeficiente de correlagao (Rzajustado) para os modelos Weibull e o
Korsmeyer—Peppas, aplicados as curvas de liberacao da DBC in vitro.

Amostra R® ajustado Weibull R® ,justado Korsmeyer—Peppas
SLNwwDBC/HP 0,951 0,956
SLNcpDBC/HP 0,951 0,957
NLCumDBC/HP 0,940 0,934

151



@
=]

DBC liberada (%)
w » o
o o o

n
o

10

SLNymDBC/HP

Modelo Korsmeyer-peppas
. Dados experimentais
— Valores simulados

Tempo (h)

(A1)

60

DBC liberada (%)
B
S

SLNDBC/HP
Modelo Korsmeyer-peppas

. Dados experimentais
—  Valores simulados

120

100 A

80 1

DBC Liberada (%)

20 1

Figura 49. Ajuste matematico dos dados de liberagdo in vitro da dibucaina das
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Tabela 33. Valores dos parametros obtidos apds a aplicacdo dos modelos matematicos,
Korsmeyer — Peppas e Weibull, para a curva da dibucaina associada com SLN yw/HP e
SLN cp/HP.

Parametros dos modelos Amostras

Korsmeyer — Peppas SLNuwmDBC/HP SLNcpDBC/HP ~ NLCwuvDBC/HP
n 0,07 0,06 0,07
Constante k (min ") 42,26 53,41 76,55

(r) 0,9936 0,9968 0,9595
Weibull

Constante a 1,82 1,31 0,6690
Constante 3 0,0982 0,0915 0,2663

(r) 0,9941 0,9967 0,9719

5.6. Estudos de permeacao da DBC através de membrana sintética

No intuito de verificar a possibilidade de permeacdo das SLN e NLC em
membranas sintéticas que simulam a pele (poros nominais de 30 nm), foram realizados
testes que mensuram fatores como: concentracdo do farmaco, quantidade aproximada
das particulas permeadas, bem como sua elasticidade e fluxo em condi¢des simuladas
de pressao e temperatura da pele (item 4.9).

Os parametros de elasticidade das SLN e NLC foram pesquisados utilizando a
mesma metodologia empregada para lipossomas convencionais e elasticos (van den
Bergh et al., 1999; Barbosa et al., 2013b). Inicialmente, amostras de SLN/NLC com
altas concentracdes dos lipidios MM e CP (47 e 42 mmolL" de lipidio
respectivamente), com e sem DBC, foram estudadas, porém nao conseguimos extrudar
essas amostras nas condi¢des de pressao e tempo empregadas no experimento. Dessa
forma, as amostras foram diluidas @ 1 mmol.L", sendo os resultados obtidos
apresentados na Tabela 34.
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Os valores de diametros médios das particulas, obtidos por NTA, antes e depois
do ensaio de extrusdo (Figuras 58 a 60, Anexo Il), apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (teste T student, p < 0,05) apenas para as amostras
SLNuwHP e NLCuuDBC/HP (Tabela 34). Estes ensaios mostraram que todas as
particulas estudadas apresentaram baixa capacidade de permeacdao quando
comparados aos lipossomas elasticos, compostos de fosfolipidios e tensoativos
(Barbosa et al., 2013b), ou nanocapsulas poliméricas flexiveis (Teixeira et al., 2010) as
quais sédo capazes de atravessar poros na epiderme, sendo possivel o transporte de
farmacos até as camadas mais profundas da pele. Lipossomas convencionais e
elasticos (compostos por dimiristoilfosfatidilcolina: polietilenoglicol 8 lauril ester, 100:0 e
60:40, respectivamente) foram avaliados, usando a mesma metodologia aqui
empregada, mas utilizando membranas com poro de 50 nm, apresentaram fluxos de
0,03 e 17,50 mL.min™" respectivamente. O fluxo das SLN e NLC preparadas com MM
foi maior que as SLNcp. Os valores de elasticidade calculados diferiram apenas entre
as amostras SLNgcp € NLCum, sendo maiores para o carreador nanoestruturado
(NLCum) (ANOVA e Turkey-Kramer, P<0,05)
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Tabela 34. Parametros da permeacédo das SLN e NLC, com e sem DBC, através de membranas sintéticas com poros

nominais de 30nm e pressdo de extrusdo de 2,5 x 10° Pa a 32 °C, simulando a permeacéo através da pele (Barbosa et

al., 2013b).

Amostras D antes D depois Fluxo das nanoparticulas % de DBC* E

(nm) (nm) (mL/min) (mL/min)

SLNww/HP 172,00 +7,81 189,33 +7,37 0,114 +0,002°" - 4,46 + 0,39
SLNwuDBC/HP 175,67 +10,69 169,67 + 3,06 0,115 + 0,021 14,13+ 0,53i** 3,68 + 0,50

SLNcp/HP 173,33+5,13 176,67 £ 20,40 0,069 + 0,007 - 2,62 +0,27%
SLNcpDBC/HP 178,00 £+9,54 179,33+ 12,10 0,056 + 0,001 10,66 + 0,50** 2,05+0,32

NLCwwm/HP 188,67 £+8,96 210,00 + 18,36 0,115 + 0,007 - 5,85 + 0,95
NLCwDBC/HP 170,67 £3,79° 161,33 +4,16 0,106 + 0,027 15,94 + 0,24 3,07 +0,57

Estatistica: D antes: didmetro médio das nanoparticulas antes do processo de extrusdo. D depois: didmetro médio das nanoparticulas depois do
processo de extrusdo. *DBC(%): Porcentagem de DBC na amostra permeada em relacdo a concentracao inicial de farmaco nas nanoparticulas
(valores expressos em média + D.P., n=3). As analises estatisiticas: avaliagdo dos didmetros antes e apds a extrusdo usando o teste T student e
ANOQOVA e Turkey-Kramer para fluxo, elasticidade e %DBC entre as amostras avaliadas. p < 0,001 (***), p < 0,01(**) e p < 0,05 (*). Didmetro
médio: a. SLNyw/HP: didmetro antes e depois da extrusao, b. NLC,DBC/HP: didmetro antes e depois da extrusdo. Fluxo: c. SLNy/HP vs.
SLNge/HP, d. SLNgp/HP vs. NLCywHP. Elasticidade: e. SLN¢p/HP vs. NLCyw/HP. % DBC: i. SLNyyDBC/HP vs. SLN;pDBC/HP, |j.
SLNcpDBC/HP vs. NLCyyDBC/HP.
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Observa-se ainda que a presenca de dibucaina nas formulagbes nao interferiu
significativamente na elasticidade ou no fluxo das amostras (ANOVA, p <0,05). Chama
a atengao que, embora nao significativas, as variagbes na elasticidade e fluxo foram
para menor, o que concorda com as medidas de RPE, que indicaram menor fluidez dos
lipidios (< razéo h,1/hg), na presenca do anestésico.

Decorridos 10 minutos do experimento de extrusao, as amostras de SLN e NLC
(MM e CP com DBC) permeadas foram coletadas e, posteriormente, quantificadas
quanto a concentracédo de DBC. O valor do AL nas amostras extrudadas variou entre 10
e 15%, em relacdo a quantidade inicial de DBC presente na formulacao, tendo sido
observado o acumulo do farmaco no porta-amostra, ou seja, aproximadamente de 85 a
90% do AL ficou retido na membrana de policarbonato. Foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre as amostras SLN¢cpDBC/HP e NLCuvDBC/HP; e
SLNyuDBC/HP e SLNcpDBC/HP (ANOVA, ambos com p < 0,01) quanto a presenca de
DBC na amostra permeada, que foi sempre maior nas formulagdes a base de MM.

A Figura 50 mostra a concentracao aproximada das nanoparticulas antes e ap6s o
ensaio de extrusdo verificada pelo NTA (Figuras 58 a 60, Anexo Il). Verifica-se,
claramente, que ocorreu filtracdo das amostras nas membranas com poros de 30 nm e
sob pressao de 2,5 x 10° Pa (utilizados para simular os poros e a pressdo osmética da
pele). Desta forma, estes resultados indicam que as SLN e NLC preparadas com MM e
CP nao seriam capazes de permear através das camadas mais profundas da pele de
maneira intacta, por ndo possuirem a elasticidade necessaria, mantendo-se, assim nas
camadas mais superficiais da pele (epiderme), local onde a DBC deve ser liberada, de
maneira progressiva. Este resultado esta de acordo com os descritos por Souto e col.
(2004) que apontou as propriedades adesivas das SLN as células e superficies, com
posterior formagdo de uma fina pelicula sobre a pele promovendo efeitos oclusivos
neste 6rgdo e possibilitando a liberagdo prolongada do clotrimazol, por um grande
intervalo de tempo. Assim, em virtude do aumento da hidratacdo e modificagdo das
propriedades de barreira do estrato cérneo (suavizagdo de rugas e aumento da
espessura do estrato corneo por alteracdo do arranjo lamelar dos lipidios), as SLN

favorecem a penetragdo de farmacos na pele, ha a possibilidade de maximizar o indice
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terapéutico do farmaco que esta sendo administrado nas nanoparticulas (Jenning et al.,
2000; Wissing et al., 2001).

Quando as nanoparticulas aderem na pele, uma fina pelicula é formada, que
impede a perda de agua (Dingler et al., 1999; Wissing et al., 2001; Souto et al., 2004).
No entanto, de acordo com Wissing e col. (Wissing et al., 2001), esse efeito depende,
fortemente, do volume da amostra, do tamanho das particulas, da concentragéo e da
cristalinidade dos lipidios. Para formulagdes farmacéuticas que visem a anestesia local

e topica, essa propriedade torna-se interessante, pois prolonga a acao a nivel local.

1.60E+010 [ ] Quantidade de particulas.mL™
' | A= antes da extrusdo em membrana de 30 nm

1.40E+010 4 D= depois da extrusdo em membrana de 30 nm
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Particulas.mL
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Figura 50. Numero de nanoparticulas nas amostras avaliadas, antes e depois da
extrusao através de membranas de policarbonato com poros nominais de 30 nm, a 2,5
x 10° Pa. Medidas feitas por NTA (valores expressos em média + D.P. (n=3)).
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5.7. Ensaios bioldgicos
5.7.1. Ensaios de viabilidade celular (avaliacdao da toxicidade in vitro)

Células de fibroblastos (3T3) e queratinécitos (HaCat) sdo considerados
importantes modelos celulares na realizacao de testes de agentes irritantes para pele
(Benavides et al., 2004). A Figura 51(A) e (B) ilustra o efeito citotoxico das
nanoparticulas, na auséncia ou presenca de DBC, respectivamente, sobre culturas de
células BALB/c 3T3 e HaCaT.

De acordo com a Figura 51(A), nas condi¢des experimentais utilizadas, todas as
amostras foram consideradas seguras até a maxima concentracdo avaliada (intervalo
0,5 - 4,2 mmol.L™"). Ambos os tipos celulares apresentaram uma viabilidade maior que
65% apods tratamento com as SLN e NLC sem anestésico. Nas concentracoes
avaliadas, uma maior toxicidade relativa foi observada para as amostras SLN¢p/HP, em
relacdo as demais (ANOVA e Turkey-Kramer, com p até < 0,001) (Barbosa et. al.,
2013a).

Em concentragdes de 4,2 mmol.L™" a viabilidade das células 3T3 tratadas com
SLN e NLC preparadas com MM diferira estatisticamente (ANOVA e Turkey-Kramer, p
< 0,05). No entanto, nota-se que em culturas de células HaCat, apesar das viabilidades
celulares distintas durante o tratamento com diferentes amostras SLNum, SLNcp €
NLCwmv) na mesma concentragdo, no geral, os resultados foram bem mais similares
(em concentragdes acima de 1,05 mmol.L™! apenas as amostras SLNyy vs. NLCyw na
concentracdo de 2,10 mmol.L" diferiram estatisticamente, ANOVA e Turkey-Kramer, p
< 0,05) (Figura 51 A).

Comparando os resultados obtidos com os dois tipos celulares, observam-se que
as amostras SLNcp e NLCyvm apresentaram comportamentos similares em ambas as
culturas, e as NLC apresentaram menor toxicidade dentre as amostras avaliadas
(Figura 51).
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Figura 51. Viabilidade celular em fibroblastos, 3T3 e em queratindcitos, HaCat, tratados
com SLN e NLC (A), e DBC livre ou encapsulada em SLN e NLC, preparadas por alta
pressao de homogeneizacao (B) (valores expressos em média + D.P. com n=6.).

Estatistica: ANOVA e Turkey-Kramer. p < 0,001 (***), p < 0,01(**) e p < 0,05 (*). a. SLNyy vs. SLN¢p, b.
SLNgp vs. NLCy, €. SLNywy vs. NLCywy. d. SLNgp vs. NLCyy. (b) a. dbclivre vs. SLNyw,DBC, b. DBC livre
VS. NLCMMDBC , C. SLNMMDBC VS. SLNCPDBC d. SLNCPDBC VS. NLCMMDBC e. SLNMMDBC VS.
NLCwDBC.
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A Figura 51(B) mostra o efeito citotéxico da DBC sobre ambos os tipos celulares.
O ICsp (a concentracdo necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50%) para a
DBC livre foi de 0,3 mmolL'. Em contrapartida a dibucaina associada as
nanoparticulas, principalmente as preparadas com CP, teve seu efeito citotoxico
significativamente reduzido quando incubada com as células 3T3 (p < 0,05, ANOVA,
Turkey-Kramer). Quando SLN¢pDBC foi incubada com HaCat nao apresentou diferenca
significativa quanto ao efeito citotéxico (p > 0,05, ANOVA, Turkey-Kramer), todavia
observa-se uma tendéncia ao aumento da viabilidade, comparativamente ao farmaco
livre, com a encapsulacdao da DBC nas nanoparticulas, principalmente nas maiores
concentragdes avaliadas. Assim, os resultados de toxicidade in vitro revelaram que,
embora os carreadores (SLN e NLC) tenham apresentado diferencas na toxicidade
intrinseca, nenhum deles atingiu a 1Csp da DBC, mostrando que os sistemas
carreadores sdao adequados a veiculacdo da dibucaina, anestésico pouco utilizado
devido a sua alta toxicidade (Dayan et al., 1996; Curtis et al., 2009; Hanzlicek & Van der
Merwe, 2010) e cuja encapsulacdo em SLN e NLC pode ser uma estratégia para
contornar esta limitacao toxicoldgica.

De acordo com Dijoux e col. (2006) as células HaCat possuem sensibilidade
inferior a xenobidticos quando comparadas com células de fibroblastos. Nos
experimentos apresentados nesse trabalho, as células HaCaT mostraram sensibilidade
semelhante as células BALB/c 3T3. Portanto, pode-se concluir que a linhagem HaCaT é
um bom modelo para avaliagdo de toxicidade de farmacos, além de se tratar de
queratindcitos, isto é, tipo celular componente da derme.

Os resultados obtidos de viabilidade celular utilizando linhagens de 3T3 e HaCat
revelaram que as nanoparticulas SLN e NLC foram consideradas seguras quanto a sua
toxicidade. A encapsulacdo da DBC nestas nanoparticulas reduziu a toxicidade
intrinseca do anestésico, o que aponta esses nanocarreadores de farmacos como tendo
um grande potencial para aplicacao nas areas farmacéutica e cosmética.
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5.7.2. Ensaios in vivo: avaliacdo da atividade antinociceptiva

5.7.2.1. Teste de tail-flick

A atividade antinociceptiva da dibucaina livre e encapsulada foi avaliada pelo teste
de tail-flick, sendo as formulagdes administradas por aplicacdo tdpica, na base da
cauda de ratos Wistar. Esse teste requer uma fungao motora da cauda do animal
suficiente para permitir sua movimentacao frente a um estimulo doloroso.

As duragcdes do efeito analgésico (tempo de recuperacdo) das formulacoes
(SLNmumDBC, SLNgpDBC) preparadas por HP, assim como da DBC livre, dispersas em
gel de carbopol para aplicagédo topica, estdo apresentadas nas Tabela 35 e 36 e Figura
52. Amostras liofilizadas em presencga de maltose SLNyuDBC, SLNceDBC, NLCyvuDBC
e dispersas no mesmo gel foram também igualmente avaliadas quanto ao referido efeito
farmacolégico.

Verifica-se que as formulagées com SLNuyuDBC e SLNcpDBC promoveram um
aumento no tempo de recuperacdo (100,0% e 115,4% respectivamente) (Equacao 28),
quando comparadas ao anestésico ndo encapsulado e disperso no gel, na mesma
concentracao (0,05%). Vale ressaltar que o pH 7,0 do gel de carbopol (reservatério
hidrofilico) beneficia a forma protonada da DBC, importante para elevar a solubilidade
aquosa a qual favorece a distribuicdo do farmaco mais rapidamente no local de agéo.

Pode-se ainda observar que as formulagdes contendo SLNuwDBC/HP e
SLNcpDBC/HP e NLCuyvDBC/HP liofilizadas com maltose tiveram um aumento no
tempo de recuperacdo ainda maior (223,1%, 307,7% e 246,1%, respectivamente),
quando também comparada a DBC livre e dispersa no gel aplicado (Figura 52 e Tabela
35). Este efeito se deve ao reduzido tamanho das particulas liofilizadas com maltose
apods a ressuspensao, com valores entre 282 e 425 nm contra 566 e 2986 nm das
amostras liofilizadas sem crioprotetor. Estas possuem uma forte tendéncia a
aglomeracao, prejudicando a liberagdo do fa&rmaco e, consequentemente, a sua agéao
terapéutica. A amostra mais efetiva foi SLNcpDBC + maltose com liberacéo prolongada

do AL durante aproximadamente 265 minutos, seguida da NLCywDBC + maltose e
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SLNwuDBC + maltose com os tempos de recuperagcdo de 225 e 210 minutos,

respectivamente.

Tabela 35. Tempos de recuperacdo do efeito analgésico (teste de tail-flick, em ratos

Wistar) da dibucaina livre e associada em SLN e NLC, preparadas por HP, com e sem

crioprotetor.
Formulacao em gel Trec (Min) AT rec (%)

DBC livre 65,0 £12,9 -

SLNwvDBC 130,0 £ 10,0 100,00
SLNwmDBC + maltose 210,0 £ 15,8 223,07
NLCumDBC + maltose 225,0£12,9 246,15
SLNcpDBC 140,0 £10,0 115,38
SLNcpDBC + maltose 265,0£12,9 307,69

Vale ressaltar que o menor tempo de recuperacao obtido nas SLNyvDBC (com e
sem maltose em relagdo as demais nanoparticulas) pode ser justificado pela liberagéo
mais rapida do farmaco encapsulado devido as condicbes experimentais empregadas
no ensaio de tail-flick (estimulo térmico, item 4.10.2.2). Todavia, foi verificado um
expressivo aumento na temperatura de fusdao do lipidio para NLCywDBC + maltose
passando de 39,3 para 49,5 °C resultante da interagdo da amostra com o crioprotetor,
ocasionando um perfil mais prolongado do AL quando comparado com SLNyuwDBC e
SLNuumDBC + maltose (Tabela 28 e 29 e item 5.3.10).

Nanoparticulas e gel de carbopol sem o anestésico foram usados como controle e
ndo induziram analgesia nos animais tratados (dados ndo mostrados). Os resultados
obtidos indicam que o efeito analgésico foi prolongado pela encapsulacao da dibucaina
nas SLN e NLC (com e sem crioprotetor). Esse excelente resultado reafirma o
desenvolvimento de um produto farmacéutico com grande potencial de aplicacao clinica

futura.
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Figura 52. Percentagem dos efeitos (atividade analgésica) maximos possiveis (EMP%),
em funcdo do tempo, avaliados pelo teste de tail-flick (n = 7 por grupo), apds

administragéo da DBC livre e encapsulada em SLN e NLC.
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Tabela 36. Porcentagem do Efeito Maximo (EMP, %) atividade analgésica induzida pela DBC livre e associada a

nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) e carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC), preparados por HP liofilizados com

e sem crioprotetor.

Tempo DBC livre SLNwvDBC SLNcpDBC SLNmvDBC + SLNcpDBC + NLCwuvDBC +
(min.) maltose maltose maltose
40 1004 b,c.de" 1001 4 0™ 100, « ™ 100 1, "™ 100, 100
50 74,44 2 b cge" 100+ g ™ 100« ™ 100 1, "™ 100,™ 100
60 2537 abcde 1001 g.n"™ 100, " 100, "™ 100, 100
70 11,16 4b.cde 1001 g.n "™ 100« "™ 100 ;o™ 100, 100
80 10,662 b.c.de 100+, g, p. " 100,k ™ 100 1, o 100, 100
90 Oabcde 1001 g.n "™ 100« " 100, "™ 100,™ 100
100 Oaboede 100+ g, h, " 100« ™ 100 1, o™ 100,™ 100
110 Oabcde 87,121 4.ni"™ 100, « " 100, "™ 100, 100
120 Oabcde 41,85¢ g ni 100« " 100, "™ 100, 100
130 0" b cde 9,93(™ g hi 31,58 k1 96,24 1, " 100,™ 100
140 0."b cde 0™ ghi 24,911 91,21 . n™ 100,™ 100
150 Oab®cde 0™ ghi 9,091 85,65 m, n" 100,™ 100
160 Oab®cde 0™ gni Ojk1 71,99 m. 0 100, 100
170 O0ab™cde 0™ ghi Ojk1 47,58 m n 100, 100
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180 Oab™cde 0™ gni Oik1 48,72 m n 100 150
190 Oab™cde 01" gni Ojit 43350 0 98,61, 100
200 0ab™cde 0" gni Ojki BET 89,35, 41,53
210 Oab™ced 0 gin Ojik 19,29, 7824, 19,01
220 Oabee™d 0,0 n 0"k Biom - 54,65, 11,51
730 T 0 T e o 070 -
240 Oaboe d Ogi™.n 0™« Om e 2879 =
250 Oabee™d Orgi™ n 0"k Om ™ 26,01, 0
260 Oabce.d Orgi™n 0,k Om .n"° 19,84, 0
270 Oabee™ d Orgi® n 0™« O T 5857 -
280 Oabode Otgn ™ 0™ o 238 -
290 0 0 0 5 5 -
300 0 0 5 . - -
310 0 0 5 . - -
320 0 0 5 5 5 -

Estatistica: ANOVA e Turkey-Kramer. p < 0,001 (***), p < 0,01(**) e p < 0,05 (*). a. DBC vs. SLNyuDBC, b. DBC vs. SLN;pDBC, c. DBC vs.
SLNyuDBC + maltose, d. DBC vs. SLNcpDBC + maltose, e. DBC vs. NLCyyDBC + maltose, f. SLNyDBC vs. SLN¢sDBC, g. SLNyyDBC vs.
SLNyyDBC + maltose, h. SLNyyDBC vs. SLNcpDBC + maltose. i. SLNyyDBC vs. NLCyyy DBC + maltose, j. SLNcpDBC vs. SLNy,DBC + maltose,
k. SLNcpDBC vs. SLNgpDBC + maltose, I. SLN:pDBC vs. NLCyy DBC + maltose, m. SLNyyDBC + maltose vs. SLN:;pDBC + maltose, n.
SLNywDBC + maltose vs. NLCyy, DBC + maltose, 0. SLN:;pDBC + maltose vs. NLCyy, DBC + maltose.
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6. Conclusoes

Neste trabalho foram desenvolvidas nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores
lipidicos nanoestruturados associados a dibucaina utilizando palmitato de cetila ou
miristato de miristila como matrizes lipidicas sélidas, acrescentados (NLC) ou néo
(SLN) de uma pequena proporcao de lipidios liquidos na temperatura ambiente
(mistura de triglicerideos de &cido caprico e caprilico, Liponate GC), objetivando
aumentar a tempo de acdo da anestesia local, melhorar a disponibilidade na pele e
reduzir efeitos toxicos. Os resultados obtidos nos mostraram que:

e As técnicas de homogeneizagcdo a quente, sob alta-pressédo e sonicacdo, foram
usadas para preparo das SLN e dos NLC. O tamanho das particulas (ca. 200 nm)
produzidas com ambas as metodologias foram similares, porém a homogeneizacao a
alta pressado produziu nanoparticulas com maior estabilidade em todos os casos
estudados. A homogeneizacdo a alta pressdo € um processo mais atrativo para a
industria farmacéutica, uma vez que evita problemas de escalabilidade, visto que os
equipamentos estdo disponiveis ha décadas, fazem parte da rotina de grandes
empresas ou podem ser facilmente adquiridos, com baixo custo.

e O NLCyuDBC/HP teve maior eficiéncia de encapsulacdao do farmaco (90,54+
0,95%), embora as particulas produzidas por sonicacdo também tenham apresentado
alta porcentagem de DBC encapsulada. As formulacées SLNuyuDBC e SLNcpDBC
produzidas por HP ou Son exibiram alta eficiéncia de encapsulagéo (acima de 69,93 *
0,86%). Este resultado indica elevada lipofilia de DBC, que favoreceu a interagdo do
anestésico com os lipidios formadores das particulas. A eficiéncia de encapsulacao e a
estabilidade fisica das nanoparticulas, monitoradas por até 240 dias de
armazenamento, mostrou resultados mais satisfatérios para os carreadores lipidicos
nanoestruturados.

e Os resultados de FTIR mostraram que ndo ocorreu descolamento das bandas de
absorcéo do AL, corroborando com as andlises de DSC que revelaram a DBC esta
dissolvida (molecularmente dispersa) na matriz lipidica das nanoparticulas. Além disso,
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analises de DSC forneceram evidéncias da redugcdo da cristalinidade das matrizes
lipidicas sélidas (MM, CP) mediante a producao das SLN e NLC.

e As medidas de RPE revelaram que a dibucaina particiona nas formulacdes de SLN
e NLC avaliadas, promovendo maior organizacao molecular dos lipidios na regidao do
interior das particulas monitorada pelos marcadores de spin nitréxido usados (5-SASL
e 5-MeSL). Resultados de SAXS indicam um arranjo lipidico tipo lamelar para SLN e
NLC, este maior empacotamento ocorre pela insercdo da DBC entre os lipidios que
compbéem a bicamada, numa profundidade compativel com o posicionamento dos
marcadores.

e Ensaios in vitro confirmaram a liberagao sustentada da dibucaina, a partir de todas
as formulagdes de SLN e NLC com os parametros n (< 0,43) e B (<0,75), determinados
apds a modelagem matematica de Korsmeyer - Peppas e Weibull, respectivamente,
revelaram que o principal mecanismo de liberacao é a difusdo de Fick.

e Estudos de permeacao através de membranas sintéticas com poros de 30 nm
(para mimetizar a pele) revelaram baixa capacidade de permeacao das SLNyu e
SLNcp, com ou sem dibucaina, indicando que estes carreadores tem baixa elasticidade
e nao atravessam as camadas da pele, sendo benéfico, pois favorece a formagao do
filme lipidico de nanoparticulas na epiderme, promove efeitos oclusivos e direciona a
liberacao prolongada.

e Testes de toxicidade in vitro mostraram que a encapsulacdo da DBC em ambos os
tipos de nanoparticulas causou reducao da toxicidade intrinseca do anestésico,
avaliada sobre cultura de células 3T3 e HaCat.

e A avaliacdo do efeito analgésico in vivo mostrou prolongamento do bloqueio
sensorial da dor pela DBC nas formulagdes dispersas em gel de carbopol. Dentre as
nanoparticulas testadas, a SLNcpDBC + maltose foi mais eficiente, resultando em um
maior efeito analgésico (300% em relagdo ao farmaco livre, no gel). Assim,
formulagcbdes contendo SLN ou NLC preparadas com MM ou CP, e contendo DBC na
concentracao de 0,05% mostraram significativo efeito analgésico, mostrando-se
promissoras como bases para produtos farmacéuticos de liberacdo prolongada para

anestesia dérmica.

168



. Sugestoes para trabalhos futuros

Algumas sugestbes que se pode apontar para trabalhos futuros:

e Preparacdo e caracterizacdo de carreadores lipidicos nanoestruturados para
encapsulacado de DBC utilizando como matriz lipidica sélida palmitato de cetila e
mistura de triglicerideos de acido caprico e caprilico,

e Caracterizacao fisico-quimica e estudos de estabilidade dos géis de carbopol
contendo SLN e NLC com e sem DBC liofilizadas com diferentes agentes
crioprotetores,

e Estudos de ampliacdo de escala da producao das nanoparticulas (SLN e NLC)
contendo DBC,

e Preparo e caracterizacdo de SLN e NLC destinados a encapsulagdo de
antinflamatorios ou diferentes anestésicos locais que necessitem da redugéo de
efeitos toxicos e aumento de disponibilidade.

e Avaliagdo da atividade antinociceptiva in vivo em humanos (voluntarios sadios)

das formulagdes contendo SLN ou NLC dispersas em gel.
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ANEXOS

Anexo I: Distribuicdao de tamanho e potencial zeta das nanoparticulas obtidos por
PCS

Size Distribution by Intensity
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Figura 53. Grafico de distribuicdo das nanoparticulas lipidicas sélidas com e sem
dibucaina preparadas por sonicagdo e homogeizacao alta pressao dada por intensidade
em funcdo do didmetro. (A). SLNuum e SLNcp preparadas por Son e HP e (B).
SLNuvDBC e SLNcpDBC preparadas por Son e HP.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 54. Grafico de distribuicdo dos carreadores lipidicos nanoestrutrados com e sem
dibucaina preparadas por sonicagdo e homogeizacao alta pressdo dada por intensidade
em funcao do didmetro. (A). SLNym com e sem DBC preparadas por Son e HP.
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Zeta Potential Distribution
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Figura 55. Grafico de potencial zeta das Nanoparticulas lipidicas (SLN) de MM com e
sem dibucaina preparadas por sonicacao (A) e homogeizacao alta pressao (B) dada por
intensidade em funcao do diametro.
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Zeta Potential Distribution
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Figura 56. Grafico de potencial zeta das Nanoparticulas lipidicas de CP com e sem

dibucaina preparadas por sonicacao (A) e homogeizacao alta pressao (B) dada por
intensidade em funcao do diametro.
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Figura 57. Grafico de potencial zeta dos carreadores lipidicos nanoestrutrados com e
sem dibucaina preparadas por sonicacao (A) e homogeizacao alta pressao (B) dada por
intensidade em funcao do diametro.
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Anexo Ill: Tamanho e distribuicao das nanoparticulas realizadas por NTA antes e
apos extrusao em membranas sintéticas
SLNuwHP

Antes da extrusao

(B)
Apoés a extrusao

(A) (B) (C)
SLNuuDBC/HP
Antes da extrusao

(B)
Apoés a extrusao

(A) (B) (C)
Figura 58. Distribuicdo de tamanhos das SLNywHP e SLNuwDBC/HP obtidas por NTA,
antes e ap6s a extrusdo (2,5 x 10° Pa) através de membranas de policarbonato de 30
nm (A) Video da analise de dados, (B) Grafico 2D (intensidade vs. intensidade) (C)

Gréfico em 3D (tamanho vs. intensidade vs. concentragéo de particulas).
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SLNcp/HP
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Figura 59. Distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas (SLNgp/HP e SLNcpDBC/HP)
obtidas por NTA, antes e apés a extrusdo (2,5 x 10° Pa) através de membranas de

policarbonato de 30 nm (A) Video obtido para analise de dados, (B) Grafico 2D
(intensidade vs. intensidade) (C) Grafico em 3D (tamanho vs. intensidade vs.

concentracao de particulas).
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NLCuwHP
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Figura 60. Distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas (NLCyw/HP e NLCyuDBC/HP)
obtidas por NTA, antes e apés a extrusdo (2,5 x 10° Pa) através de membranas de
policarbonato de 30 nm (A) Video obtido para andlise de dados, (B) Gréafico 2D
(intensidade vs. intensidade) (C) Grafico em 3D (tamanho vs. intensidade vs.

concentracao de particulas).
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Anexo lll: Curva analitica da formacao de endoperoxidos

0.6

0.54

0.4

0.3 1

0.2 1

Absorbancia (532nm)

0.1 1

—m— Dados experimentais

------ Ajuste linear

7y =0,0495x + 0,0168
R? = 0,9946

0.0

Concentra(;;o de MDA (umol.L”

T
6

T
8

)

10

Figura 61. Curva analitica da formacao de endoperoxidos (MDA) (coeficiente angular =

0,0495, coeficiente linear = 0,0168 e coeficiente de correlacao da reta = 0,995).
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Anexo IV: Termogramas
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Figura 62. Termogramas dos componentes das SLN e NLC.
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Figura 63. Termogramas das SLNyv com e sem DBC e com e sem crioprotetor
(maltose ou trealose).
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Figura 64. Termogramas das SLNcp com e sem DBC e com e sem crioprotetor (maltose
ou trealose).
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Figura 65. Termogramas das NLCuyvy com e sem DBC e com e sem crioprotetor
(maltose ou trealose).
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Anexo V: Certificado da Comissado de Etica no uso de Animais - CEUA/Unicamp
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Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "Nanoparticulas lipidicas sdélidas destinadas

a liberacdo prolongada de anestésicos locais na pele" (protocolo n°® 2464-1),

sob a responsabilidade de Profa. Dra. Eneida de Paula / Viviane Aparecida

Queiroz, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagiao Animal
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL) e com a legislagao vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE
2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, e o
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 04 de julho de

2011.
Carppinas, 04 de julho de 2011.
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Presidente Secretaria’Executiva
CEUAJUNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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