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"Autoritarias paralisadoras, circulares, as vezes elipticas, as frases de efeito,
também jocosamente denominadas pedacinhos de ouro, sdo uma praga maligna, das
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ponta, a do fim, e como se, entre a primeira e a segunda, tivéssemos tido na mao uma
linha lisa e continua em que nao havia sido preciso desfazer noés e desenredar
estrangulamentos, coisa impossivel de acontecer na vida dos novelos e, se uma outra

frase de efeito é permitida, nos novelos da vida."
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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE TECNOLOGIA DEPOT PARA ENTREGA
MODIFICADA DE FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS ENCAPSULADOS EM
NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS E CARREADORES LIPIDICOS
NANOESTRUTURADOS. Através de modificacbes na estrutura quimica da
molécula de pectina citrica, polissacarideo utilizado nas industrias alimenticias
como agente gelificante/espessante, foi desenvolvido um Sistema Depot para
entrega subcutdnea de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo, respectivamente, Dexametasona
(DXM) e Valerato de Betametasona (BTM). Os farmacos foram encapsulados
nesses sistemas devido a necessidade de modificar seus perfis de liberacéo,
diminuindo o numero de aplicacbes e sua dosagem, reduzindo ocorréncia de
efeitos adversos. O produto da reagdo de oxidacdo da pectina citrica foi
caracterizado através de Espectroscopia da regido do Infravermelho, Analise
Termogravimétrica e Calorimetria Diferencial de Varredura. Os resultados
indicaram o sucesso da reacgao, confirmado através da gelificagcdo do hidrogel de
pectina citrica oxidada. As NLS e os CLN apresentaram valores de diametro
médio em torno de 80nm, alta eficiéncia de encapsulacdo e perfis de liberacdo
prolongada; para os CLN o farmaco BTM foi liberado ao longo de 144 horas e para
as NLS o farmaco DXM foi liberado ao longo de 24 horas. Estes resultados
mostram que as NLS de DXM poderiam ser utilizadas para tratar processos
inflamatérios agudos e que os CLN de BTM seriam uteis no tratamento de

processos inflamatorios crénicos.
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Abstract

DEPOT TECHNOLOGY DEVELOPMENT FOR ANTI-INFLAMMATORY DRUGS
ENCAPSULATED IN SOLID LIPID NANOPARTICLES AND NANOSTRUCTURED
LIPID CARRIERS DELIVERY. A modified chemical structure of citrus pectin was
used to develop a Depot system for subcutaneuous delivery of solid lipid
nanoparticles (SLN) and nanostructured lipid carriers (NLC) containing,
respectively, Dexamethasone (DXM) and Betamethasone Valerate (BTM). Citrus
pectin is a polysaccharide used in food industry as a gelling/thickener agent. The
drugs were encapsulated in this system with the aim to modify their release
profiles. This would result in the reduction of the number of applications and
dosage. As a consequence, it would also reduce adverse side effects that these
drugs may cause. The citrus pectin oxidation product was characterized by Infrared
Spectroscopy, Thermogravimetric Analysis and Differential Scanning Calorimetry.
The results indicated that the reaction occurred. This was confirmed by gelation of
the citrus pectin oxidation product. SLN and CLN showed values with diameters
around 80nm, high encapsulation efficiency and sustained release profiles. BTM
was released from the CLN over 144 hours and DXM was released from the NLS
over 24 hours. These results showed that the DXM-NLS would be useful in the
treatment of acute inflammatory processes. BTM-CLN could be applied in the

treatment of chronic inflammatory processes.
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l. INTRODUCAO

1. Géis

Géis sdo materiais semissolidos compostos por moléculas gelificantes em
baixa concentracdo (<15%) que, na presenca de agentes apropriados (solventes
ou agentes reticulantes), se organizam através de interacoes fisicas e/ou quimicas
formando redes tridimensionais entrelagadas que impedem a saida do solvente,
conforme ilustra a Figura 1. O tipo de processo que leva a formacao da matriz
depende das propriedades fisico-quimicas dos componentes do gel e das

interacdes resultantes (Vintilou & Leroux, 2008).

1AL T A

N

Figura 1. llustracdo da formacéao de gel. (A) cadeias poliméricas "livres" e (B) rede
tridimensional formada mediante reticulacdo (adaptado de F. Ganji, M.J.
Abdekhodaiea. The effects of reaction conditions on block copolymerization of
chitosan and poly(ethylene glycol). Carbohydrate Pol. 81, 799 (2010)).

Ha duas classes de géis: hidrogéis, formados a partir de polimeros
hidrofilicos (Peppas et al., 2006) e organogéis, que podem ser distinguidos dos

anteriores pela presenca de uma fase organica continua (Vintilou & Leroux, 2008).
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Ambos apresentam baixa viscosidade, podem ser injetados e, uma vez no corpo
humano, solidificam formando depdsitos semissdlidos (Hatefi & Amsden, 2008;
Motulsky et al., 2005) constituindo os chamados Sistemas Depot.

Um dos alvos deste projeto foi o desenvolvimento de um hidrogel que
pudesse ser utilizado como sistema Depot, de modo que esta classe de géis
recebera maior enfoque neste trabalho.

1.1. Hidrogéis

Hidrogéis podem ser definidos como redes poliméricas tridimensionais que
apresentam grande afinidade por agua, mas nao sofrem dissolucédo devido a sua
estrutura ser quimica/fisicamente reticulada (Peppas et al., 2006). Sao preparados
com macromoléculas que contem grupos hidrofilicos em sua estrutura, como por
exemplo -OH, -COOH, -SO3H, -CONH e -CONH.. Estes grupos podem tanto estar
distribuidos ao longo das cadeias poliméricas quanto formar dominios. E gracas a
presenca destes grupos hidrofilicos que os hidrogéis sdo capazes de absorver
grandes quantidades de agua ou fluidos biolégicos (Hoffman, 2002).

Quando completamente hidratados, algumas das propriedades fisicas
apresentadas pelos hidrogéis sdo similares aquelas apresentadas por tecidos
vivos, sdo macios e flexiveis e podem retornar rapidamente a sua forma original
quando deformados. Além disso, hidrogéis apresentam baixa energia superficial, o
que facilita sua biocompatibilidade e minimiza a adesao proteica ou celular apés
sua implantacao (Liu et al., 2012). Gragas a isso surgiu grande interesse em
estudar este tipo de sistema visando possiveis aplicacdes biomédicas como
carreadores formados in situ.

Hidrogéis podem ser preparados com polimeros sintéticos, como poli(N-
isopropilacrilamida) e poli(hidroxietil metacrilato), ou com polimeros naturais, como
alginato, pectina e quitosana (Stile et al., 1999; Lee & Mooney, 2001; Peppas et
al., 2006; Klouda & Mikos, 2008; Takei et al., 2010; Kim et al., 2012), cujas

estruturas quimicas estao na Figura 2.
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Figura 2. Estruturas quimicas (A) N-isopropilacrilamida; (B) poli(hidroxietil
metacrialto); (C) alginato de sédio; (D) pectina citrica; (E) quitosana.

Hidrogéis feitos com polimeros sintéticos sdo mais atrativos porque
apresentam estrutura quimica conhecida de forma precisa e podem ser projetados
em nivel molecular. Porém, muitos hidrogéis sintéticos ndo sdo biodegradaveis,
podendo causar inflamacao local e toxicidade. Bio-hidrogéis derivados de
macromoléculas de origem animal ou vegetal sdo, em geral, biodegradaveis

porque sao suscetiveis as enzimas do organismo humano e grandes esforcos tem



sido feitos visando maximizar a utilizacao de biopolimeros para preparar hidrogéis
(Liu et al., 2012).

2. Sistemas Depot

O desenvolvimento de sistemas de formacéao in situ para entrega de ativos
surgiu a partir da necessidade de prolongar a liberacdo de farmacos durante sua
administragcdo (Hatefi & Amsden, 2002). Dentro desta realidade os hidrogéis
passaram a ser extremamente interessantes.

Devido ao fato de sistemas Depot desempenharem acdo em local
especifico, a dosagem de ativo pode ser diminuida, reduzindo a ocorréncia de
possiveis efeitos adversos, bastante comuns para as formas de entrega sistémica
e aumentando a qualidade de vida dos pacientes. Além disso, este tipo de
aplicacdo é menos invasiva e dolorosa quando comparada a implantes, que
requerem anestesia local e intervencao cirdrgica. Um sistema Depot ideal deve
apresentar boa injetabilidade e formar depdsito semissélido o mais rapido possivel
a partir do momento de sua injecao (Chitkara et al., 2006).

De acordo com o mecanismo de solidificagcdo in vivo sistemas Depot
baseados em hidrogéis podem ser classificados em: (1) pastas termoplasticas, (2)
sistemas de reticulagao in situ, (3) sistemas de precipitagdo in situ e (4) sistemas
de gelificacdo termicamente induzida (Hatefi & Amsden, 2002; Chitkara et al.,

2006). Estes sistemas serdo brevemente tratados a seguir.

2.1. Pastas termoplasticas

Sao constituidas por polimeros semissélidos que sdo injetados fundidos e
formam o depédsito apds resfriamento a temperatura corpérea. Os pré-requisitos
necessarios para sistema incluem ponto de fusdo ou temperatura de transicdo
vitrea entre 25 e 65T e viscosidade intrinseca entre 0,05 e 0,8dL/g. Sistemas que
apresentem valores de viscosidade intrinseca abaixo de 0,05dL/g podem liberar o

ativo de forma muito rapida e aqueles que apresentem valores superiores a
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0,8dL/g ocasionam problemas na aplicagdo devido a dificuldade de injecéao
(Dordunoo et al., 1997; Amsden et al., 2004).

Farmacos sao incorporados a matriz polimérica sem o uso de solventes.
Pastas termoplasticas permitem a entrega de farmacos anti-inflamatérios e
citotoxicos em regides que sofreram intervengbes cirdrgicas. Alternativamente
podem ser utilizadas para gerar um reservatério subcutaneo de farmaco que
passara para a circulagcao sistémica através de difusao (Packhaueser et al., 2004).

Originalmente as pastas termoplasticas foram preparadas a partir de
polimeros como policaprolactona (PCL), poli-acido latico (PLA) e seus copolimeros
triboloco com polietilenoglicol (PEG), por exemplo PLA-PEG-PLA (Figura 3).
Devido ao fato destes polimeros apresentarem altos pontos de fusdo a
temperatura necessaria para sua injecao € préxima de 60T, tornando a aplicacao
extramente dolorosa para o paciente e aumentando a possibilidade de necrose e
formacao de cicatriz no local (Kempe & Mader, 2012). Uma alternativa seria utilizar
depositos semissélidos de poli(orto ésteres) de pequena massa molar, que
apresentam menor ponto de fusdo, como matrizes para a entrega de farmacos
(Heller et al., 2000).

2 CH, 07 cH,
_P O_ECHZﬁS_ C ﬂ—n HO)\H/I:/O\HL}O)\H/OH
O- CH,-" O
B

A
OH

Figura 3. Estrutura quimica das moléculas de (A) policaprolactona; (B) poli-acido
latico e (C) polietilenoglicol.



Este tipo de sistema foi estudado para realizar a entrega do farmaco
antineoplésico Paclitaxel no tratamento de céancer de prostata em ratos, sendo

obtidos resultados promissores (Jackson et al., 2000).

2.2. Sistemas de reticulacao in situ

Estes sistemas sofrem reticulacdo in situ através de reagdes radicalares
iniciadas por calor (géis termofixos), absorcao de fétons (géis foto reticulados) ou
através de interacdo ibnica entre pequenos cations e anions poliméricos

(gelificacao mediada por ions) (Chitkara et al., 2006).

2.2.1. Géis termofixos

Sao moldaveis e alcangcam forma definitiva apds aquecidos. Este processo,
conhecido como cura, € iniciado através de calor e envolve formacéao de ligacdes
covalentes entre as cadeias poliméricas, formando uma rede macromolecular.
Caso seja reaquecido o polimero sofre degradacgao (Chitkara et al., 2006).

A facilidade de injecdo constitui uma vantagem deste tipo de sistema.
Obviamente ha também algumas desvantagens que podem limitar sua aplicacao:
um ativo incorporado pode ser liberado de forma bastante rapida (burst) durante a
primeira hora de aplicagdo, devido ao intervalo de tempo entre a injecéo e a cura.
Enquanto ocorre reticulagcédo do gel dentro do organismo o polimero esta em sua
forma liquida. Assim o ativo pode difundir rapidamente para fora do sistema (Hatefi
& Amsden, 2002).

A ocorréncia de efeitos adversos também limita a utilizacdo de géis
termofixos para entrega de agentes farmacéuticos, além do que as condicdes
necessarias para aplicacao in vivo sao bastante restritas, incluindo temperaturas
fisiologicamente aceitas, necessidade de utilizar mondmeros e/ou solventes néao
téxicos, ambiente rico em oxigénio, taxas de polimerizacao clinicamente aceitas
(Anseth et al., 1995; Peter et al., 1997; Burkoth & Anseth, 2000). Por isso as
publicacbes nesta area sao bastante escassas (Hatefi & Amsden, 2002).
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2.2.2. Géis foto reticulados

O material de partida é liquido, pode ser facilmente injetado, sofrendo
polimerizacao rapida. De forma geral estes sistemas necessitam de monémeros
com, no minimo, duas regides polimerizaveis atraves de radicais livres, iniciadores
fotossensiveis e luz ultravioleta ou visivel. No caso da utilizacdo de luz ultravioleta,
a luz é colocada no local da injecao via fibra Optica (Hatefi & Amsden, 2002;
Kempe & Mader, 2012).

Sistemas foto polimerizados sado utilizados para varias aplicacdes
biomédicas; dentistas polimerizam mondémeros de dimetacrilato em combinacao
com particulas de silica em restauracao dentaria, como alternativa a utilizacdo de
amalgamas (Anseth et al., 1995).

Um gel foto reticulado a base de quitosana foi obtido introduzindo lactose e
grupos azida foto-reativos a cadeia de polissacarideos. Quando o sistema foi

exposto a luz ultravioleta houve formacao de hidrogel em 60s (Ono et al., 2000).

2.2.3. Géis de reticulacao mediada por ions

A maioria dos agentes reticulantes que formam ligacdes covalentes pode
induzir toxicidade caso permaneca em quantidades traco apds administracdo. Um
método para solucionar este problema envolve a preparacdo de hidrogéis
mediante reticulagao idnica reversivel (Berger et al., 2004).

Neste caso a estrutura reticulada forma-se devido a interagbes intra e inter
cadeias através de ligacbes de hidrogénio, interagdes -eletrostaticas entre
pequenos cations e anions poliméricos e interacdes hidrofébicas (Chenite et al.,
2000).

Os principais exemplos deste tipo de gel sdo aqueles a base de quitosana
reticulada com glicerofosfato e sais fosfatados e também géis de alginato
reticulado com sais de célcio (Chenite et al., 2000; Berger et al., 2004; Ganji et al.,
2007; Abd ElI-Ghaffar et al., 2012). A estrutura proposta para alginato reticulado por
ions Ca®* esta na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura quimica do alginato de sédio (A) e representagédo da estrutura
de um gel de alginato reticulado com fons Ca®*, através de interagdo eletrostatica
(adaptado de M.A.A. El-Ghaffar et al. pH-sensitive sodium alginate hydrogels for
riboflavin controlled release. Carbohydrate Pol. 89, 667 (2012)).

2.3. Sistemas de precipitacao in situ

Depdsitos semissélidos também podem ser formados via precipitagao do
polimero a partir da solucdo, mediante remocao do solvente, mudancas no pH e
na temperatura.

No método de remocao do solvente, um polimero biodegradavel e insoluvel
em agua é dissolvido em solvente miscivel em agua e fisiologicamente compativel.
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Apos injecao a precipitacdo do polimero ocorre porque o solvente difunde para o
ambiente aquoso externo e a agua difunde para o interior da matriz polimérica,
resultando em um implante polimérico sélido. A ocorréncia de rapida liberacéo
durante a primeira hora, devido ao tempo entre a injecao e a precipitagao, constitui
uma desvantagem deste sistema (Chitkara et al., 2006).

2.4. Sistemas de gelificacao termicamente induzida

Sistemas termogelificantes sofrem transicdo sol/gel em condicoes
fisiologicas, através de mudancas termicamente induzidas em sua conformacao
molecular. Farmacos ou células sdo adicionados ao sistema no estado sol sob
baixa temperatura e a mistura é injetada no local desejado, tipicamente a camada
subcutanea. A formacéao do hidrogel ocorre in situ a 37<C. Este é um dos melhores
métodos, pois a gelificacdo ocorre devido a pequenas mudancas de temperatura,
sem envolver reagbes quimicas ou enzimaticas. Mudancas de temperatura
ocasionam alteracdes nas forgcas intermoleculares entre o polimero e a agua,
formando o gel. Para que um polimero sofra a transicdo sol/gel sensivel a
temperatura € preciso que sua estrutura apresente um balanco entre
hidrofilicidade e hidrofobicidade. Conforme a temperatura do sistema aumenta a
associagao polimérica ocorre devido ao aumento das interacdes hidrofébicas. O
gel é distinguivel do precipitado (sistemas de precipitacao in situ) através da
presenca de grandes quantidades de agua (Ko et al., 2013)

Controlar a gelificagao através de mudangas na temperatura do sistema é o
desejo de muitos pesquisadores, pois a temperatura pode ser facilmente
controlada para aplicagdes in vitro e in vivo (Peppas et al., 2000; Packhaeuser et
al., 2004).

Copolimeros tribloco entre poli(6xido etileno) e poli(éxido propileno) do tipo
POE-POP-POE (conhecidos como poloxamers ou pluronics®) sofrem gelificagdo a
temperatura corpérea. Algumas desvantagens para utilizacdo de géis de
poloxamers incluem fraca resisténcia mecanica, rapida erosdo e sua nao

biodegradabilidade, que representa uma barreira a utilizacdo de polimeros de alta
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massa molar pois ndo sdo excretados via renal (Packhaeuser et al., 2004; Ruel-
Gariépy & Leroux, 2004; Chitkara et al., 2006).

O polimero poli(N-isopropilacrilamida) € um dos mais estudados pois
apresenta transicao sol/gel sensivel a temperatura (Akas et al., 2010).

3. Pectina citrica

A matriz escolhida para o desenvolvimento de um sistema Depot neste
projeto foi a pectina citrica, devido ao crescente interesse nesta classe de
compostos para desenvolvimento de sistemas para entrega de ativos.

Pectinas sdo substadncias compostas por misturas complexas de
polissacarideos, encontradas em paredes celulares de tecidos vegetais e
desempenham papel importante em diversos processos, como crescimento e
diferenciacao celular. Também estao relacionadas a integridade e a rigidez do
tecido vegetal, além de estarem envolvidas em mecanismos de defesa de células
vegetais (Voragen et al., 2009).

O principal constituinte das cadeias polissacarideas das pectinas € o acido
D-galacturénico (Figura 5); suas unidades estdo unidas através de ligacdes
glicosidicas a-(1,4) e determinadas proporcoes destas unidades podem estar na
forma metoxilada. Inseridas ao longo da cadeia ha, também, unidades de
ramnose, ligadas a extremidade redutora através de ligacées do tipo (1,2) e a
extremidade ndo redutora através de ligacao do tipo (1,4). Aglcares neutros
podem estar presentes em cadeias laterais (Buren, 1991; Voragen et al., 2009).
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Figura 5. Estruturas quimicas das moléculas de (A) acido a-D-

galacturénico e (B) pectina citrica.

Pectinas sdo utilizadas na industria alimenticia como agentes gelificantes,
estabilizantes e espessantes na fabricacao de geleias, iogurtes, sorvetes, entre
outros. A maior parte da pectina utilizada pela industria alimenticia é extraida a
partir de cascas de frutas citricas ou de maca, em solucao acida e altas
temperaturas (Pilgrim et al.,1991); por isso é chamada pectina citrica (PC).

Devido ao fato das pectinas apresentarem estrutura similar as de
polissacarideos encontrados em matrizes extracelulares de mamiferos, tem
aumentado o interesse em sua utilizacdo como biomateriais para entrega de
sequéncias  especificas de aminodcidos, agentes anti-inflamatérios,
anticoagulantes e genes (Liu et al., 2004; Opanasopit et al., 2008).

Além disso, pectinas sao potenciais agentes carreadores colon-especificos,
gracas a sua retencao prolongada no sistema gastrointestinal. A utilizacado de um
hidrogel de pectina reticulado com ions Ca®* para entrega oral de indometacina ao
colon foi recentemente reportada (Jung et al., 2013).
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Um obstaculo para a utilizagdo da pectina citrica como biomaterial € que
implantes feitos a partir deste polissacarideo permanecem no corpo humano
durante longos periodos devido a auséncia de enzimas que os degradem. Sua
degradacao ocorre somente através da acao de bactérias presentes no célon.
Desta forma, a utilizacdo de um sistema Depot a base de pectina citrica para
aplicacdo subcutdnea poderia acarretar respostas biolégicas desfavoraveis.

Uma saida seria oxidar a molécula de pectina citrica, gerando pectina
citrica oxidada (PCO) que apresenta fragmentos com menor massa molar que
seriam, portanto, eliminados mais facilmente (Figura 6). A pectina citrica oxidada
pode ser obtida pela oxidacdo da pectina citrica através de reagdo com periodato
de sodio (Duan et al., 2003; Kong et al., 2008; Yu et al., 2009; Takei et al., 2010;
Jung et al., 2013).

/H% HO,G O HoC O _
OH
O Ho HO o O

A

Oxidagao

HO,C

Y\ HOG o) o) HO,C 0
0O O HO OH\
o) H O"H 0 H O H @)

B

Figura 6. Representacdo da oxidagcdo da molécula de pectina
citrica (A), gerando pectina citrica oxidada (B).
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Oxidacao com periodato é bastante utilizada como método para elucidacéao
de estruturas em carboidratos complexos. O ion periodato, |0, ataca ditis

vicinais, clivando a ligacao carbono-carbono através de oxidacado, formando
dialdeidos (Vold & Christensen, 2005).

Os grupos aldeido gerados pela reacdo de oxidacdo da pectina citrica
podem ser utilizados tanto para imobilizar farmacos que possuam grupos amino
em sua estrutura quimica quanto para reticular hidrogel utilizando agentes
reticulantes que possuam grupos amino ou hidrazida, através da formacao de
ligacdes imina ou hidrazona, apresentadas na Figura 7 (Hudson et al., 2010).

R1

/ / Ry

N R, N
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C:N 4

R3 R2 4
R, B
A

Figura 7. Representacao de ligagdes dos tipos (A) imina e (B) hidrazona.

Para reticulagdo do hidrogel neste projeto utilizou-se di-hidrazida
adipica como agente reticulante, cuja estrutura quimica é apresentada na Figura
8.

Figura 8. Estrutura quimica da molécula de di-hidrazida adipica.
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A reticulacado do hidrogel de pectina citrica oxidada com di-hidrazida adipica
ocorre via formacgao de ligacées do tipo hidrazona. A Figura 9 mostra a estrutura

proposta para este hidrogel:

L, iwg%

w”( «ﬁ WAE

Figura 9. Reticulagdo do hidrogel de pectina citrica oxidada com di-hidrazida
adipica. (Adaptado de T. Takei et al. In situ gellable oxidized citrus pectin for
localized delivery of anticancer drugs and prevention of homotypic cancer cell
aggregation. Biomacromolecules 11, 3525 (2010))
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4. Nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos
nanoestruturados

Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) sao sistemas carreadores de ativos que foram
desenvolvidos recentemente, quando comparados a outros sistemas carreadores
como lipossomas (Puri et al., 2009; Allen, 1997).

Nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores lipidicos nanoestruturados
tem gerado grande interesse por utilizarem componentes naturais, terem método
de preparacgao facilmente escalonavel e evitarem a utilizacdo de solventes em sua
preparacao, através da homogeneizacado a alta pressao. Além disso, seu cerne
hidrofébico proporciona ambiente favoravel para encapsulacdo de farmacos
hidrofébicos, fato de extrema importancia pois aproximadamente 40% dos
farmacos desenvolvidos recentemente apresentam natureza hidrofébica (Martins
et al., 2007; Zhang et al., 2008).

Nanoparticulas lipidicas sélidas s&o formadas por um cerne lipidico sélido,
que pode conter triglicerideos, glicerideos, misturas entre estas duas classes de
lipidios, ou ceras; sendo que todos sao sélidos tanto em temperatura ambiente
quanto em temperatura corporal (Wissing & Mdller, 2003; Wissing et al., 2004).
Sua estabilidade é garantida gracas a adicao de tensoativos que se localizam na
interface entre o ambiente externo aquoso e as particulas formadas, conforme

ilustra a Figura 10.

Figura 10. Esquema da estrutura proposta para NLS. Na interface entre a
fase lipidica e o ambiente externo aquoso localizam-se as moléculas de
tensoativo, conferindo estabilidade ao sistema.

(Ekambaram, P. et al. Solid lipid nanoparticles: a review. Scientific Reviews
and Chemical Communications. 2, 80 (2012))
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Nanoparticulas lipidicas sélidas sdo carreadores interessantes pois: i) 0
tamanho de particula é na escala nano-submicro (50-1000 nm); ii) seus
componentes sao biocompativeis e biodegradaveis e nao requerem utilizacao de
solventes organicos para sua preparacgao; iii) a sintese de particulas pode ser feita
com baixo custo e em larga escala, além de agregar aspectos positivos de outros
tipos de carreadores lipidicos, evitando algumas de suas desvantagens. Por
exemplo, estes carreadores apresentam natureza similar a de nanoemulsées, mas
as caracteristicas de seu cerne lipidico sélido sdo exatamente opostas as da
versao liquida. Uma consequéncia direta deste fato é que a mobilidade de um
ativo encapsulado em um ambiente sélido serd menor que em ambiente liquido;
assim, a velocidade de liberacdo deste ativo a partir do cerne destas
nanoparticulas sera menor (Martins et al., 2007; Puri et al., 2009).

E importante mencionar que a utilizacdo de formulacées de NLS pode ser
limitada devido ao crescimento indesejado de particulas através de aglomeracao
ou coagulacdo, acarretando rapida liberacdo do farmaco. NLS apresentam
matrizes lipidicas cristalinas que acomodam moléculas de farmaco incorporado
entre as cadeias dos acidos graxos. A modificacao da estrutura cristalina durante
a producdo e armazenamento das NLS frequentemente resulta na expulsdo do
farmaco encapsulado para a solucao, sendo esta a maior desvantagem desses
carreadores. A matriz lipidica sélida também pode modular a liberagdo do farmaco
e, desta forma, controlar sua concentracdo no local de acdo. Além disso, estas
particulas podem oferecer protecdo contra degradacdo quimica dos ativos
incorporados ao lipidio (Wissing et al., 2004; Martins et al., 2007).

A encapsulagdo de ativos pode ocorrer em varios locais destas
nanoparticulas, dependendo de suas propriedades quimicas. Farmacos lipofilicos
dispersam-se na matriz lipidica, enquanto os hidrofilicos ficardo fora dela.
Tipicamente o processo de formacao destas nanoparticulas envolve dispersédo do
farmaco na fase lipidica fundida (precursora da emulsao), utilizacao de solventes
apropriados ou através da aplicacado de forca mecanica. Para obter sucesso nesta
encapsulacao de farmaco é preciso que ocorra particdo adequada do mesmo nas
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goticulas de lipidio. Durante a sintese destas particulas o rapido resfriamento do
sistema cria um ambiente instavel e um arranjo cristalino desordenado (estrutura
a-cristalina) que permite armazenar o farmaco nos defeitos da matriz. Durante
estocagem a estrutura a-cristalina converte-se em sua forma termodinamicamente
mais estavel, B-cristalina. Como as moléculas do farmaco sao incorporadas entre
as cadeias dos acidos graxos, nas camadas lipidicas e nas imperfeicbes dos
cristais, uma estrutura cristalina altamente organizada nao é vantajosa para alta
capacidade de incorporacdo do farmaco. Esta mudanca estrutural (a para B-
cristalina) pode ocasionar rapida liberacado do ativo, o que constitui desvantagem
significativa para utilizagcéo clinica destes carreadores (Puri et al., 2009).

Na tentativa de evitar algumas destas desvantagens, no final da década de
1990, foram desenvolvidos carreadores lipidicos nano estruturados que sao
também chamados de nanoparticulas lipidicas sélidas de segunda geracao
(Padtake & Mduller, 2002). O objetivo foi desenvolver um carreador que
apresentasse nanoestrutura (Figura 11) que aumentasse a quantidade de ativo
encapsulado e evitasse sua expulsao prematura. Isto pode ser realizado de trés
maneiras (Wissing et al., 2004):

o e *
i x
. : Ccl]

- AT
T

Composicdao quimica de um triglicerideo
(x,y e z representam tipos de cadeia de &cido
graxo)

E triglicerideo com mistura de cadeias
saturadas e insaturadas de &cido
graxo

é triglicerideo com cadeias de 4&cido
graxo saturadas

& ativo encapsulado

Figura 11. Representagao estrutural de nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores
lipidicos nanoestruturados. (Adaptado de A. Puri et al. Lipid-based nanoparticles as
pharmaceutical drug carriers: from concepts to clinic. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys.
26, 523 (2009)) 17



No primeiro modelo sdo misturados lipidios espacialmente diferentes, por
exemplo glicerideos compostos por cadeias de diferentes tamanhos. A utilizacao
de lipidios estruturalmente diferentes leva a uma matriz com maiores distancias
entre as cadeias de acido graxo dos glicerideos, gerando maior numero de
imperfeicbes nos cristais e, consequentemente, maior numero de sitios onde o
ativo pode se acomodar. Um grande aumento da capacidade de carregamento
pode ser alcancado utilizando pequenas quantidades de lipidios liquidos (6leos).
Este modelo é chamado "Carreador Lipidico Nanoestruturado do tipo imperfeito".

Se grandes quantidades de éleo sdo misturadas ao lipidio sélido, um tipo
diferente de nanoestrutura serd gerado. Neste modelo a solubilidade das
moléculas de 6leo no lipidio sélido é excedida, levando a separacdo de fases e a
formacao de nanocompartimentos oleosos no interior na matriz lipidica sélida.
Muitos farmacos apresentam maior solubilidade em 6leos que em lipidios sélidos;
entdo, eles podem ser dissolvidos em 6leo e continuar sendo protegidos da
degradacao pelos lipidios solidos que envolvem estes nanocompartimentos. Este
tipo de carreador lipidico nanoestruturado € chamado "Carreador Lipidico
Nanoestruturado do tipo multiplo" (Jenning et al., 2000; Jenning & Gohla, 2001;
Wissing et al., 2004).

Como a expulsao do farmaco encapsulado é causada pela cristalizagéo ou
mudanca de estrutura cristalina do lipidio sélido, € possivel evitar que isto
aconteca através da formagdo de um terceiro tipo de carreador lipidico
nanoestruturado, o chamado "Carreador Lipidico Nanoestruturado do tipo amorfo".
Neste tipo de carreador as particulas sao sélidas, mas a cristalizacdo apos
resfriamento do sistema é evitada pela adicdo de determinados tipos de lipidios,
por exemplo isopropilmiristato (Jenning et al., 2000a; Jenning et al., 2000b;
Wissing et al., 2004).

4.1. Métodos de preparacao

Existem diversos métodos para preparacdo de nanoparticulas lipidicas
sblidas e de carreadores lipidicos nanoestruturados. A seguir serdo apresentados
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alguns deles: homogeneizacao a alta pressao, ultrassonicacao, homogeneizagéao
a alta velocidade e método baseado em dupla emulséo.

4.1.1. Homogeneizacao a alta pressao

Neste caso a amostra liquida é empurrada sob alta pressao (100-2000 bar)
em um caminho estreito, adquirindo alta velocidade (em torno de 100 km/h),
produzindo alta taxa de cisalhamento e fragmentando as particulas grandes.
(Yadav et al., 2013)

a) Homogeneizacao a quente

Neste método a homogeneizacédo é realizada em temperaturas acima da
temperatura de fusdo do lipidio e pode ser compreendida como uma
homogeneizagdo de uma emulsdo. E preparada uma pré-emulsdo da fase lipidica
contendo o farmaco em uma solugéao contendo os tensoativos, através de agitacao
sob alto cisalhamento. A qualidade do produto final depende da qualidade desta
pré-emulsdo. De forma geral, altas temperaturas resultam em particulas menores
devido a diminuicdo da viscosidade do liquido que estd sendo homogeneizado.
Entretanto, altas temperaturas também podem acelerar a degradacao do ativo e
do carreador.

O ciclo de homogeneizacao pode ser repetido diversas vezes, mas €
preciso considerar que 0 processo aumenta a temperatura da amostra
(aproximadamente 10C a cada 500 bar). Na maioria d os casos 3-5 ciclos de
homogeneizacao a 500-1500 bar sao suficientes. O aumento do niumero de ciclos
frequentemente resulta em aumento do tamanho das particulas devido a sua
coalescéncia. O produto primario € uma nanoemulsdo, pois a fase lipidica
encontra-se fundida e apds resfriamento ocorre formacao de particulas sélidas.
(Muller et al., 2000; Mehnert & Mader, 2001; Mishra et al., 2010; Ekambaram et al.,
2012).
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b) Homogeneizacao a frio

A homogeneizacdo a frio é realizada com lipidio sélido e pode ser
interpretada como uma homogeneizacdo através da moagem da suspensdo. E
necessario que haja controle efetivo da temperatura do sistema, evitando a fusédo
do lipidio devido ao aquecimento da amostra durante a homogeneizacao.

Na primeira etapa deste processo o ativo é solubilizado ou disperso na fase
lipidica fundida, que é resfriada rapidamente, favorecendo a distribuicdo
homogénea do ativo na matriz sélida. A fase lipidica sélida € dispersa em uma
solucdo fria contendo os tensoativos. Esta pré-suspensdao € submetida a
homogeneizacdo a alta pressdo em temperatura igual ou inferior a ambiente
(Maller et al., 2000; Mehnert & Mader, 2001; Mishra et al., 2010; Ekambaram et al.,
2012).

4.1.2. Ultrassonicacao e homogeneizacao a alta velocidade

E possivel preparar nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores lipidicos
nanoestruturados utilizando ultrassom ou agitacéo a altas velocidades. Para obter
particulas menores a combinacao destes dois métodos precisa ser utilizada. Este
método reduz a taxa de cisalhamento, mas apresenta algumas desvantagens
como a possivel contaminacdo com metal do sonicador e instabilidade fisica, que
aumenta o tamanho de particula, apds estocagem (Venkateswarly & Manjunath,
2004; Ekambaram et al., 2012).

4.1.3. Dupla emulsao

A dupla microemulsdo agua/dleo/agua (a/o/a) pode ser preparada em duas
etapas. Primeiramente a microemulsao agua/dleo (a/o) é preparada adicionando
uma solugdo aquosa contendo o ativo a uma mistura entre a fase lipidica fundida e
os tensoativos. Na segunda etapa a microemulsdo agua/dleo (a/o) formada é
adicionada a uma solucdo aquosa contendo mais tensoativos, obtendo uma

microemulsao agua/dleo/agua (a/o/a) (Miller et al., 2000; Qingzhi et al., 2009).
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4.2. Técnicas de caracterizacao

Diversas técnicas podem ser utilizadas para caracterizar os carreadores

preparados neste trabalho.

4.2.1. Espectroscopia de correlacao de féotons e potencial Zeta

A espectroscopia de correlacao de fétons (Photon Correlation Spectroscopy
- PCS), também conhecida como espalhamento dinamico de luz, € uma técnica
bastante utilizada e de grande importancia para caracterizar sistemas nano
estruturados.

A PCS mede flutuagbes na intensidade da luz espalhada, que séao
causadas pelo movimento Browniano das particulas em suspensdo. Desta forma
as determinacdes do diametro médio de particula (¢) sdo influenciadas pelas
camadas de tensoativo adsorvidas nas particulas e pela camada de hidratagao.
Este método abrange um intervalo de valores de ¢ que vai de alguns nanémetros
até, aproximadamente, 3 um. PCS é uma 6tima ferramenta determinar @ em
dispersdes coloidais diluidas, mas nao é adequada para detectar particulas
maiores (Jores et al., 2004; Gaumet et al., 2008; Yadav et al., 2013).

Determinar o potencial Zeta () das particulas preparadas também é de
grande importancia, pois este potencial indica a estabilidade do sistema. Em geral,
devido a repulsao eletrostatica, particulas carregadas agregam menos durante a
estocagem; assim, quanto maior (em maodulo) o valor de ¢, maior sera a repulsao
eletrostatica e, consequentemente, maior a estabilidade do sistema. Mas € preciso
levar em consideracdo, também, a possibilidade de estabilizacdo estérica, que
ocorre devido a adsorcao de moléculas grandes de tensoativo a superficie das
particulas, impedindo a agregacao do sistema. E preciso ressaltar que a adsorgdo
destes estabilizadores (tensoativos) pode diminuir o valor de £ (Uner et al., 2007;
Marcato et al., 2009). Assim, nem sempre pequenos valores de ¢ significam

necessariamente que o sistema seja instavel.
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4.2.2. Difratometria de raios-X

Esta técnica pode ser utilizada para caracterizar a estrutura cristalina da
matriz lipidica das nanoparticulas lipidicas e dos carreadores lipidicos
nanoestruturados. Esta caracterizacdo € necessaria pois o tipo de estrutura
cristalina apresentada pela matriz lipidica influenciara diretamente na
encapsulacdo do ativo. Lipidios sélidos apresentam polimorfismo, devido a
organizacao de suas moléculas nos empacotamentos a (hexagonal), P
(ortorrdmbico) e B (triclinica), respectivamente mais desordenado, menos
desordenado e organizado (Marcato et al., 2009).

Através da difratometria de raios-X é possivel determinar a distancia dos
espacamentos longos e curtos do reticulo lipidico além de diferenciar um material

cristalino de um amorfo.

4.2.3. Calorimetria diferencial de varredura

Unindo os dados obtidos com difratometria de raios-X aos obtidos com
calorimetria diferencial de varredura (DSC) podem ser inferidas informacodes sobre
a cristalinidade do sistema.

O grau de cristalinidade da amostra € extremamente importante, porque
influencia diretamente na eficiéncia de encapsulagéao, na velocidade de liberacao
do ativo e em sua expulsdo durante estocagem.

As curvas de DSC fornecem temperatura e entalpia de fusdo da amostra.
Altos valores de entalpia de fusdo indicam alta organizagdo do reticulo cristalino,
pois a fusao de um cristal altamente organizado requer mais energia para romper
as forcas de coesado do reticulo cristalino que um cristal pouco ordenado ou

amorfo.
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5. Esteroides (Gringauz, 1997)

Esteroides sao hidrocarbonetos policiclicos, analogos saturados do
ciclopentanofenantreno (Figura 12):

Figura 12. Estrutura quimica do ciclopentanofenantreno. A; B; C; D

representam os anéis que compdem a estrutura.

O interesse nesta classe de compostos surgiu a partir do fato de derivados
oxigenados da estrutura basica (Figura 12) serem extensivamente encontrados
em plantas e animais e exibirem diversos efeitos em humanos. Derivados
alcodlicos (3-OH) sao encontrados em plantas, mamiferos (colesterol) e em micro-
organismos. Outros esteroides envolvidos na fisiologia de mamiferos incluem os
acidos biliares, os hormonios corticosteroides produzidos pelas glandulas adrenais
e o0s hormbnios masculinos e femininos, estrégeno e progesterona,
respectivamente. Todos estes horménios e a maioria de seus derivados sintéticos
possuem aplicagcdes médicas.

O cortex adrenal produz, pelo menos, 50 horménios adrenocorticais, sendo

que o colesterol (estrutura mostrada na Figura 13) € o precursor destas sinteses.
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Figura 13. Estrutura quimica do colesterol.

O colesterol pode ser obtido de fontes exdgenas (alimentacdo) sendo
também sintetizado pelo organismo, mas a alimentacdo representa a maior fonte
para a biossintese de diversos esteroides. A maioria das reagdes sofridas pelo
colesterol sdo oxidagdes catalisadas por oxidases de fungao mista.

Os horménios adrenocorticais sdo controlados pelo hipotdlamo, que secreta
o horménio liberador de corticotrofina (Corticotropin-Releasing Hormone — CRH)
em resposta a situacdes de estresse. O CRH leva a glandula pituitaria a liberar
corticotrofina na circulagao, estimulando os receptores adrenocorticais a produzir e
liberar os corticosteroides.

Corticosteroides sdo tradicionalmente classificados em glicocorticoides
(GC) e mineralocorticoides (MC). Os primeiros sdo hormoénios envolvidos no
controle da glicose. Do ponto de vista terapéutico as propriedades anti-
inflamatérias e antialérgicas por eles apresentadas podem ser dramaticas. O
membro mais significante deste grupo é o cortisol (hidrocortisona), cuja estrutura é

apresentada pela Figura 14.
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Figura 14. Estruturas quimicas das moléculas de (A) cortisona; (B) hidrocortisona e
(C) prednisona.

Corticosteroides como cortisona e a semissintética prednisona sao inativos
até que a funcao 11-cetona seja hepaticamente reduzida ao grupo 11-hidroxila.

A condicao de producao excessiva de glicocorticoides é conhecida como
Sindrome de Cushing, caracterizada pelo inchaco do rosto (face de lua), resultante
da perda de massa muscular e de mudancas na distribuicdo de gordura corporal.

Mineralocorticoides tem como principal fungcdo o controle do balanco
eletrolitico. Estes compostos causam retencdo de ions Na* e excrecao renal de
ions K*. O principal horménio mineralocorticoide é a aldosterona (Figura 15).
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Figura 15. Estrutura quimica da molécula de aldosterona.

Sabe-se que a aldosterona apresenta efeitos glicocorticoides e que a
cortisona exibe efeitos mineralocorticoides, ocorrendo balango entre estes dois
efeitos.

As propriedades anti-inflamatérias dos corticosteroides parecem estar
ligadas a atividade glicocorticoide. Quando anéalogos sintéticos da cortisona séo
utilizados clinicamente efeitos adversos como retengcdo de Na® e edema podem
estar relacionados a atividade mineralocorticoide que estes compostos possuem.
Diante disto, o objetivo de modificacées estruturais realizadas nos esteroides
sintéticos € maximizar a atividade glicocorticoide e minimizar a mineralocorticoide.
Isto pode ser alcancado aumentando o grau de insaturacao do anel A (Figura 12)
adicionando uma segunda dupla ligacdo, cuja presenca reduz a ocorréncia de
retenca@o de agua e esta relacionada ao aumento da poténcia dos corticosteroides,
ou seja, ao aumento da efetividade em dosagens menores.

5.1. Corticosteroides

A partir de modificagbes na molécula de cortisona foi sintetizado acetato de

hidrocortisona, o primeiro corticosteroide de uso tépico, desenvolvido para
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tratamento de doencas de pele, introduzido no mercado em 1952, revolucionando
o campo da Dermatologia (Rosso & Friedlander, 2005).

Pouco tempo depois fluorohidroxicortisona, prednisona (1955), triancinolona
acetonida (1958) e fluorometolona (1959) entraram no mercado. Todas estas
moléculas compartilham uma estrutura béasica de 4 anéis, caracteristica do
colesterol. Muitos outros corticosteroides tem sido desenvolvidos, via modificacdes
nas cadeias laterais da estrutura basica (Hughes & Rustin, 1997; Fieldman, 1998).

O mecanismo de acdao de farmacos glicocorticoides ainda nao foi
completamente elucidado, mas avancos nesta area mostram evidéncias de que
existem receptores especificos para esta classe de compostos. A estrutura
apresentada por estes farmacos gera um perfil de resposta transcricional Unico em
células e tecidos através da interacao dos glicocorticoides com seus receptores.
Presume-se que este perfil leve a respostas farmacoldgicas especificas para cada
glicocorticoide, o que estd relacionado a sua relevancia terapéutica (Edelman,
2010).

De acordo com a capacidade de induzir vasoconstricdo, corticosteroides
sdo classificados em 7 grupos, em ordem decrescente de poténcia. Os
corticosteroides utilizados neste projeto, Valerato de Betametasona (BTM) e
Dexametasona (DXM), pertencem, respectivamente, as classes |l
(moderadamente potente) e VII (menos potente/leve) (Fieldman, 1998). Suas
estruturas estao na Figura 16.
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Figura 16. Estruturas quimicas das moléculas de (A) 17-Valerato de
Betametasona e (B) Dexametasona.

Estes corticosteroides/glicocorticoides sdo amplamente utilizados em
tratamentos de doencas de pele, como eczema, psoriase, dermatites de contato,
entre outras. (Zhang & Smith, 2010).

A entrega local de glicocorticoides no tratamento de edema macular
associado a uveites, oclusdo vascular retinal e diabetes tem crescido
significativamente e mostra grandes beneficios. Dexametasona destaca-se entre
os glicocorticoides usados para injecéo intravitreal mais utilizados para tratamento
de edema macular (Edelman, 2010).

Apesar da eficacia comprovada, muitos efeitos adversos sdo associados
aos corticosteroides, limitando sua utilizacado. Efeitos adversos locais incluem, mas
nao se limitam a, atrofia e estrias e efeitos adversos sistémicos incluem, entre
outros, Sindrome de Cushing, supressao adrenal e catarata (Rosso & Friedlander,
2005).

Formulacbées farmacéuticas de sucesso devem entregar as substancias
ativas aos organismos-alvo em niveis terapéuticos relevantes, com desconforto e

efeitos adversos minimos (Zhang & Smith, 2010). Uma alternativa para diminuir a
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ocorréncia/intensidade dos efeitos adversos relacionados a utilizagdo de
corticosteroides seria modificar sua forma de administracao, por exemplo, através
de sua encapsulacdo em estruturas que garantam a entrega do farmaco no local
de acao e na dose correta.

Recentemente foi relatada uma possivel utilizacao de sistemas carreadores
contendo Dexametasona para tratamento de doencas inflamatdrias intestinais,
visando diminuir efeitos adversos, através de sua entrega especifica e exclusiva
as regides inflamadas por periodos prolongados depois de administracao oral
(Hanauer, 2006).

A incorporacdo de Valerato de Betametasona em sistemas carreadores
também foi reportada, objetivando reduzir riscos de atrofia dérmica durante
tratamento de eczema atodpico (Sivaramakrishman et al., 2004).
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Il. OBJETIVOS

1. Gerais

e Utilizando técnicas de planejamento e otimizacdo de experimentos
desenvolver duas formulagbes de nanoparticulas para encapsular,
separadamente, os farmacos 17-valerato de betametasona e
dexametasona;

e Desenvolver uma formulacdo Depot para liberar as nanoparticulas

diretamente no local de agéo.

2. Especificos

e Caracterizar os farmacos 17-valerato de betametasona e dexametasona
através de espectroscopia nas regides do Ultravioleta-Visivel e do
Infravermelho e através de analise termogravimétrica e calorimetria
diferencial de varredura;

e (Caracterizar as nanoparticulas através de medidas de espalhamento
dindmico de luz;

e Determinar a eficiéncia de encapsulacao das nanoparticulas;

e Determinar o percentual de carregamento de farmaco das nanoparticulas;

e Determinar o perfil de liberacdo dos farmacos a partir das nanoparticulas;

e Oxidar a amostra de pectina citrica;

e (Caracterizar o produto de reacao através de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear; de espectroscopia na regidao do Infravermelho, de
andlise termogravimétrica e de calorimetria diferencial de varredura;

e Determinar a porcentagem de oxidagdo do produto obtido em relacdo ao
material de partida;
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e Obter a gelificagdo do produto oxidado a 37<C e mo nitorar a estabilidade do
gel;
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

1. Equipamentos utilizados

Agitadores magnéticos - Topolino IKA®

Analisador termogravimétrico TGA TA Instruments - Modelo 2050
Calorimetro diferencial DSC TA Instruments - Modelo 2910

Centrifuga Excelsa®ll Fanem® - Modelo 206 BL

Cromatégrafo Liquido de Ultra Performance Acquity® — Waters
Difratdbmetro de Raios-X Shimadzu XRD7000

Espectrometro de Ressonéancia Magnética Nuclear Bruker - Avance 500
Espectrofotdmetro Infravermelho Bomem-Hartmann - Modelo MB 102
Espectrofotdmetro UV-Visivel Cary Probe Varian/Agilent

Microscépio eletronico de varredura JEOL - Modelo JSM 6360 LV

Ultrassom de ponteira Sonifier® B12 - Frequéncia 20kHz/ Poténcia 1000W -
Branson Sonic Power Company

Ultra-Turrax® T25 — IKA® com elemento dispersor S75N-25F e elemento dispersor
PC/PEEK — S25D-10G-KS

ZetaSizer 300HS Malvern Instruments.
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2. Reagentes Utilizados

Acido Oleico USP/NF Lote 126365 - Synth
CAS: 112-80-1

MM = 282,46 g mol™

Estrutura quimica:

Di-hidrazida do &cido adipico - Sigma - Lote 051M1895V
CAS: 1071-93-8
MM = 174,20 g mol™

Estrutura quimica:

Estearato de glicerila Cithrol GMS Lote 0000270756 - Croda do Brasil Ltda
CAS: 123-94-4
MM = 358,56 g mol™

Estrutura quimica:

OH

HO

OW/\/\/\/\/\/\/W

)
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Farmaco 17-Valerato de Betametasona micro EP - Lote101003#3
CAS: 2152-44-5

MM = 476,60 g mol™

Estrutura quimica:

Farmaco Dexametasona micro BP - Lote 101103#2 - Tajin Harmony Tech
CAS: 50-02-2
MM = 392,50 g mol™

Estrutura quimica:

Fosfatidilcolina de soja S100-3 Lote 254092-6 - Lipoid
CAS: 68513-95-1

Estrutura quimica:
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Pectina Citrica GENU® tipo USP-B Lote LI112104 - CPKelco
CAS: 9000-69-5

Estrutura quimica:

/Hcgoé\ Ho,c O Hoc O |
OH
o%o%
O Ho HO HO O

Periodato de sd6dio META PA ACS Lote 1105024 - Vetec
CAS: 7790-28-5
MM = 213,89 g mol™

Férmula molecular: NalO4

Polietilenoglicol - Kollisolv® PEG 400 - Basf - Lote 90967309T0
CAS: 25322-68-3

MM = 380-420 g mol

Estrutura quimica:

OH

Polisorbato 80 TMAZ80 Lote G64737
CAS: 9005-65-6

Estrutura quimica:

O\/\)\WO
o) o XOH

o)
: ot OMOH (X+y+z+w = 20)
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Poloxamer 188 - Pluronic® F-68 Lote 049K0044 - Sigma
CAS: 9003-11-6

Estrutura quimica:

Taurocolato de sdédio Lote 61659 - Himedia Laboratories PVT Ltda.
CAS: 145-42-6
MM = 537,68 g mol™

Estrutura quimica:

COO-Na+

HO"" " OH
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3. Caracterizacao dos Farmacos

A caracterizacao dos farmacos foi realizada através de Espectrofotometria
nas regides do Ultravioleta-Visivel e do Infravermelho, Analise Termogravimétrica
e Calorimetria Diferencial de Varredura.

3.1. Espectrofotometria nas regidoes do Ultravioleta-Visivel e do

Infravermelho

Foram registrados espectros na regidao do UV-Vis de soluc¢des de Valerato
de Betametasona a 4,16x10° mol.L™' e de Dexametasona a 4,37x10™° mol.L" em
metanol.

Para a obtencdo dos espectros na regido do infravermelho as amostras
foram misturadas com brometo de potassio e, em seguida, prensadas a 5
toneladas. Os espectros foram registrados de 4000 a 400 cm™ com resolucéo de 4

cm™

3.2. Analises Térmicas

3.2.1. Analise Termogravimétrica

As curvas termogravimétricas foram obtidas sob as seguintes condicdes:
fluxo de argbnio, rampa de aquecimento de 10C/min, faixa de aquecimento de
25-500<C e aproximadamente 7 mg de amostra.

3.2.2. Calorimetria Diferencial de Varredura

As curvas calorimétricas foram obtidas sob as seguintes condicdes: fluxo de
argbnio, rampa de aquecimento de 10C/min, faixa de aquecimento de 25-300C e

aproximadamente 2 mg de amostra.
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4. Nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores lipidicos

nanoestruturados

4.1. Consideracoes iniciais

Para a obtencao das formulagdes de NLS e CLN preparados neste projeto
técnicas de planejamento e otimizacao de experimentos foram utilizadas com o
objetivo de encontrar formulagdes com valores de ¢, PDI e ¢ aceitaveis. Diversos
planejamentos fatoriais foram propostos e utilizando a metodologia de
deslocamento ao longo do caminho de maxima inclinagao a partir do ponto central,
as formulagbes finais foram encontradas. A metodologia utilizada nestes
experimentos sera detalhada no item 4.2.

Todas as amostras de NLS e CLN preparadas foram avaliadas de acordo
com seus valores de ¢, PDI e & no aparelho ZetaSizer 300HS Malvern
Instruments. Uma vez obtida uma formulagdo com NP que apresentassem valores
aceitaveis para os parametros acima mencionados o trabalho de caracterizacéo
prosseguiria utilizando cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia, andlise
termogravimétrica, calorimetria diferencial de varredura e difratometria de Raios-x

O método de preparacao utilizado para a obtengdo das NP de BTM e DXM
foi sendo ajustado durante o desenvolvimento deste projeto. O método final sera
apresentado no item 4.3 e seu desenvolvimento sera detalhado no item 4.4.

4.2. Planejamentos experimentais (Neto et al., 2010)

A resposta analisada em todos os planejamentos experimentais realizados
neste trabalho foi o didametro médio de particula, que deveria ser inferior a 100nm,
assim planejamentos fatoriais foram propostos de forma a estudar a influencia que
as proporcdes de tensoativos exerciam sobre os valores de ¢ das NP e também

diminuir os valores destes parametros.
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4.2.1 Planejamentos fatoriais 23

O primeiro tipo de planejamento fatorial utilizado neste trabalho foi o
planejamento fatorial 23, isto foi feito com o objetivo de entender como as
proporcbes dos trés tensoativos (fatores) utilizados no inicio do trabalho
influenciavam o didametro médio das NP preparadas (resposta). Uma vez
realizados todos os 8 experimentos previstos pelo planejamento, os efeitos foram
calculados a partir dos coeficientes de contraste para o fatorial 23, que estao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Coeficientes de contraste para um planejamento fatorial 23

Média 1 2 3 12 13 23 123
+ - - - + + + -
+ + - - - - + +
+ - + - - + - +
+ + + - + - - -
+ - - + + - - +
+ + - + - + - -
+ - + + - - + -
+ + + + + + + +

Para calcular os efeitos primeiro € preciso transformar a Tabela 1 em uma
matriz X com elementos +1 ou -1 e calcular sua matriz transposta, X', ambas sdo

apresentadas a segquir:

40



11 4 41 1 1 - 11 1 1 1 1 1 1
11 1 114141 1 e S T B
111 1 11 1 1 4111 111
O L T T L B B O L e B B O IR B
1111 1 4 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1
11 1 1 4 1 1 - 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1
111 1 4 4 1 - 11 -1 -1 -1 -1 1 1
11 1 1 1 1 1 1 41 1 1111

Calculando-se o produto X'y, sendo y o vetor coluna contendo as respostas,
€ possivel encontrar os efeitos de cada fator e da interacao entre eles, dividindo o
primeiro elemento por 8 e os demais por 4.

4.2.2. Planejamentos fatoriais 22 com ponto central e

deslocamentos ao longo do caminho de maxima inclinacao

Os planejamentos fatoriais do tipo 22 com ponto central realizados neste
projeto tiveram como objetivo otimizar as formulagbes utilizadas para o preparo
das NP, visando sempre a diminuicdo dos valores de .

A modelagem inicial foi realizada supondo-se que os dados experimentais
fossem ajustaveis a um modelo linear para investigar a superficie de resposta em
torno das condi¢cdes experimentais estabelecidas. Para isso foi utilizado um

modelo linear ajustado de acordo com a equacéo:
b = (XtX)‘1Xty (1)

onde X é a matriz com elementos +1, -1 ou 0, correspondente aos coeficientes de
contraste do planejamento experimental e y o vetor coluna contendo os didmetros

médios das amostras.
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Uma vez calculada a equacao correspondente ao modelo linear, o caminho
de maxima inclinagdo a partir do ponto central foi determinado realizando
deslocamentos com um fator (x;y ou Xo) e calculando os deslocamentos
correspondentes para o outro fator, usando a seguinte equacao genérica para o
modelo linear obtido:

¥y = bo +byx; +byx, (2)

onde by, b, e b, sao estimadores dos parédmetros do modelo e x; e x,
representam os fatores codificados.
Para realizar um deslocamento de uma unidade com o fator x;, por

exemplo, tem-se:

Ax; =1 e Ax, = (3—?) Ax,

realizando os calculos pertinentes, chega-se aos valores dos novos niveis.

4.3. Método final de preparacao das nanoparticulas de Valerato de
Betametasona e Dexametasona

O método de preparacao das NP foi ajustado a partir do método de
homogeneizacdo a quente, no qual o ativo é dissolvido no lipidio fundido e a
solugdo é dispersa em outra solugdo a quente contendo tensoativos, sob alta
agitacdo, utilizando Ultra-Turrax® T25 — IKA®. A Figura 17 apresenta uma
ilustracdo do método de preparacao:
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A A

o 2) A fase lipidica 3) Através de Ultra-Turrax 4) A emulséo resultante é
1.) o apvo € ‘ i T25 — IKA® o sistema é submetida a sonicagao,
d'350|.V',dCf na © |sper|sa em agitado, utilizando-se através da utilizacao de
fase I|9|dlca. umat sodug:ao elementos dispersores S75N- ultrassom de ponteira
fundida. t‘;‘:]z::tw%gz 25F (1) e PG/PEEK-S25D- (20min/20kHZ/400W) e
quente. 10G (2). resfriada em banho de
gelo.

Figura 17. llustracdo do método final de preparacao para NP de BTM e DXM.

4.4. Desenvolvimento das formulacoes e ajuste do método de
preparacao das nanoparticulas de Valerato de Betametasona e

Dexametasona

4.4.1 Testes de preparacao utilizando elemento dispersor metalico
(S75N-25F) para Ultra-Turrax®T25

Para o preparo de todas as NP mencionadas neste item utilizou-se
velocidade de agitacdo de 18000 rpm durante 10 min, com intervalo de um 1 min a
cada 5 min de agitacdo e a temperatura do sistema foi mantida na faixa entre 70-
75<T.

Inicialmente realizou-se um planejamento fatorial 23 (Tabela 3) para avaliar
a necessidade de utilizar os tensoativos fosfatidilcolina de soja, polisorbato 80 e
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poloxamer 188, em uma mesma formulagcdo contendo o farmaco BTM mantendo-

se constantes as quantidades de lipidio e farmaco (Tabela 2).

Tabela 2. Quantidades fixas dos componentes da formulacao de NP de
BTM preparadas utilizando-se somente o elemento dispersor metalico
(S75N-25F) para o planejamento fatorial 23

Componente % em Massa
Estearato de glicerila 1,0%
Farmaco 3,0**

*em relagdo a fase aquosa **em relagao a fase lipidica

Tabela 3. Niveis do planejamento fatorial 23 para NP de BTM
preparadas utilizando-se somente o elemento dispersor
metalico (S75N-25F)

Niveis (% em Massa*)
Fatores
() (+)
(x1) Poloxamer 188 0,02 0,10
(x2) Polisorbato 80 0,30 0,60
(x3) Fosfatidilcolina de soja 0,30 0,60

*em relagdo a fase aquosa

Uma vez avaliado o planejamento 23 anteriormente exposto (Tabela 3),
realizou-se um novo planejamento fatorial para BTM mantendo-se constantes as
quantidades de lipidio, de farmaco e do tensoativo Poloxamer 188, conforme
apresentado na Tabela 4. Este novo planejamento esta exposto na Tabela 5.
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Tabela 4. Quantidades fixas dos componentes da formulacao de
NP de BTM preparadas utilizando-se somente o elemento
dispersor metalico (S75N-25F) para o planejamento fatorial 22
com ponto central

Componente % em Massa
Estearato de Glicerila 1,0*
Poloxamer 188 0,1*
Farmaco 3,0™*

*em relagdo a fase aquosa **em relagao a fase lipidica

Tabela 5. Niveis do planejamento fatorial 22 com ponto central para NP de

BTM preparadas utilizando-se somente o elemento dispersor metalico
(S75N-25F)

Niveis (%*)
Fatores
() (0) (+)
(x1)Polisorbato 80 0,30 0,50 0,70
(x2)Fosfatidilcolina de soja 0,20 0,30 0,40

*em massa e em relagdo a fase aquosa

A partir dos resultados deste planejamento experimental novos niveis
através do caminho de méaxima inclinacao para a preparacdo de novas NP de
BTM foram calculados (Tabela 6):
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Tabela 6. Caminho de maxima inclinacdo para o planejamento fatorial 22 com
ponto central para NP de BTM preparadas utilizando-se somente o elemento
dispersor metalico (S75N-25F)

) Polisorbato 80 Fosfatidilcolina de
Amostra Ensaio X1 | X2 )
(%) Soja (%)
16 centro 0 0 0,50 0,30
17 centro + A 1 10,18 0,70 0,32
18 centro+2A | 2 |0,36 0,90 0,34
19 cento+3A| 3 | 0,54 1,10 0,35
20 centro+4A | 4 0,72 1,30 0,37

* em massa e em relacdo a fase aquosa

Tendo como base o0s resultados obtidos com os planejamentos
experimentais realizados anteriormente, elaborou-se um planejamento fatorial 22
com ponto central para a obtencdo de NP de DXM, mantendo-se constantes as
proporcoes de lipidio, farmaco e poloxamer 188, conforme apresentado na Tabela
4. Os niveis utilizados neste planejamento estao expostos na Tabela 7.

Tabela 7. Niveis do planejamento fatorial 22 com ponto central para
NP de DXM preparadas utilizando-se somente o elemento dispersor
metalico (S75N-25F)

Niveis (%*)
Fatores
() (0) (+)
(x1)Polisorbato 80 0,15 0,50 0,70
(x2)Fosfatidilcolina de soja 0,20 0,30 0,40

*em massa e em relacdo a fase aquosa
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A partir dos resultados obtidos com o planejamento acima citado novos
niveis através do caminho de maxima inclinacéo para o preparo de novas NP de
DXM foram calculados (Tabela 8):

Tabela 8. Caminho de maxima inclinacdo para o planejamento fatorial 22 com
ponto central para NP de DXM preparadas utilizando-se somente o elemento
dispersor metalico (S75N-25F)

. Polisorbato 80 | Fosfatidilcolina de soja
Amostra Ensaio X1 | Xo
(%) (%)
26 centro 0 0 0,50 0,30
27 centro+A |-11| 0,47 0,56 0,20
28 centro + 2A | -2 | 0,94 0,69 0,10
29 centro + 3A | -3 | 1,41 0,78 0

*em massa e em relagdo a fase aquosa

4.4.2. Testes de preparacao utilizando elemento dispersor de
policarbonato (PC/PEEK - S25D - 10G - KS) para Ultra-
Turrax®T25

Apébs a avaliacdo de todas as formulacboes apresentadas no item anterior
percebeu-se que o elemento dispersor metalico (S75N-25F) contaminou as
formulagdes com particulas metélicas que se desprenderam dele devido a alta
temperatura de trabalho, por isso foi estudada a possibilidade de substitui-lo por
um novo elemento dispersor feito de policarbonato. Desta forma as formulacdes
que haviam sido eleitas para as préximas fases do projeto (Tabela 9) foram

testadas com o novo elemento dispersor.
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Tabela 9. Formulacées de NP de BTM e DXM eleitas para testar o elemento dispersor
de policarbonato (S25D-10G)

. Farmaco | Lipidio | Poloxamer | Polisorbato | Fosfatidilcolina
Formulacao .
(%**) (%*) 188 (%*) 80 (%) de soja (%*)
NP de BTM 3,0 1,0 0,10 1,10 0,35
NP de DXM 3,0 1,0 0,10 0,50 0,30
*em massa e em relagdo a fase aquosa ** em massa e em relacgéo a fase lipidica

Apb6s analisar os resultados obtidos com o primeiro teste utilizando o
elemento dispersor de policarbonato percebeu-se a necessidade de avaliar a
influéncia da velocidade e do tempo de agitagdo utilizados com este novo
elemento dispersor sobre os valores de @, PDI e ¢ das NP produzidas. Para que
isto fosse feito de forma a utilizar o menor niUmero de experimentos possivel,

elaborou-se mais um planejamento experimental, que esta exposto na Tabela 10.

Tabela 10. Niveis do planejamento fatorial 22 com ponto central para NP de

BTM e DXM preparadas somente com elemento dispersor de policarbonato
(S25D-10G)

Niveis (%*)
Fatores
() (0) (+)
(x1) Velocidade de agitacdo — rpm 10000 15000 18000
(x2) Tempo de agitagdo — min 5 10 15

*em relagdo a fase aquosa

Diante dos resultados obtidos com o planejamento fatorial exposto na
Tabela 9 a Unica saida encontrada para preparar NP de BTM e DXM com valores
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aceitaveis de @, PDI e ¢ foi utilizar os dois tipos de elementos dispersores, sendo
que o dispersor metdlico seria utilizado pelo menor tempo possivel para que as

amostras nao fossem contaminadas com metal.

4.4.3. Testes de preparacao utilizando os dois elementos
dispersores para Ultra-Turrax® T25

Foram iniciados os testes utilizando ambos os elementos dispersores para
a preparacao nas NP, segundo o esquema de agitacdo 1 apresentado pela Tabela
11, sendo que a cada 5 min de agitacdo era feita uma pausa de 1 minuto. E
preciso ressaltar, também, que o tensoativo Taurocolato de Sodio passou a ser
utilizado em substituicdo ao Poloxamer 188.

Tabela 11. Esquema de agitacdo 1 para o teste de preparacdo de NP de BTM e
DXM com os dois elementos dispersores

Elemento dispersor Tempo de Agitacao (min) Velocidade (rpm)
S25D-10G (policarbonato) 10 18000
S75N-25F (metalico) 1 18000

Elaborou-se, entdo, um planejamento fatorial 22 com ponto central para o
farmaco DXM, a fim de avaliar a influéncia dos componentes da formulagao sobre
os valores de ¢, PDI e ¢ das NP produzidas. A Tabela 12 apresenta os
componentes da formulagdo mantidos fixos e os fatores e niveis do planejamento

fatorial proposto sdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 12. Componentes da formulacdo de NP de DXM mantidos
fixos para o planejamento fatorial 22 com ponto central utilizando os

dois tipos de elemento dispersor

Componente % em Massa
Estearato de Glicerila 1,0*
Taurocolato de Sédio 0,1*
Farmaco 3,0**

*em relagdo a fase aquosa **em relagéo a fase lipidica

Tabela 13. Niveis do planejamento fatorial 22 com ponto central para
NP de DXM preparadas utilizando-se o0 esquema de agitacao 1

Niveis (%*)
Fatores
() (0) (+)
(x1)Polisorbato 80 0,20 0,30 0,40
(x2)Fosfatidilcolina de soja 0,20 0,50 0,60

*em massa e em relagdo a fase aquosa

A partir dos resultados obtidos com o planejamento fatorial apresentado na
Tabela 12, foram calculados novos niveis ao longo do caminho de maxima
inclinacao para o preparo das NP de DXM (Tabela 14).
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Tabela 14. Caminho de maxima inclinagdo para o planejamento fatorial 22 com
ponto central para NP de DXM preparadas utilizando-se o esquema de agitagéo 1

Amostra Ensaio X1 X2 Polisorbato 80 (%*) Fosfatidilcolina de
soja (%)
45 centro+ A | +1 -0,4 0,40 0,45
46 centro + 2A | +2 -0,9 0,50 0,41
47 centro + 3A | +3 -1,3 0,60 0,37
48 centro + 4A | +4 -1,7 0,70 0,32
49 centro + 5A | +5 -2,1 0,80 0,28
50 centro + 6A | +6 -2,6 0,90 0,24
51 centro+7A | +7 | -3,0 1,00 0,20

*em massa e em relagdo a fase aquosa

A partir dos resultados obtidos com as formulacdes apresentadas na Tabela
14, a amostra 47 foi escolhida para realizar um novo teste de agitacao, no qual a
ordem de utilizacao dos elementos dispersores foi invertida, a fim de obter NP com
¢ e PDI menores. O esquema de agitacéo 2 € apresentado na Tabela 15 .

Tabela 15. Esquema de agitacdo 2 para o teste de preparacdo de NP de BTM e
DXM com os dois elementos dispersores

Elemento dispersor utilizado | Tempo de Agitacao (min) Velocidade (rpm)

Metalico (S75N-25F) 2 18000

Policarbonato (S25D-10G) 10 18000

Foram preparadas duas replicatas da amostra 47 com o farmaco DXM e
outras duas replicatas com o farmaco BTM. Isto foi feito a fim de analisar se uma
mesma formulacao seria adequada para os dois farmacos. A Tabela 16 apresenta
quais os esquemas de agitacao utilizados para cada amostra.
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Tabela 16. Teste para comparagao entre os esquemas de agitagdo 1 e 2 para o
preparo de NP de BTM e DXM

Amostra Farmaco Esquema de agitacao utilizado
52 1
DXM
53 2
54 1
BTM
55 2

A partir da comparacao entre os dois esquemas de agitacdo, escolheu-se o
esquema 2 para dar continuidade ao trabalho.

Neste ponto foi realizado um teste para avaliar a influéncia da adicao de
mais um componente (acido oleico) a fase lipidica das formulacbes sobre o ¢, o
PDI e o ¢ das NP. Isto foi feito com o objetivo de aumentar a capacidade de
carregamento das NP que estavam sendo preparadas.

Como a formulacdo da amostra 47 apresentou os melhores resultados,
suas proporcoes de tensoativos e de farmaco foram mantidas fixas e variou-se
somente a proporcdo entre estearato de glicerila e acido oleico. A Tabela 17
apresenta os componentes fixos das formulacdes testadas e a Tabela 18

apresenta as formulag¢des contendo acido oleico.

Tabela 17. Quantidades fixas dos componentes da
formulagédo de NP de BTM e DXM para o teste com &cido

oleico preparadas utilizando-se 0 esquema de agitacéo 2

Componente % em Massa
Farmaco 3,00**
Taurocolato de Sédio 0,10*
Fosfatidilcolina de Soja 0,60*
Polisorbato 80 0,37*

*em relagdo a fase aquosa **em relagao a fase lipidica
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Tabela 18. Proporcdes de acido oleico utilizadas para o

preparo de NP de BTM e DXM utilizando-se o esquema de

agitagéo 2
Amostra Acido Oleico (%*) Farmaco Utilizado
56 10,0
57 20,0 BTM
58 30,0
59 10,0
60 20,0 DXM
61 30,0

* em relagdo a fase lipidica

Apés a realizagao dos testes com acido oleico, uma formulagédo de NP de
cada farmaco foi eleita para a continuacdo do trabalho. Para o farmaco BTM a
formulacédo escolhida foi aquela que deu origem a amostra 57 e para o farmaco

DXM a que deu origem a amostra 53. As formulacdes eleitas sdo apresentadas

na Tabela 19.

Tabela 19. Formulacdes finais para as NP de BTM e DXM

% em Massa - NLS

% em Massa - NLS

Componente BTM DXM
Farmaco 3,00** 3,00™*
Acido Oleico 20,00**
Taurocolato de Sodio 0,10* 0,10*
Fosfatidilcolina de Soja 0,37* 0,37*
Polisorbato 80 0,60* 0,60*

*em relagdo a fase aquosa **em relagao a fase lipidica
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4.4.4. Testes de preparacao utilizando ultrassom de ponteira

Com finalidade de diminuir os valores de ¢ e PDI apresentados pelas NP
preparadas até entdo, foi inserida a utilizagdo de ultrassom de ponteira no método
de preparacao. O primeiro teste realizado visava avaliar se a ultrassonicagao das
amostras seria capaz de diminuir os valores dos parametros mencionados.

As NP de BTM e DXM foram preparadas seguindo o esquema de agitagao
2 e as formulacdes apresentadas na Tabela 19, em seguida uma aliquota de cada
emulsdo foi retirada e levada ao banho de gelo. O restante das emulsdes foi
submetido ao processo de ultrassonicacao durante 20 min, sendo que a cada 5
min uma aliquota de cada amostra era retirada (Tabela 20). E preciso ressaltar
que, a fim de evitar possiveis contaminacdes por particulas metalicas que
poderiam se desprender da ponteira do ultrassom, todas as amostras foram
centrifugadas a 11400 g durante 5 min e, apds este procedimento, colocadas em

banho de gelo.

Tabela 20. Teste para avaliar a eficiéncia do processo de sonicagao
na diminuicao dos valores de ¢ € PDI das NP de BTM e DXM

Tempo de sonicacao Amostra
(min) BTM DXM
0 Bo Do
5 Bs Ds
10 Bi1o D10
15 Bis Dis
20 B2o D2o

Com os resultados obtidos com o sonicador de ponteira o método de
preparacao para as NP de BTM e DXM foi fixado e esta apresentado na Tabela
21.
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Tabela 21. Resumo do método de preparacao das NP de BTM e DXM

Elemento Dispersor Ultrassom de Ponteira
. _ Tempo Poténcia Frequéncia
Metélico | Policarbonato .
(min) (W) (kHz)

NP de

BTM 2min a 10 min a

20 400 20
NP de 18000 rpm | 18000 rpm
DXM

4.5. Caracterizacao das formulacoes de NP de BTM e DXM

4.5.1 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao e do percentual
de carregamento

a) Curva analitica

Apébs a concluséao dos testes de preparacado das NP iniciaram-se os teste
para determinar a eficiéncia de encapsulagcdo de farmaco através de
Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia.

As condi¢des cromatograficas utilizadas foram: coluna Zorbax eclipse plus
C18 - Agilent®, com 150 mm de comprimento; 4,6 mm de diametro e tamanho de
particula de 5 um; fase mével em gradiente de acetonitrila e agua, iniciando com
20% de acetonitrila e passando para 80% apdés 10 min de analise; fluxo de 1
mL/min

As curvas analiticas para os farmacos foram construidas com solucées de
concentracéo entre 10 e 100 uM. As amostras dos farmacos foram preparadas
através de diluicdo em acetonitrila.
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b) Metodologia

Realizar a separacao de farmacos lipofilicos presentes em uma fase lipidica
€ uma tarefa bastante inconveniente, devido a isso diversos métodos para a
determinacao da eficiéncia de encapsulagédo e do percentual de carregamento de
NP foram propostos por diferentes autores e ainda ndo ha um consenso em
relacdo a isso (Souto et al., 2004; Xiang et al., 2007; Zhang & Smith, 2010).

De forma geral os métodos baseiam-se na determinacdo indireta da
quantidade de farmaco encapsulado através da diferenca entre a quantidade de
farmaco livre e a quantidade de farmaco total presente na amostra em questao.

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo e o percentual de
carregamento das formulacdes desenvolvidas neste projeto diversas amostras de
NP de cada farmaco foram preparadas (segundo as formulacées expostas na
Tabela 19 e seguindo o método de preparacao exposto na Tabela 21).

A eficiéncia de encapsulacao foi determinada através da férmula:

_ fencaps X 100

EE (%) 3)

ftotal

onde EE ¢ a eficiéncia de encapsulagéo, fencaps € @ quantidade de farmaco

encapsulado e f,1, a quantidade de farmaco total na amostra.
Para determinar fencaps as suspensoes foram filtradas para reter cristais

de farmaco que pudessem estar livres. Esta filtracdo foi realizada através de
membranas com poros de diametros diferentes para comparar qual diametro seria
mais adequado para reter os cristais de farmacos, assim 1mL das suspensdes foi
filtrado através de membrana de polivinilpirrolidona (Millipore®) com poros de
diametro 5 pm e membrana de éster de celulose (Millipore®) com poros de
didmetro de 1,2 uym; entdo, uma aliquota de 200uL do material filtrado foi diluida
em acetonitrila completando o volume final 4 mL.

Para determinar f.,,; 200 pL das suspensdes foram diluidos em

acetonitrila completando volume final 4 mL.
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Todas as amostras foram preparadas em triplicata e filtradas através de

membranas com poros de diametro 0,45 pm (Millex®) e encaminhadas para

analise, a Figura 18 ilustra o método de preparacdo das amostras para

determinacao da eficiéncia de encapsulagcao das NP.

Filtracao
através de
Aliquota de membrana \ Diluigao de
1mL de 1,2 um 200 uyLem | ypLC | Determinagédo
acetonitrila de
—— - volume encaps
Filtracao final 4 mL
. através de
Amostra Allqﬁ::i de membrana
de 5 um
Aliquota de DiIuigéF) em UPLC Determinagéao
200 UL acetonitrila - do f
H volume final € ltotal
4 mL

Figura 18. Esquema de preparacado das amostras de NP para determinacédo da EE
via UPLC.

Para determinar o percentual de carregamento das formulacdes, através
de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia, a seguinte féormula foi utilizada
(Xiang et al., 2007; Kheradmandnia et al., 2010; Silpa et al., 2012):

(m; x 100)

C(%) = -
T

(4)

onde C(%) é o percentual de carregamento, m, € a massa de farmaco na amostra

de NP e my € a massa total da amostra.
Para determinar m, primeiramente uma aliquota das suspensfes foi

liofilizada, apds este procedimento uma determinada quantidade do material
liofilizado foi pesada e dissolvida em acetonitrila. Esta amostra foi entéo filtrada
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através de membranas com poros de diametro 0,45 pm (Millex®) e encaminhada

para analise. Todas as amostras foram preparadas em triplicata.

c) Microscopia eletronica de varredura

Com objetivo de sanar duvidas em relagdo a eficiéncia das membranas
utilizadas para a filtracdo das amostras realizou-se microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) destas membranas.

O teste procedeu da seguinte forma: solugdes aquosas dos farmacos foram
deixadas sob agitacao durante 24 h, apds este periodo aliquotas de cada solucao
foram filtradas com cada tipo de membrana (5 e 1,2 um). As membranas utilizadas
para filirar as amostras de BTM e DXM e as membranas utilizadas para a
determinacao da EE das NP foram, apds secagem, colocadas em porta-amostras,
que foram revestidos com ouro utilizando metalizador MED 20 Coating Systems
(Bal-Tec) sob as seguintes condicdes: 20 mA de corrente e 50 mTorr de pressao
por 160 min.

Amostras dos farmacos secos também foram depositadas sobre fitas de
carbono, que foram colocadas em porta-amostras e encaminhas para analise,

conforme mencionado acima.

4.5.2. Analises Térmicas

Os componentes das formulagcbes foram submetidos a analise
termogravimétrica e a calorimetria diferencial de varredura. Para realizar estas
mesmas analises com as NP produzidas foi necessario realizar a liofilizacdo do

material para, entdo, encaminha-lo para analise.
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a) Analise Termogravimétrica
As curvas termogravimétricas foram obtidas sob as seguintes condicdes:

fluxo de argbnio, rampa de aquecimento de 10C/min e faixa de aquecimento de
25-500C.

b) Calorimetria Diferencial de Varredura

As curvas calorimétricas foram obtidas sob as seguintes condicdes: fluxo de
argbnio, rampa de aquecimento de 10C/min e faixa d e aguecimento de 25-300<C.

4.5.3. Difratometria de Raios-X

Foram obtidos os difratogramas das amostras de NP liofilizadas e também
dos farmacos BTM e DXM. Utilizou-se Difratbmetro de Raios-X Shimadzu -XDR-
modelo 7000, fonte de radiacdo CuKa, variando 26 de 5-50° A=1,5406 A operado
a 40 kV e 30 mA.

4.5.4. Determinacao do perfil de liberacao dos farmacos a partir
das nanoparticulas

Os perfis de liberacdo dos farmacos a partir das NP foram determinados
através de dialise utilizando sacos de dialise - InLab® de celulose regenerada, com
corte molecular 12-16 kDa e porosidade de 25 A. O meio receptor utilizado foi
solucdo a 4% (m/v) de polisorbato 80, diversas aliquotas foram retiradas ao longo
de seis dias, sendo que o volume retirado era reposto imediatamente de forma a
nao alterar o volume final do experimento (Figura 19). As amostras foram
analisadas via UPLC seguindo as mesmas condi¢des apresentadas no item 4.5.1

(a).
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Membrana de Didlise / Meio receptor - solugéo 4%
(MWCO 12-16 kDa) (m/v) de polisorbato 80
\ /
Presilhas de Dialise =~ [— ] Barra magnética
— ==

Figura 19. Representacdo do experimento para determinacéo do
perfil de liberacdo dos farmacos a partir das NP.

Realizar a modelagem matematica do perfil de liberacdo de farmaco é
bastante importante para que seja possivel predizer de que forma o farmaco sera
liberado a partir da estrutura que o contém.

Considerando o tipo de administracao, a dosagem de farmaco incorporado
e o perfil de liberacdo que se deseja obter, predicoes matematicas permitirdo uma
boa estimativa da composicdo, geometria, dimensdes e métodos de preparacao
requeridos para que determinado objetivo seja alcancado. Diante disto as
principais motivagdes para a utilizagdo de modelagem matematica em sistemas de
entrega de farmaco sdo a economia de tempo e a reducdo de custos, pois 0
namero de estudos experimentais necessarios para desenvolver/otimizar um novo
produto pode ser significativamente reduzido. Além disso, a analise quantitativa
dos fen6menos fisicos, quimicos e biolégicos envolvidos no controle da liberacao
de farmaco oferece outra vantagem fundamental pois o mecanismo de liberacao
pode ser elucidado (Siepman & Siepman, 2008).

As teorias propostas para explicar o perfil de liberacao de farmaco baseiam-
se em fendmenos como difusao, dissolucao, intumescimento, erosao, precipitacao
e/ou degradacao da matriz carreadora.

Se a liberacdo do farmaco € controlada puramente pela sua difusdo com
coeficientes de difusdo constantes, o tratamento matematico pode ser realizado de
forma mais simplificada. A seguir serdo apresentados alguns modelos

matematicos que foram utilizados na tentativa de realizar a modelagem
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matematica dos dados obtidos experimentalmente (Costa & Lobo, 2001; Lopes et
al., 2005; Siepman & Siepman, 2008; Calderini, 2011).

a) Cinética de ordem zero

Se a concentragao inicial de farmaco excede sua solubilidade no
reservatério, as moléculas liberadas sao repostas através da dissolugao (parcial)
dos cristais de farmaco/agregados amorfos, resultando concentracao constante de
farmaco no interior da membrana. Se as propriedades da barreira que controla a
taxa de liberacdo de farmaco (espessura e permeabilidade ao farmaco)
permanecerem constantes a se a condicao sink for garantida durante o periodo do
ensaio, o resultado sera uma cinética de liberacdo de ordem zero, que pode ser
representada pela equacao 5:

Q: = Qo + Kot (5)

onde Q; € a quantidade de farmaco liberada no tempo t; Q, € a quantidade inicial
de farmaco na solucéo e k, o coeficiente de velocidade de liberagéao.

Os sistemas que seguem este perfil liberam a mesma quantidade de
farmaco por unidade de tempo e sdo considerados sistemas ideais para liberagao
de prolongada de ativos.

b) Cinética de Primeira Ordem

No caso de um sistema no qual a concentracdo de farmaco esta abaixo de
sua solubilidade, as moléculas de farmaco que foram liberadas nao sao repostas e
a concentracao de farmaco no interior da membrana diminui continuamente com o
tempo. Se a membrana nao sofre alteragées, a condicao sink é mantida ao longo
de todo o experimento e a permeabilidade do farmaco através da barreira
permanece constante, uma cinética de primeira ordem sera observada e pode ser
representada pela equacéao 6 (linearizada):
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InQ, = InQ, + k4t (6)

onde Q; é a quantidade de farmaco liberada no tempo t ; Q, € a quantidade inicial
de farmaco na solugao e k; o coeficiente de velocidade de liberacdo de primeira

ordem.

¢) Modelo de Higuchi

Estes modelos matematicos foram desenvolvidos para estudar os perfis de
liberacdo de farmacos sollveis e pouco sollUveis em agua, incorporados em
matrizes sélidas e/ou semissélidas, que funcionam como o meio difusional.
Diversas equacdes fazem parte deste modelo matematico, a seguir € apresentada

a equacgao (7) simplificada deste modelo (conhecido como Modelo de Higuchi

Simplificado):
1
Q¢ = kyt /2 (7)

onde Q; é a quantidade de farmaco liberada no tempo t e ky € a constante de
dissolugdo de Higuchi.
Neste modelo o perfil de liberacdo do ativo € descrito como um processo

baseado na Lei de Difusdo de Fick versus a raiz quadrada do tempo (t1/2)
(Higuchi, 1961; Higuchi, 1963)

d) Modelo de Peppas-Korsmeyer

Este modelo, também chamado de Lei da Poténcia, é bastante utilizado
para descrever a liberacdo de ativos a partir de estruturas poliméricas e segue a
seguinte equacgao (Equacéo 8):
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M
=kt (8)

onde % é quantidade de farmaco liberada no tempo t; k, € uma constante que

leva em consideracao as caracteristicas estruturais e geométricas do sistema; e n
€ o0 expoente de liberacdo, que pode ser indicativo do tipo de mecanismo de
liberacdo. Diferentes valores de n foram obtidos (Tabela 22) e correlacionados
com o mecanismo de liberagdo/ geometria do sistema estudado. Quando o valor
do expoente de liberacdo é igual a 0,5 a liberagcdo é controlada por difusao,
quando este expoente assume valores entre 0,5 e 1,0 pode-se dizer que a difusao
segue um modelo n&o-Fickiano (Korsmeyer & Peppas, 1981; Korsmeyer et al.,
1983; Siepman & Siepman, 2008).

Tabela 22. Correlacdo entre os valores do expoente de liberacdo, n, da
equacdo de Peppas-Korsmeyer com a geometria do sistema e com o
mecanismo de liberacao proposto (Siepman & Siepman, 2008).

Expoente n Mecanismo de
Geometria cilindrica Geometria esférica liberacao do ativo
0,45 0,43 Difuséo Fickiana
0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte anémalo

Intumescimento da
0,89 0,85 _
matriz

e) Modelo de Baker-Londsdale

Este modelo foi desenvolvido a partir do modelo de Higuchi e descreve a
liberacao do farmaco a partir de uma matriz esférica (Equacéo 9):
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M . , . .
onde M—t € a quantidade de farmaco liberada no tempo t e kg;, € a constante de

o}

difusdo. Desta forma, um gréafico que relacione a parte esquerda da equacao com
o tempo sera linear e a inclinacdo da reta sera a constante de difusdao (Baker &
Londsdale, 1974).
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5. Gel termo sensivel de pectina citrica oxidada

5.1. Oxidacao da pectina citrica

A pectina citrica (PC) foi oxidada a pectina citrica oxidada (PCO) através da
adicdo de solucdo aquosa de periodato de sodio a solucdo aquosa de PC. A
reacao foi realizada em temperatura ambiente, sob agitacdo constante, no escuro,
durante 2 h. Entdo adicionou-se polietilenoglicol para interromper a reacéo e o
sistema foi mantido sob agitagdo por mais 1 h. A concentracao final de PC foi 2%
(m/v) e a concentracdo de NalO4 foi 12,5 mM. O produto de reagéo foi purificado
através de dialise contra agua deionizada em temperatura ambiente durante 3
dias, com diversas trocas de agua. A auséncia de NalQO4 foi garantida através de
medidas de condutividade da agua utilizada. A solucao final foi congelada e
liofilizada, obtendo-se um produto final esbranquicado com aparéncia de algodao
(Bouhadir et al., 2000; Dawlee et al., 2005; Hudson et al., 2010; Takei et al., 2010).

5.2. Caracterizacao dos produtos de reacao

5.2.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Foram registrados espectros de RMN de amostras de PC e PCO em agua
deuterada a 80C. A analise foi realizada em um Esp ectrdmetro de Ressonancia
Magnética Nuclear Bruker - Avance 500, operando em 500 MHz para RMN de "*C.

5.2.1. Espectroscopia na regiao do Infravermelho

Foram pesados 2,7 mg de cada amostra (pectina citrica e pectina citrica
oxidada), que foram misturados com KBr e, em seguida, prensados. Os espectros
foram registrados de 4000 a 400 cm™ em espectrofotdmetro de Infravermelho
Bomem-Hartmann modelo MB 102.
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5.2.2. Analises térmicas

a) Analise Termogravimétrica
As curvas termogravimétricas foram obtidas sob as seguintes condicées:

fluxo de argbnio, rampa de aquecimento de 10C/min e faixa de aquecimento de
25-500C.

b) Calorimetria Diferencial de Varredura

As curvas calorimétricas foram obtidas sob as seguintes condicdes: fluxo de
argbnio, rampa de aquecimento de 10C/min e faixa d e aguecimento de 25-300<C.

5.2.4. Determinacao do percentual de oxidacao

A porcentagem de oxidacdo da PCO em relacdo a PC foi determinada
através de titulagdo com cloridrato de hidroxilamina. Neste ensaio 0,05 g de
pectina citrica (oxidada e nao oxidada) foram dissolvidos em 12,5 mL de solugéo
0,25 mol L' de H,NOH-HCI contendo alaranjado de metila. A mistura foi mantida
sob agitacao durante 2 horas e, apds este periodo, foi titulada com NaOH 1 mol L
' até o ponto de viragem do indicador (Zhao & Heindel, 1991; Takey et al., 2010).

Quando HoNOH-HCI reage com grupos aldeido presentes no
polissacarideo, ocorre formacao de polioximas e liberagdo de HCI, de acordo com
a equacao quimica genérica (Zhao & Heindel, 1991):

Desta forma, titulando-se a mistura com NaOH determina-se o numero de
mols de HCI liberados e, através desta quantidade, pode-se determinar a
porcentagem de oxidacao (grupos aldeido) do produto de reacdao (PCO) em
relacdo a amostra padrao (PC). Sabendo que:

RHC=0O + HoNOH-HCI ——* RHC=N-OH + HCI + H>0

66



nHClPC = nCHOPC (9)

nHClPCO = nCHOPCO (10)

onde nHClc € o nimero de mols de HCI na amostra de pectina citrica, NCHOpc € 0
numero de mols de grupos aldeido na amostra de pectina citrica, NHClpco € 0
numero de mols de HCI na amostra de pectina citrica oxidada e nCHOpco € 0
namero de mols de grupos aldeido na amostra de pectina citrica oxidada.

Temos que:

nCHOpco — nCHOpc = nCHOreal (11)

onde NnCHO ., € 0 NUmero de mols de grupos aldeidos gerados através da reacao
de oxidacao.
Portanto:

%Ox = nCHOreal x 100 12
X T TThCHOpco (12)

onde %0x é a porcentagem de oxidacao da PCO.

5.3. Gelificacao

Os testes de gelificagdo foram realizados mediante adicdo de solug¢ao de
PCO a solucédo de di-hidrazida adipica, em diferentes proporgdes. A gelificagao foi
monitorada a 37<C através do teste de inversao de tubo (Gupta et al., 2006; Takey
et al., 2010).

Foram testadas amostras na auséncia e presenca dos farmacos e na
presenca de NP de cada farmaco. Para avaliar a ocorréncia de gelificacdo na

presenca dos farmacos foi necessario realizar suas dissolucdes prévias em uma
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solucao de polisorbato 80 e esta solucao foi adicionada a solucdo de PCO. Todas
as solucdes foram preparadas em tampao fosfato (pH 7,4) livre de ions calcio e

magnésio.

5.4. Estudo de Intumescimento

Analisar o intumescimento de hidrogéis permite entender como ativos
inseridos na matriz gelificada podem ser liberados.

Neste estudo amostras do hidrogel de pectina citrica oxidada foram
pesadas e imersas em tampao fosfato, pH 7,4. A massa das amostras foi
registrada ap6s 7 e 24 h de analise. A razao de intumescimento, em massa, € a
porcentagem de agua em equilibrio foram determinadas de acordo com as
equacobes 13 e 14, respectivamente (Berger et al., 2003; Dawlee et al., 2005):

a= "/m,  (13)

onde q é a raz&o de intumescimento, m; € a massa do gel intumescido e mg € a

massa do gel ndo intumescido.
A (%) = [1 — <1/q>] x100 (14)

onde A é a porcentagem de agua em equilibrio e q é a razdo de intumescimento.
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Absorbancia

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Caracterizacao dos farmacos

Antes de iniciar os trabalhos foi necessario caracterizar os farmacos

utilizados de forma a garantir sua qualidade e atestar sua procedéncia.

1.1. Espectrofotometria nas regioes do Ultravioleta-Visivel e do

Infravermelho

A Figura 20 apresenta os espectros UV-Vis para valerato de betametasona
(BTM) de dexametasona (DXM), as Figuras 21 e 22 apresentam os espectros IV e
as Tabelas 23 e 24 apresentam as atribuicdes das bandas vibracionais. Tanto os

maximos de absorcao observados nos espectros UV-Vis (239 nm para BTM e 240

nm para DXM) quanto as bandas vibracionais observadas nos espectros IV

mostraram-se de acordo com a literatura (Cohen, 1973; Ferrante & Rudy, 1977).

0.0 L 1 L L

250 300 350

Comprimento de Onda rm )

400

Absorbéancia

0.0

250 300 350 400

Comprimento de Onda nm)

Figura 20. Espectros UV-Vis de solucdo de valerato de betametasona em
metanol 4,16x10° mol.L™" (a); de solugdo de dexametasona em metanol

4.37x10° mol L (b).
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Figura 21. Espectro IV de valerato de betametasona em pastilha
de KBr.

Tabela 23. Atribuicdes das bandas vibracionais do espectro IV de BTM em pastilhas
de KBr

Banda (cm™) Intensidade Caracteristica de

3433 forte estiramento O-H

2981, 2954 fraca estiramento C-H (A"*dieno)

1733, 1715 média estiramento C=0 (C20 e C22)
1659 forte estiramento C=0 (C3)

1616, 1602 forte estiramento C=C (A'*dieno)
1180 média estiramento C-O (C17)

entre 1130 e 1040 fraca estiramento C-O (grupos hidroxil)
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Figura 22. Espectro |V de dexametasona em pastilha de KBr.

Tabela 24. Atribuicdes das bandas vibracionais do espectro IV de DXM em pastilhas de

KBr
Banda (cm™) Intensidade Caracteristica de

3470 Forte estiramento O-H

2953, 2938 Fraca estiramento C-H (A™*dieno)
1704 Média estiramento C=0 (C20)
1662 Forte estiramento C=0 (C3)

1618, 1604 Forte estiramento C=C (A'*dieno)

entre 1130 e 1040 Fraca estiramento C-O (grupos hidroxil)
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1.2. Analises Térmicas

1.2.1. Analise termogravimétrica
As curvas termogravimétricas estdo na Figura 23. Percebe-se que o
farmaco BTM sofre perda de massa somente em =196C e o farmaco DXM em

~250C diante disto é possivel afirmar que a tempera tura de trabalho (em torno de

75%C) ndo causa degradacéao dos farmacos.
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Figura 23. - Curvas termogravimétricas para valerato de betametasona(A)

e dexametasona (B). ,
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1.2.2. Calorimetria diferencial de varredura

As curvas DSC para os farmacos BTM e DXM sao apresentadas na Figura
24. O perfil de ambas as curvas mostra que os farmacos sdo cristalinos e
apresentam transicdes em temperaturas bem definidas. O farmaco BTM sofre
transicdo endotérmica com inicio em 195,22<C, pico em 197,19T e entalpia de
transicdo 71,07 J/g. Ja o farmaco DXM apresenta um evento endotérmico com
inicio em 258,56<C, pico em 253,59 e entalpia de transicdo 152,10 J/g.

Taxa de Aquecimento (W/g)

-4 T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Temperatura (T)
1
D 0
=
2 —
3
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S
(0]
>
(o
<< 24
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©
©
x
©
— -3
-4 ; . ; . ; . ; . ; . ;
0 50 100 150 200 250 300

Temperatura (C)

Figura 24. - Curvas DSC para valerato de betametasona (A) e

dexametasona (B).
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2. Nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos

nanoestruturados

2.1. Desenvolvimento das formulacoes e do método de
preparacao das nanoparticulas de Valerato de Betametasona e
Dexametasona

2.1.1. Planejamentos experimentais preliminares para a
preparacao de NP utilizando elemento dispersor metalico (S75N-
25F) para Ultra-Turrax®T25

Na Tabela 25 estdo os resultados para o primeiro planejamento
experimental elaborado para BTM.

Tabela 25. Resultados do planejamento fatorial 23 para NP de BTM preparadas

utilizando-se somente o elemento dispersor metalico (S75N-25F)

Amostra Poloxamer | Fosfatidilcolina | Polisorbato £mV) | @(m) | PDI
188 (x1) de soja (x2) 80 (x3)
1 - - - -21,6 108,4 | 0,302
2 + - - -21,0 101,5 | 0,417
3 - + - -39,5 113,5 | 0,295
4 + + - -35,3 109,3 | 0,370
5 - - + -32,6 99,64 | 0,395
6 + - + -32,4 95,88 | 0,386
7 - + + -38,0 115,8 | 0,394
8 + + + -30,4 110,7 | 0,291
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A resposta avaliada neste planejamento foi o @, objetivando encontrar uma
direcdo que proporcionasse uma diminuicdo desse parametro. Foram calculados
os valores dos efeitos de cada fator e da interacao entre eles sobre o diametro. A
Tabela 26 apresenta os coeficientes de contraste para o fatorial 23 utilizados para

os calculos.

Tabela 26. Coeficientes de contraste para o planejamento
fatorial 2% para NP de BTM preparadas utilizando-se somente o
elemento dispersor metalico (S75N-25F)

Média |1 | 2|3 |12 | 13 | 23 | 123 Resposta (y)
+ - - -+ + + - 108,4
+ + -] - - - + + 101,5
+ -+ - - + - + 113,5
+ + 0+ -]+ - - - 109,3
+ -l -+ |+ - - + 99,64
+ + -+ - + - - 95,88
+ -+ |+ |- - + - 115,8
+ + [+ |+ | + + + + 110,7

Analisando o efeito do fator 1, quantidade de Poloxamer adicionada ao
sistema, percebe-se que um aumento do nivel deste fator acarretou diminui¢cao do
didmetro médio de particula. Da mesma forma, com aumento de nivel do fator 3,
quantidade de Polisorbato 80 adicionada ao sistema, também ocorreu diminuigcao
do didmetro médio. Ja o fator 2, quantidade de fosfatidilcolina de soja, causou
aumento desta resposta quando seu nivel aumentou.

Conforme mencionado anteriormente, este planejamento foi realizado para

avaliar a necessidade de utilizar Poloxamer 188 na preparacédo das NP. Diante da
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analise do planejamento fatorial 23 optou-se por fixar a quantidade de Poloxamer
188 em 0,10%.

O trabalho seguiu com um planejamento fatorial 22 com ponto central
(Tabela 5). A seguir sdo apresentados o0s resultados obtidos para este
planejamento experimental (Tabela 27).

Tabela 27. Resultados do planejamento 22 com ponto central para NP de BTM
preparadas utilizando-se somente o elemento dispersor metalico (S75N-25F)

Amostra Polisorbato Fosfatid-ilcolina £ (mV) % (nm) PDI

80 (x4) de soja (x2) (nm)
9 - - -33,7 106,7 0,413
10 + - -32,8 102,6 0,451
11 - + -36,1 107,3 0,294
12 + + -33,0 99,93 0,292
13 0 0 -33,0 101,3 0,417
14 0 0 -25,6 91,07 0,389
15 0 0 -21,1 97,64 0,417

Com estes resultados a modelagem inicial foi realizada e a equacao para o

modelo linear ajustado obtida foi:
y =100,93 —2,87x; — 0,52x, (13)
Em seguida determinou-se o caminho de maxima inclinagcdo a partir do
ponto central realizando deslocamentos com o fator x; e calculando os

deslocamentos correspondentes para o fator xo, na Tabela 28 estao os resultados

obtidos para estes deslocamentos.
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Tabela 28. Resultados dos deslocamentos ao longo do caminho de méaxima
inclinacdo para o planejamento fatorial 22 com ponto central para NP de BTM

preparadas utilizando-se somente o elemento dispersor metalico (S75N-25F)

Amostra Ensaio & (mV) @ (nm) PDI (nm)
16 Centro -24.,6 97,87 0,290
17 Centro + A 27,7 94,48 0,288
18 Centro + 2 A -31,7 89,59 0,289
19 Centro +3 A -330 88,37 0,293
20 Centro + 4 A -28,5 82,22 0,299

A formulacdo que deu origem a amostra 19 foi eleita para continuar o
projeto, pois esta amostra apresentou o melhor conjunto de valores para o0s
parametros analisados (¢, ¢, PDI).

Para DXM o primeiro planejamento experimental proposto foi 22 com ponto
central, os resultados obtidos com este planejamento estdo expostos na Tabela
29.

Tabela 29. Resultado do planejamento fatorial 22 com ponto central para NP de
DXM preparadas utilizando-se somente o elemento dispersor metélico (S75N-
25F)

Polisorbato | Fosfatidilcolina
Amostra . & (mV) @ (nm) PDI
80 (x4) de soja (x2)
21 - - -29,8 97,27 0,406
22 + - -29,8 104,8 0,408
23 - + -34,2 109,8 0,294
24 + + -32,5 99,09 0,277
25 0 0 -25,4 102,4 0,287
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A resposta analisada foi o ¢, a equacao do modelo linear ajustado foi obtida
e, a partir dela, foram calculados os novos pontos do planejamento através do

caminho de maxima inclinacao (Tabela 30).

9 = 102,67 — 0,80x, + 1,70x,  (14)

Tabela 30. Resultados dos deslocamentos ao longo do caminho de maxima
inclinacdo para o planejamento fatorial 22 com ponto central para NP de
DXM preparadas utilizando-se somente o elemento dispersor metélico
(S75N-25F)

Amostra Ensaio & (mV) @ (nm) PDI (nm)
26 Centro -25,4 102,6 0,272
27 centro + A -25,5 91,86 0,356
28 centro + 2A -21,1 80,99 0,362
29 centro + 3A -15,1 74,93 0,357

A amostra 26 foi eleita para dar continuidade ao projeto, pois mesmo o
valor de @ de suas particulas sendo pouco maior que o0 das outras amostras, o0s
valores de PDI e de ¢ sdo melhores.

2.1.2. Testes de preparacao utilizando elemento dispersor de
policarbonato (PC/PEEK - S25D - 10G - KS) para Ultra-
Turrax®T25

Na Tabela 31 sdo apresentados os resultados obtidos com o primeiro teste
utilizando o elemento dispersor de policarbonato, bem como uma comparacao
entre as amostras preparadas com cada tipo de elemento dispersor.

78



Tabela 31. Comparacao entre os valores de ¢, PDI e £ de NP de BTM e DXM
preparadas com diferentes elementos dispersores para Ultra-Turrax®T25

ELEMENTO DISPERSOR ELEMENTO DISPERSOR DE
METALICO POLICARBONATO
NP ¢ (mV) ¢ (nm) PDI (nm) | & (mV) @ (nm) PDI (nm)
BTM -31,7 89,59 0,289 -29,9 525,7 0,468
DXM -25,4 102,6 0,272 -30,6 402,7 0,420

Diante dos resultados obtidos foi necessario abandonar as formulagcées que
haviam sido eleitas para dar continuidade ao trabalho, pois os valores de ¢, PDl e
¢ aumentaram muito para ambas as formulag¢des: de 89,59 nm para 525,7 nm para
NP de BTM e de 102,6 nm para 402,7 nm para NP de DXM.

Esse aumento tdo pronunciado ocorreu devido a grande diferenga entre as
taxas de cisalhamento de cada tipo de elemento dispersor, sendo que o elemento
dispersor metalico produz uma taxa de cisalhamento muito superior a produzida
pelo elemento dispersor de policarbonato, gerando particulas menores e mais
homogéneas.

Como foi necessario trocar o tipo de elemento dispersor a saida encontrada
foi realizar novo planejamento experimental para cada farmaco, desta vez
variando a velocidade e o tempo de agitacdo para verificar a necessidade de
alteracdo das proporcoes dos componentes das formulacées. Os niveis deste
novo planejamento foram apresentados na Tabela 10.

Na Tabela 32 estdo os resultados obtidos com as formulacbes de NP de

cada farmaco para este novo planejamento experimental 22 com ponto central.
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Tabela 32. Resultados do planejamento fatorial 22 com ponto central para NP de
BTM e DXM preparadas somente com elemento dispersor de policarbonato
(S25D-10G)

Velocidade de Tempo de PDI
NP | Amostra | Agitacao—x; | agitacao—x, | §(mV) | ¢ (nm)

(rpm) (min) nm)

30 - - -26,0 519,1 0,533

31 + - -32,6 881,8 0,745

BTM 32 - + -25,8 516,2 0,463
33 + + -28,1 141,3 0,567

34 0 0 -29,9 525,7 0,468

35 - - -20,1 502,2 0,512

36 + - -28,4 173,6 0,602

DXM 37 - + -26,6 148,7 0,417
38 + + -32,9 225,9 0,497

39 0 0 -30,6 402,7 0,420

Conforme realizado anteriormente a resposta analisada foi o diametro
médio de particula e a modelagem inicial foi feita supondo que os dados
experimentais obtidos fossem ajustaveis a um modelo linear. As equagdes obtidas

foram:

NP — BTM: 9 =516,8—-3,05x, — 185,8%x,  (15)

NP —DXM: 9 =290,6—62,8x, — 75,3%x, (16)

Como nao foram realizadas replicatas no ponto central ndo é possivel
afirmar se os dados experimentais sao, de fato, ajustaveis a um modelo linear.
Mas pode-se comparar o valor obtido para a média dos efeitos com o valor
experimental obtido com o ensaio realizado no ponto central. Percebe-se que para
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as NP de BTM estes valores sdo proximos, 516,8 nm para 0 @iesrico € 525,7 nm
para 0 Qexperimental- J& para as NP de DXM esta comparacdo n&o € valida pois os
valores sdo muito discrepantes, 290,6 nm para 0 @iesrico € 402,7 Nnm para o
@experimental. Pensando primeiro nas NP de BTM percebe-se que o fator x», tempo
de agitacao, exerce influéncia muito mais pronunciada sobre a resposta analisada,
0 que pode ser confirmado quando as amostras 31 e 33, que diferem somente
pelo tempo de agitacdo empregado, sdo comparadas. Desta forma, uma solugao
seria realizar novos deslocamentos com o fator xo ao longo do caminho de
maxima inclinagdo até que fosse obtida uma amostra com valores de ¢ aceitaveis.
Ja para as NP de DXM n&o se pode realizar nenhuma suposi¢cdo pois seria
necessario realizar mais experimentos para saber a qual tipo de modelo
matematico os dados sao ajustaveis.

Também ¢é preciso levar em consideracdo que os valores de PDI
apresentados pelas amostras sdo extremamente elevados, desta forma levantou-
se um questionamento quanto a utilidade de prosseguir com a otimizacao deste
planejamento experimental sendo que o sistema, provavelmente, continuaria a
apresentar valores inadequados de PDI, uma vez que o grande problema deste
novo método de preparagao € a taxa de cisalhamento produzida pelo elemento
dispersor de policarbonato ser baixa em relacdo a produzida pelo elemento
dispersor metalico.

Diante de todos estes questionamentos optou-se por reajustar o método de
preparacao de forma a utilizar o elemento dispersor metélico pelo menor tempo
possivel, garantindo a ndo contaminacao do sistema, complementando o tempo

de agitacdo com a utilizacdo do elemento dispersor de policarbonato.

2.1.3. Testes de preparacao utilizando os dois elementos
dispersores para Ultra-Turrax® T25

Os resultados obtidos com o planejamento fatorial 22 com ponto central
para preparacao de NP de DXM, apresentado na Tabela 13, sdo apresentados na
Tabela 33.
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Tabela 33. Resultados do planejamento fatorial 22 com ponto

DXM preparadas utilizando-se o esquema de agitacao 1

central para NP de

Amostra | (X1) | (X2) @ (nm) PDI (nm) ¢ (mV)
40 - - 671,9 0,567 -44.6
41 + - 157,4 0,429 -29,4
42 - + 755,9 0,625 -47,7
43 + + 432,4 0,453 -40,1
44 184,3 0,461 -36,0

A equacdo para o modelo linear ajustado obida a partir dos dados

experimentais acima foi:

y = 440,4 — 209, 5x, + 89, 8%,

(17)

A partir da equacado 17 o caminho de maxima inclinagao a partir do ponto

central foi determinado realizando deslocamentos com o fator x; e calculando os

niveis correspondentes a esse deslocamento sobre o fator xp, desta forma foram

obtidos os novos niveis apresentados na Tabela 14. Na Tabela 34 sao

apresentados os resultados obtidos com os deslocamentos realizados.
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Tabela 34. Resultados do deslocamento através do caminho de
maxima inclinagdo para o planejamento fatorial 22 com ponto central

para NP de DXM preparadas utilizando-se o esquema de agitacao 1

Amostra @ (nm) PDI (nm) & (mV)
45 488,4 0,503 -35,4
46 510,7 0,526 -32,1
47 144,6 0,417 -27,9
48 157,6 0,423 -27,0
49 165,3 0,455 -25,8
50 598,5 0,622 -24 1
51 121,9 0,429 -23,0

Analisando-se o0s resultados acima percebe-se que a amostra 51
apresentou o menor valor de ¢, mas como seus valores de PDI e ¢ sdo maiores
que aqueles apresentados pela amostra 47, esta Ultima foi escolhida para a
realizacdo do teste com o esquema de agitacdo 2 (Tabela 15). A Tabela 35
apresenta os resultados do teste para comparacdo entre os esquemas de

agitacao, descrito na Tabela 16.

Tabela 35. Resultados do teste para comparacdo entre os esquemas de

agitacao utilizados para a preparacao das NP

Esquema de
Amostra L . @ (nm) PDI (nm) & (mV)
agitacao utilizado
52 1 126,2 0,403 -23,7
53 2 116,0 0,390 -23,6
54 1 142,4 0,386 -27,0
55 2 128,3 0,372 -23,0
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Comparando-se as amostras 52 e 53 (DXM) e 54 e 55 (BTM) percebe-se
que a alteracdo do esquema de agitacao causou diminuicdo nos valores de @ e
PDI. As amostras preparadas segundo o esquema de agitacdo 2 apresentaram
diminuicdo de aproximadamente 10 nm nos valores de didmetro médio e
diminui¢cdo de aproximadamente 0,013 nm nos valores de PDI. Ja os valores de ¢
para as amostras contendo DXM permaneceram aproximadamente iguais e houve
um pequeno aumento (4 mV) nesses valores para as mostras com BTM.

A partir destes resultados o esquema de agitacao 2 foi adotado para a
continuacao do trabalho, mesmo com o aumento do ¢ para as amostras com BTM,
pois a estabilidade das NP pode ser alcancada através de efeitos estéricos, além
dos de repulsao eletrostatica. Afinal, a superficie da NP esta revestida por uma
camada composta pelas moléculas de tensoativo. Quando duas particulas se
aproximam a interacdo entre as cadeias de tensoativo adsorvidas causa repulséo,
qgue pode ser suficiente para estabilizar o sistema (Hunter, 1993).

Com as proporgoes de tensoativos e farmaco na formulagdo definidas e o
esquema de agitacao escolhido realizou-se um teste para avaliar a influéncia da
adicdo de mais um componente (acido oleico) a fase lipidica sobre ¢, 0 PDI, e 0 &
das NP (Tabela 18). A Tabela 36 apresenta os resultados obtidos através deste

teste.

Tabela 36. Avaliacdo da influéncia da adicao de acido oleico as formulagdes de NP
de BTM e DXM preparadas utilizando-se esquema de agitacao 2

Amostra Acido Oleico (%) @ (nm) PDI (nm) & (mV)
55 128,3 0,372 -23,0
56 10 114,2 0,430 -16,7
BTM
57 20 114,8 0,386 -16,2
58 30 132,9 0,454 -28,9
52 116,0 0,390 -23,6
59 10 115,8 0,431 -27,2
DXM
60 20 123,7 0,420 -19,7
61 30 113,9 0,398 -35,1
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Percebe-se que o0 aumento da quantidade de acido oleico nas formulacdes
com BTM causou um aumento significativo nos valores de PDI e a amostra 58
teve aumento significativo em seu valor de didmetro médio. Ja& para as
formulagdes com DXM o aumento da quantidade de &acido oleico diminuiu os
valores de PDI.

O primeiro critério estabelecido para a escolha das formula¢des que seriam
utilizadas para dar continuidade ao trabalho foi a exclusdo daquelas que
apresentaram valores de PDI iguais ou superiores a 0,400. Sendo assim as
amostras 56, 58, 59 e 60 foram excluidas.

Para as NP contendo BTM a formulacao escolhida para dar continuidade ao
trabalho foi aquela que gerou a amostra 57, pois quando comparada a amostra
55, que nao contém acido oleico em sua formulacao, o valor ¢ é 13,5nm inferior.
Ja para as NP contendo DXM, a formulacao escolhida para dar continuidade ao
trabalho foi a que gerou a amostra 52, que apresentou valor de PDI inferior ao da
amostra 61. E preciso ressaltar também que a estabilidade das amostras 57 e 52
foi fundamental para que as formulagdes fossem fixadas, umas vez que as demais
amostras coalesceram rapidamente e somente estas amostras permaneceram

estaveis durante 10 dias.

2.1.4. Testes de preparacao utilizando sonicador de ponteira

Como os valores de ¢ e de PDI apresentados pelas NP preparadas
estavam bastante elevados, estudou-se a influencia que a sonicacdo das
amostras exerceria sobre os valores de PDI das NP, a Tabela 37 apresenta os
resultados deste teste com ultrassom de ponteira exposto na Tabela 20.
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Tabela 37. Resultados do teste preliminar para avaliar a
eficiéncia do processo de sonicacdo na diminuicao dos valores
de ¢ e PDIl das NP de BTM e DXM

Amostra @ (nm) PDI (nm) & (mV)
Bo 122,6 0,439 -18,3
Bs 96,95 0,437 -18,9
B1o 82,97 0,425 -31,9
B1s 79,27 0,395 -3,57
B2o 85,15 0,432 -30,2
Do 108,5 0,289 -11,8
Ds 89,32 0,358 -17,7
D10 99,34 0,431 -19,3
Dis 77,38 0,280 -11,1
D2 73,6 0,285 -18,6

Através deste teste verificou-se que a sonicacao das amostras seria uma
método eficiente para diminuir os valores de ¢ das NP, mas néo foi eficiente para
diminuir significativamente os valores de PDI das suspensoes.

Foram preparadas replicatas das amostras Byy e Dy utilizando-se um
volume de amostra maior para que a ponteira do ultrassom ficasse imersa em um
volume maior de suspensdo. Percebeu-se que os valores de ¢ e PDI das NP
diminuiram ainda mais, na Figura 25 sao apresentadas as curvas de distribuicao
de tamanhos para estas NP.
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Figura 25. Curvas de distribuicdo de tamanhos para as NP de BTM (vermelho) e DXM
(verde).

As amostras submetidas a sonicacdo apresentaram valores de ¢ bastante
interessantes, mesmo que os valores de PDI ainda sejam elevados (acima de
0,270). Nas curvas acima nota-se a presenca de regides de didmetro bastante
elevado (em torno de 3000nm), mas estas regides representam cerca de 5% da
distribuigédo total de tamanhos. Além disso, se as suspensodes forem filtradas estas
particulas maiores serdo removidas facilmente, por isso estas formulagdes foram

consideradas as formulacdes finais deste trabalho.

2.2. Caracterizacao das formulacoes de nanoparticulas de
valerato de betametasona e dexametasona

2.2.1. Determinacao da eficiéncia de encapsulacao e do
percentual de carregamento

As primeiras amostras analisadas para determinacdao da eficiéncia de

encapsulagao foram preparadas utilizando-se os dois tipos de membrana (1,2 um
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e 5 uym) a fim de avaliar qual seria o tamanho de poro ideal para esta analise,
todas as amostras foram injetadas em triplicata e os resultados sdo apresentados
na Tabela 38.

Tabela 38. Comparacdo entre os valores obtidos para eficiéncia
de encapsulacéo das amostras de NP de BTM e DXM utilizando

dois tipos de membranas diferentes para preparar as amostras

EE média EE média
. Desvio-
com Desvio- com .
Amostra . padrao
membrana | padrao (%) | membrana (%)
5 um (%) 1,2 um (%) °
62 96,2 1,5 97,6 0
BTM | 63 100,6 0,3 88,1 15,2
64 96,9 2,6 97,3 1,6
65 96,4 7,7 b b
DXM | 66 85,7 3,7 b o
67 99,4 5,2 97,7 0,8

** ensaio descartado

Ocorreram grandes distorgcdes nos picos cromatograficos das amostras 65
e 66 preparadas com as membranas de 1,2 um, por este motivo estas amostras
foram desconsideradas. O ensaio nao foi repetido uma vez que todas as amostras
foram preparadas em triplicata, entdo os resultados obtidos com a amostra 67 ja
seriam suficientes para avaliar qual dos dois tipos de membrana deveria ser
utilizado para preparar as amostras de NP de DXM.

Analisando os resultados optou-se por utilizar a membrana de 5 um na
preparacao das amostras para analise via UPLC, pois os valores de EE obtidos

com esta membrana estao dentro do desvio dos valores obtidos com a membrana
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de 1,2 um. Além disso, € experimentalmente conveniente evitar trabalhar com a
membrana de poro menor, pois ela é muito mais suscetivel a rachaduras, que
muitas vezes nao sao perceptiveis e isso poderia ocasionar superestimacao dos
valores de EE.

Definido o tipo de membrana que seria utilizado para a preparacao das
amostras para UPLC, novas NP foram preparadas e a EE foi determinada. Estes
resultados sdo apresentados na Tabela 39, juntamente com os valores obtidos
para o ¢ e o PDI destas nanoparticulas.

Tabela 39. Eficiéncia de encapsulacao e caracterizacdo de tamanho
de particula das amostras de NP de BTM e DXM

Amostra @ (nm) PDI (nm) | EE média (%) Des~vio-
padrao (%)
68 70,36 0,386 102,0 2,6
BTM | 69 67,66 0,353 99,9 0,4
70 77,04 0,277 97,6 1,3
71 71,19 0,265 100,7 1,6
DXM | 72 63,41 0,253 100,1 1,7
73 66,94 0,276 97,1 0,4

As amostras apresentaram alta EE, isto significa que a maior parte das
moléculas de farmaco presentes (leia-se mais de 96%) esta interagindo com a
fase lipidica, estas moléculas podem estar interagindo com a superficie das NP e
podem, também, estar dispersas no interior da matriz lipidica. Para que seja
possivel inferir qual destes dois tipos de interacdo esta ocorrendo € necessario
unir estes resultados com os obtidos através dos ensaios para determinacao do
perfil de liberagdo dos farmacos a partir das NP, afinal espera-se que farmacos
presentes em regides distintas das NP apresentem perfis de liberacao diferentes.
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A eficiéncia de encapsulacdo de NLS preparadas com monoestearato de
triglicerila, carregadas com BTM foi recentemente reportada. Foram obtidos
valores de 90,58% a 93,75% (Zhang & Smith, 2010). Os valores de eficiéncia de
encapsulacao obtidos neste projeto para o farmaco BTM sdo superiores aos
reportados, corroborando com o fato de que CLN apresentam eficiéncia de
encapsulacao superior, quando comparados com NLS.

Para NLS com DXM somente foi reportada a concentracao total de farmaco
na suspensao, tornando invalida a comparacao entre os valores aqui obtidos e os
reportados (Serpe et al., 2010).

Em relagdo ao percentual de carregamento, faz-se necessario realizar uma
breve discussdo. Baseando-se nos dados apresentados pela Tabela 19, sabe-se
que o percentual de carregamento te6rico em relagdo a fase lipidica das
formulacbes desenvolvidas € 3%. Mas quando se leva em consideracdo a massa
total dos tensoativos mais a massa de fase lipidica utilizada, ou seja, 2,07%, este
percentual de carregamento teorico seria 1,45%, desta forma este ultimo valor foi
considerado como o valor teb6rico para as comparagdes com os valores
experimentais obtidos. Afinal quando as suspensdes foram liofilizadas para que as
amostras para UPLC fossem preparadas os tensoativos presentes nao foram
removidos, sendo assim foi preciso considerar sua presenca para evitar erros nos
calculos.

A Tabela 40 a seguir apresenta os resultados obtidos para o percentual de

carregamento das formulagdes e sua comparacao com o valor teorico.

Tabela 40. Resultados obtidos para o percentual de carregamento das
formulacbes de NP e comparagdo com o valor teérico para o percentual de

carregamento
. Carregamento ] . Carregamento
Formulacao o Desvio-padrao (%) .
médio (%) Teorico (%)
NP - BTM 1,08 0,05
1,45
NP - DXM 0,62 0,02
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Para a formulacdo com BTM o valor obtido experimentalmente representa,
aproximadamente, 74% do valor tedrico. Ja o valor obtido para a formulagdo com
DXM representa, aproximadamente, 43% do valor teérico. Diante disto percebe-se
que ha grande perda de massa durante o processo de preparacao, sendo que
para a formulacdo com DXM esta perda € bem mais acentuada do que para a
formulacdo com BTM.

E preciso levar em consideracdo, também, que diversos fatores limitam a
capacidade de carregamento das NP, por exemplo, a solubilidade do farmaco na
matriz lipidica e a estrutura polimoérfica desta matriz. Por isso os valores do
percentual de carregamento obtidos ndo sdo necessariamente negativos, uma vez
que baixa capacidade de carregamento € uma caracteristica do sistema. Mas é
preciso ressaltar que as formulagdes desenvolvidas apresentam alta eficiéncia de
encapsulacao, fato bastante interessante para possiveis aplicacdoes farmacéuticas.

a) Microscopia Eletronica de Varredura

As micrografias dos cristais de BTM e DXM sao apresentadas na Figura 26:
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Figura 26. Micrografias dos cristais de farmaco depositados sobre fita de
carbono: (A) BTM com aumento de 5000 vezes; (B) BTM com aumento de 10000
vezes; (C) DXM com aumento de 5000 vezes e (C) DXM com aumento de 10000

vezes.

Os cristais de BTM tem forma arredondada e apresentam populagdes de
tamanhos diferentes, percebe-se a presenca de um grande numero de cristais de
tamanho superior 5 um, rodeados por cristais de tamanho menores. Ja os cristas
de DXM apresentam formas mais retangulares, da mesma forma percebe-se a
presenca de um grande numero de cristais de tamanho superior a 5 pm, também
rodeados por cristais menores.

A Figura 27 apresenta as micrografias das membranas com poros de 1.2

um e 5 um vazias:
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Figura 27. Micrografias de membranas, com poros de diferentes tamanhos, vazias.
Membrana de 5 pum com aumento de 1000 vezes (A) e de 200 vezes (B);
membrana de 1,2 um com aumento de 1000 vezes (C); 200 vezes (D) e 5000 vezes (E).
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Na imagem (A) percebe-se a presenca de uma placa de material
desconhecido, isto se deve a alguma contaminag¢do da amostra ou a algum defeito
de fabricagao, uma vez que estas membranas n&o foram utilizadas em nenhum
ensaio. Estas imagens foram, entdo, comparadas com aquelas obtidas para as
membranas utilizadas para filtrar as suspensbdes dos farmacos livres e as
amostras de NP, visando comprovar sua eficacia para a separacao de possiveis
cristais de farmaco que pudessem estar presentes nas amostras de NP, evitando
superestimacao dos valores de EE.

A Figura 28 apresenta as micrografias das membranas utilizadas para filtrar

as suspensoes de farmaco livre.

Figura 28. Micrografias das membranas utilizadas para filtrar suspensdes dos farmacos
com aumento de 200 vezes. Membranas de 5 pm (A) e de 1,2 um (B) utilizadas para
filtrar suspensédo de BTM. Membranas de 5 um (C) e de 1,2 um (D) utilizadas para filtrar

suspensao de DXM.
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Na Figura 28 vemos um grande acumulo de cristais de farmaco sobre os
dois tipos de membrana. Na imagem B, inclusive, é possivel notar a presenca de
camadas de farmaco retido. Diante disto é possivel afirmar que os dois tipos de
membranas (poros de 1,2 um e 5 pm) sdo eficazes para reter cristais dos
farmacos BTM e DXM.

As Figuras 29 e 30 apresentam as micrografias das membranas utilizadas
para filtrar as amostras nos ensaios para a determinacao da EE dos CLN de BTM

e das NLS de DXM, respectivamente.

Figura 29. Micrografias das membranas utilizadas para filtrar as amostras de CLN
de BTM. Membrana de 5 pum com aumento de 200 vezes (A) e 2000 vezes (B).

Membrana de 1,2 um com aumento de 200 vezes (C) e 2000 vezes (D).
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Figura 30. Micrografias das membranas utilizadas para filtrar as amostras de NLS

de DXM. Membrana de 5 um com aumento de 200 vezes (A) e 2000 vezes (B).
Membrana de 1,2 um com aumento de 200 vezes (C) e 2000 vezes (D).

Nas Figuras 29 e 30 ndo foi detectada a presenga de nenhum cristal de
farmaco que pudesse estar livre nas formulagdes de NLS e/ou CLN. Coforme ja
mencionado anteriormente, as membranas sao eficazes para reter cristais de
farmaco livre, assim a auséncia de material retido pelas duas membranas indica
que todo o farmaco presente nas formulagdes esta encapsulado, seja no interior
das NP ou no interior de micelas que podem se formar e ndo séo retidas pelas
membranas. Estes resultados confirmam aqueles obtidos nos ensaios para

determinacao da eficiéncia de encapsulacao das NP através de UPLC.
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2.2.2. Analises Térmicas

a) Analise termogravimétrica

A Figura 31 apresenta as curvas termogravimétricas obtidas para os
tensoativos e para o estearato de glicerila.
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Figura 31. Curvas termogravimétricas para polisorbato 80, taurocolato de sodio, estearato

de glicerila e fosfatidilcolina de soja.

O tensoativo polisorbato 80 apresenta somente um evento térmico 400C,
ja o tensoativo taurocolato de sodio sofre mais eventos térmicos, sua primeira

perda de massa tem inicio em 79C, seguida por eventos em 250C, 350C e
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423<C. Para o tensoativo fosfatidilcolina de soja, em 234C comeca a ocorrer
perda expressiva de massa, seguida por um evento térmico em 323<T. O lipidio
estearato de glicerila funde-se a 61C e comeca a p erder massa em 220C, sendo
que a perda mais expressiva ocorre em 383T. A partir destes dados pode-se
afirmar que a temperatura de trabalho (~70C) ndo causa degradacdo dos
excipientes da formulagao.

A Figura 32 apresenta as curvas termogravimétricas obtidas para as
amostras de carreadores lipidicos nanoestruturados carregados com valerato
betametasona (CLN-BTM) e de nanoparticulas lipidicas sélidas carregadas com
dexametasona (NLS-DXM) juntamente com as curvas termogravimétricas obtidas
para os farmacos puros.

Para a amostra de CLN-BTM o evento térmico que ocorre em 192<T deve-
se a presenca de BTM na amostra, pois na curva termogravimétrica do farmaco
puro ocorre um evento térmico na mesma temperatura. Ja o evento em 371C
deve-se a presenca dos excipientes.

Para a amostra de NLS-DXM o evento térmico que ocorre em 273 esta
na mesma regiao do primeiro evento térmico que ocorre para a amostra DXM, ja o

evento térmico que ocorre em 366 deve-se a presen ¢a dos excipientes.
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Figura 32. Curvas termogravimétricas para amostras de carreadores lipidicos
nanoestruturados carregados com valerato de betametasona (CLN-BTM),
nanoparticulas lipidicas sélidas carregadas com dexametasona (NLS-DXM) e
farmacos BTM e DXM.

b) Calorimetria diferencial de varredura

A Figura 33 apresenta as curvas DSC para os trés tensoativos utilizados
nas formulacoes.

Polisorbato 80 e taurocolato de sodio, conforme esperado, apresentam

curvas caracteristicas de substancias amorfas, sem picos definidos. Ja o
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tensoativo fosfatidilcolina de soja apresenta um evento endotérmico em 77<C, com

entalpia de transicao de 52 J/g.
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Figura 33. Curvas DSC para polisorbato 80 (em preto), taurocolato
de sodio (em vermelho) e para fosfatidilcolina de soja (em azul).

As Figuras 34 e 35 apresentam, respectivamente, as curvas DSC obtidas
para as amostras de carreadores lipidicos nanoestruturados carregados com
valerato de betametasona (CLN-BTM) e nanoparticulas lipidicas solidas
carregadas com dexametasona (NLS-DXM). As curvas DSC obtidas para os

farmacos puros foram inseridas aqui para facilitar a comparacao dos dados.
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Figura 34. Curvas DSC para a amostra de carreadores lipidicos nanoestruturados
carregados com valerato de betametasona (CLN-BTM) e para o farmaco puro

(BTM).
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Figura 35. Curvas DSC para a amostra de nanoparticulas lipidicas soélidas
carregadas com dexametasona (NLS-DXM) e para o farmaco puro (DXM).

Comparando as curvas apresentadas nas Figuras 34 e 35 nota-se a
auséncia dos picos correspondentes aos farmacos puros nas curvas referentes as
amostras de nanoparticulas de BTM e DXM, isto indica que ocorreu perda de

cristalinidade dos farmacos e que eles estdo dispersos na matriz lipidica. Estes
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resultados confirmam os obtidos nos ensaios para a determinacéo da eficiéncia de
encapsulacao, nos quais se observou que os farmacos foram encapsulados pela

matriz lipidica com sucesso.

2.2.3. Difratometria de Raios-X

De forma geral, nos difratogramas de raios-X (Figuras 36 e 37) observa-se
que as amostras de nanoparticulas sdo amorfas. Os farmacos BTM e DXM
apresentam diversos picos caracteristicos de substancias cristalinas e nenhum
destes picos é observavel com clareza nos difratogramas das amostras de
nanoparticulas, indicando que os farmacos estao dispersos na matriz lipidica.
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Figura 36. Difratogramas de raios-X para valerato de betametasona (BTM), em
vermelho, e carreadores lipidicos nanoestruturados carregados com valerato de

betametasona (CLN-BTM), em preto.
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Figura 37. Difratogramas de raios-X para dexametasona (DXM), em vermelho, e

nanoparticulas lipidicas soélidas carregadas com dexametasona (NLS-DXM), em

preto.

No difratograma da amostra NLS-DXM, apresentado na Figura 36, percebe-
se que na regido entre 20 e 25°aparecem pequenos p icos, bastante alargados em
relacdo aos picos apresentados pelo farmaco puro, isto € um indicativo da
presenca de farmaco adsorvido na superficie das nanoparticulas lipidicas sélidas

carregadas com dexametasona.

2.2.4. Determinacao do perfil de liberacao dos farmacos a partir

das nanoparticulas
A seguir, Figuras 38 e 39, sdo apresentadas as curvas dos perfis de

liberacao dos farmacos BTM e DXM a partir das nanoparticulas, respectivamente.
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Figura 38. Perfil de liberacdo do farmaco BTM a partir das NP ao
longo de 144 h de ensaio.
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Figura 39. Perfil de liberacdo do farmaco DXM a partir das NP ao
longo de 144 h de ensaio.
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Para os CLN carregados com BTM o perfil de liberagdo foi mais lento,
sendo que ao longo das 144 h de ensaio 80% da quantidade de farmaco total
foram liberados. E importante ressaltar que nas primeiras 24 h de andlise houve
liberagdo de pouco mais de 20% da quantidade de farmaco total. Isto mostra que
esta formulacao seria util para o tratamento de processos inflamatorios cronicos.

Para as NLS carregadas com DXM o perfil de liberacdo mostrou-se
bastante diferenciado daquele obtido para os CLN de BTM. Nas primeiras 24 h de
ensaio aproximadamente 90% da quantidade total de farmaco foram liberados
para 0 meio externo. Fato bastante interessante para possiveis aplicacbes em
processos inflamatérios agudos.

Comparando-se os dois perfis de liberacao pode-se inferir que as moléculas
de BTM estao dispersas ao longo da matriz lipidica do carreador, por isso sua
liberacdo é mais lenta. E preciso ressaltar que a adicdo de Aacido oleico &
formulagdo com BTM alterou a forma como o farmaco interage com a matriz
lipidica. J&4 as moléculas de DXM parecem estar adsorvidas na superficie das
NLS, fazendo com que sua liberacdo seja muito mais rapida. Estes resultados
confirmam as discussdes realizadas acerca dos resultados obtidos através de
calorimetria diferencial de varredura e difratometria de raios-X.

Para elucidar o tipo de mecanismo envolvido na liberacao dos farmacos, a
modelagem matematica dos dados apresentados foi realizada. Foram utilizados os
modelos cinéticos apresentados no item 4.5.4 do Capitulo lII.

Para a curva obtida no ensaio de liberacao in vitro dos CLN contendo BTM
o modelo que melhor se ajustou aos dados experimentais foi o de Baker-
Londsdale, indicando que a liberacdo do farmaco ocorre a partir de uma matriz
esférica e & governada por difusdo. A Figura 40 mostra o ajuste do modelo a

curva:
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Figura 40. Ajuste dos dados experimentais obtidos para CLN-BTM ao

modelo de Baker-Londsdale.

A variavel BL, apresentada no eixo das ordenadas, corresponde a parte

esquerda da equacéao de Baker-Londsdale, previamente apresentada (equacéao 9):

M, . , . ,
onde M—t € a quantidade de farmaco liberada no tempo t e kg, € a constante de

o0

difusao.
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A Tabela 41 apresenta os valores obtidos através do ajuste dos dados
experimentais ao modelo de Baker-Londsdale para soma quadratica dos erros

(x?), o coeficiente de correlagdo (R) e o coeficiente angular (kg).

Tabela 41. Ajuste do modelo de Baker-
Londsdale para liberagcdo in vitro da
formulacdo CLN-BTM

x* R KeL
0,004 +
0,003 0,997 5
(5,488x107)

Apé6s diversas tentativas de ajuste para a curva obtida no ensaio de
liberacao in vitro das NLS contendo DXM, percebeu-se que o perfil da curva de
liberacdo do farmaco parecia apresentar mais de uma cinética de liberagcéo, por
isso a curva foi dividida. A primeira parte cobrindo as primeiras 6h de ensaio e a
ultima parte comecando em quarenta e sete horas e indo até o final do
experimento. O trecho entre seis e quarenta e sete horas nao foi ajustavel a
nenhum dos modelos matematicos propostos, indicando a ocorréncia de outros
mecanismos de liberagéo.

A Figura 41 apresenta o ajuste dos trechos inicial e final da curva de

liberagcdo ao modelo de Peppas-Korsmeyer (equacgao 8):

M, "
E == kpt (8)

onde % € quantidade de farmaco liberada no tempo t; k, € uma constante que

leva em consideracao as caracteristicas estruturais e geométricas do sistema; e n

€ 0 expoente de liberagéo.
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Figura 42. Ajuste dos dados experimentais obtidos para NLS-DXM ao
modelo de Peppas-Korsmeyer para (A) 6 h iniciais e (B) 97 h finais de

ensaio.
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A Tabela 42 apresenta os valores obtidos através destes ajustes para soma
quadratica dos erros (x?), o coeficiente de correlagdo (R) e o coeficiente angular
(kgL).

Tabela 42. Ajuste do modelo de Peppas-Korsmeyer para
liberacao in vitro da formulagédo NLS-DXM

Grafico x? R n
A 0,023 0,987 0,762 + 0,050
B 0,002 -0,974 -0,139 £ 0,011

O valor obtido para o coeficiente n no grafico A (0,762) indica que nesta
etapa da liberagao ocorre a difusdo do farmaco e o intumescimento da matriz. Nao
€ possivel afirmar qual o tipo de mecanismo que esta ocorrendo na ultima etapa
da liberacao (grafico B) pois o valor obtido para n ndo foi definido pelo modelo.

Talvez ocorra uma mistura entre os mecanismos propostos pelo modelo utilizado.
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3. Gel termo sensivel de pectina citrica oxidada

3.1. Caracterizacao do produto de reacao

3.1.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Diversos esforcos foram realizados para obter espectros de RMN da
pectina citrica e da pectina citrica oxidada. Devido a alta viscosidade das solucoes
resultantes, os espectros de RMN obtidos apresentaram baixa qualidade. As
amostras foram submetidas, entdo, a RMN de sdlidos, mas novamente os
resultados obtidos foram desapontadores.

A fim de superar esta dificuldade, foram registrados espectros de RMN de
liquidos a 80C na tentativa de diminuir a viscosidade do sistema, gerando
espectros de melhor qualidade. Infelizmente, a qualidade dos sinais obtidos nao
foi a esperada. Na Figura 43 sdo apresentados os espectros de RMN de '*C para

as duas amostras, os espectros originais estdo em Anexo.

T T
1?0 160 1-'-10 130 120 100 ppm
T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 TO 60 ppm

Figura 43. Espectros de RMN de '*C para pectina citrica (PC) e pectina citrica
oxidada (PCO) em agua deuterada aﬁ({‘C.



Os valores caracteristicos de deslocamento quimico de *C de grupos éster,

aldeido e acido carboxilico sédo apresentados na Tabela 43 a seguir:

Tabela 43. Faixas de deslocamento quimico de '*C em alguns compostos

carbonilicos (Constantino, 2006)

Tipo de carbono S (ppm)
-COOH acidos carboxilicos 160 a 185
-COOR ésteres 155a175
-CHO aldeidos 175 a 205

No espectro da PCO ¢é possivel identificar dois picos na regido entre 170 e
175 ppm, que podem ser de °C de ésteres e aldeidos, porém ndo é possivel
realizar a comparacao desta regido com aquela do espectro obtido para PC, pois
0s picos apresentados neste espectro sdo alargados e, em alguns casos,
confundem-se com o ruido. Por isso ndo € possivel realizar afirmacdes a respeito
do sucesso ou ndo da reacao realizada com base nestes dados, porém como foi
identificado um pico referente a '*C de aldeidos no espectro da PCO ha indicios

do sucesso da reagao de oxidacéao.

3.1.2. Espectroscopia na regiao do Infravermelho
Os espectros de IV obtidos para pectina citrica e pectina citrica oxidada séao
apresentados na Figura 43 e na Tabela 44 sdo apresentadas as regides

caracteristicas de absorcao de compostos carbonilicos.
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Figura 43. Espectros |V para pectina citrica, em preto, e para pectina citrica

oxidada, em vermelho.

Tabela 44. Regidao de absorcdo de alguns compostos carbonilicos (Gunzler &
Gremlich, 2002; Lopes & Fascio, 2004)

Composto | Banda da carbonila (cm™) Observacao
Acido Banda forte de estiramento O-H
_ 1700-1680 ;
carboxilico entre 3200-2500 cm”
Banda de estiramento em 2850 cm’
Aldeido 1740-1720 ' e 2750 cm™ devido a ressonancia
de Fermi (pode ser dubleto)
, Banda referente a estiramento C-O
Ester 1730-1715

na regido de 1300-1000 cm’
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Os espectros obtidos sdo muito similares entrei si, ambos apresentam
bandas nas mesmas regides tornando dificil confirmar o sucesso da reagédo de
oxidacao.

As duas espécies apresentam bandas na regiao caracteristica da banda de
estiramento da ligacdo C—O de ésteres, isto se deve ao fato de a pectina citrica
utilizada ter grupos O-CHs; em substituigdo a hidroxila do &acido carboxilico;
portanto, o produto de reacao também apresenta esta banda.

As bandas caracteristicas de carbonila de grupos aldeido, acido carboxilico
e éster estdo em regides muito préximas, conforme apresentado pela Tabela 44.
Nos espectros hé indicios de que as bandas em ~1740 cm™ sejam geradas pela
carbonila de aldeidos/ésteres e as bandas ~1630 cm™ sejam de carbonila de
acidos carboxilicos. Como os espectros foram obtidos utilizando a mesma massa
dos compostos pode-se realizar uma comparagcao entre as areas relativas as
bandas de interesse. A area relativa a banda de estiramento da carbonila de
aldeidos no espectro da pectina citrica oxidada € 10% maior que a do espectro da
pectina citrica. Assim, estes dados sugerem o sucesso da reacao de oxidacao.

3.1.3. Analises Térmicas

a) Analise termogravimétrica
A Figura 44 apresenta as curvas termogravimétricas obtidas para pectina
citrica e pectina citrica oxidada. Os dados obtidos sdo apresentados na Tabela 45,

de forma a tornar comparagao mais clara.
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Figura 44. Curvas termogravimétricas para pectina citrica (PC) e
pectina citrica oxidada (PCO).

Tabela 45. Resultados da analise termogravimétrica
para pectina citrica (PC) e pectina citrica oxidada
(PCO)

Temperatura () % massa perdida
52,89 12,61
PC 229,27 52,74
434,55 13,48
40,94 12,57
PCO 234,32 61,01
457,49 16,71
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As curvas obtidas tem perfil bastante similar, mas como os valores dos
eventos térmicos sao diferentes, ha indicios de que as estruturas das amostras

sejam diferentes também.

b) Calorimetria diferencial de varredura
A Figura 45 apresenta as curvas DSC obtidas para pectina citrica e pectina
citrica oxidada. Os dados obtidos sdo apresentados na Tabela 46, de forma a

tornar comparacao mais clara.
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Figura 45. Curvas DSC para pectina citrica (PC) e pectina citrica

oxidada (PCO).
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Tabela 46. Resultados da analise por calorimetria diferencial de varredura pectina
citrica (PC) e pectina citrica oxidada (PCO)

] . _ | Inicio da transicao | __ Entalpia da
Tipo de transicao Pico () o
() transicao (J/g)
43,79 52,66 1,44
Endotérmica
PC 106,79 123,90 392,30
Exotérmica 222,08 238,79 199,30
62,47 71,18 2,17
Endotérmica
PCO 101,92 127,28 486,20
Exotérmica 217,22 238,47 123,80

Os valores das entalpias das transicdes sofridas pelas amostras sao
diferentes, indicando, novamente, que as estruturas das amostras PC e PCO sao

diferentes.

3.1.4. Determinacao do percentual de oxidacao

Os calculos pertinentes foram realizados e a porcentagem de oxidacao da
pectina citrica oxidada foi 42%. Diante disto, pode-se afirmar que a metodologia
utilizada para realizar a oxidacao da pectina citrica foi eficaz.

3.2. Gelificacao

A gelificagdo das amostras ocorreu em menos de 1 minuto apds a adicao
da solucao de pectina citrica oxidada sobre a solug¢do de di-hidrazida adipica. Sua
estabilidade foi monitorada a 37 € e ap6s 72 h os géis com e sem farmaco
colapsaram. As amostras que continham CLN de BTM e NLS de DXM colapsaram
apos 48 h de gelificagao.

O mesmo teste foi realizado com solugcdo de pectina citrica e nao foi
observada a ocorréncia de gelificacdo. Unindo este resultado com aqueles obtidos
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através das analises espectroscopicas e térmicas realizadas, € possivel afirmar
que a reagao de oxidacdo ocorreu com sucesso, gerando grupos aldeidos que
formaram ligagbes do tipo hidrazona quando entraram em contato com as

moléculas de di-hidrazida adipica, conforme ilustra a Figura 46 a seguir.

Figura 46. Representacdao da estrutura quimica proposta para o gel de pectina
citrica oxidada, destacando em vermelho a ligacao hidrazona formada entre os

grupos aldeido da pectina citrica oxidada e as moléculas de di-hidrazida adipica.

A Figura 47 apresenta as fotos do teste de gelificagdo sem farmaco, na

presenca de valerato de betametasona, de dexametasona, de CLN-BTM e de

NLS-DXM.
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Figura 47. Resultados do teste de gelificagdo na auséncia de farmaco (A),

na presenca de BTM (B), na presenca de DXM (C), na presenca de CLN-

BTM e na presenca de NLS-DXM (D e E).
(vials 1 e 2 contém CLN-BTM e vials 3 e 4 contém NLS-DXM)
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3.3. Estudo de intumescimento

A Figura 48 apresenta a foto do teste para determinacdo da razdo de

intumescimento e da porcentagem de agua em equilibrio.

Figura 48. Experimento para estudo de intumescimento do gel de
pectina citrica oxidada.

O valor obtido para a razdo de intumescimento, q, foi 1,2614 e a
porcentagem de agua em equilibrio, A, calculada foi 20,7%. Estes valores foram
calculados apés 24 h de ensaio, pois 0s géis colapsaram apos este periodo.

Como as amostras de gel ficaram em contato direto com o tampao fosfato a
rede colapsou antes do previsto (72 h). Os valores obtidos para a razdo de
intumescimento e para a porcentagem de agua em equilibrio foram baixos,
mostrando que o gel preparado ndo € capaz de absorver grandes quantidades de
agua.

Este resultado ndo é, necessariamente, negativo pois a ideia seria realizar
a entrega das NP preparadas através da utilizacdo deste hidrogel. Como as NP
apresentaram perfil de liberacdo dos farmacos controlado, o colapso da rede
polimérica do hidrogel ndo seria inconveniente pois a liberacdo dos farmacos
ainda seria modificada.
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Como a rede colapsou apéds 24 h de ensaio de intumescimento, talvez este
hidrogel seja 0 mais adequado para realizar a entrega de NLS de dexametasona,

pois a liberacao de farmaco a partir destas NP ocorre em 24 h.
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V. CONCLUSOES

A utilizacdo de planejamentos experimentais foi de extrema importancia
para que as formulacdes de nanoparticulas pudessem ser otimizadas, obtendo-se
nanoparticulas com diametro em torno de 80 nm para as formulacbes com
valerato de betametasona e 70 nm para aquelas com dexametasona. A insercao
de acido oleico a fase lipidica das nanoparticulas lipidicas sélidas, tornando-as
carreadores lipidicos nanoestruturados, aumentou a eficiéncia de encapsulacao do
sistema e também modificou completamente o perfil de liberacdo in vitro
apresentado pela formulacdo. Confirmando ser muito mais vantajoso trabalhar
com carreadores lipidicos nanoestruturados ao invés de nanoparticulas lipidicas
sélidas. Certamente a utilizagdo desta ultima classe de sistemas nanoestruturados
devera ser substituida pelos carreadores lipidicos nanoestruturados, que
apresentam grandes vantagens em relagdo as nanoparticulas lipidicas sélidas.

As andlises realizadas com amostras de nanoparticulas mostraram que
ambos os farmacos estdo dispersos ao longo da matriz lipidica. As analises
térmicas e a difratometria de raios-X indicaram que o farmaco dexametasona esta
localizado mais proximo a superficie das nanoparticulas, quando comparado ao
farmaco valerato de betametasona. Os perfis de liberacdo dos farmacos a partir
das nanoparticulas sustentam esta hipotese.

Para formulacéo de carreadores lipidicos nanoestruturados carregados com
valerato de betametasona o farmaco foi liberado ao longo de 144 h de andlise. A
curva resultante se ajustou ao modelo matematico de Baker-Londsdale,
mostrando que para esta formulagao a liberagdo do farmaco ocorre através de sua
difus&o ao longo da matriz lipidica.

Ja para a formulacdo de nanoparticulas lipidicas soélidas carregadas com
dexametasona o farmaco foi liberado durante as primeiras 24 horas de analise e
sua curva de liberacdo ndo se ajustou completamente a nenhum dos modelos
matematicos propostos. Foi necessario dividir a curva e ajustar os fragmentos ao

modelo de Peppas-Korsmeyer, os resultados mostraram que durante as primeiras
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6 horas a liberagdo do farmaco ocorre através de sua difusdo e também pelo
intumescimento da matriz lipidica.

De acordo com os perfis de liberagcdo de farmaco apresentados pelas
formulacbes de nanoparticulas € possivel afirmar que a formulagdo de
carreadores lipidicos nanoestruturados carregados com valerato de betametasona
poderia ser utilizada para o tratamento de processos inflamatérios crénicos, ja a
formulacdo de nanoparticulas lipidicas sélidas carregadas com dexametasona
poderia ser utilizada para o tratamento de processos inflamatérios agudos.

A reacdo de oxidagdo da pectina citrica foi realizada com sucesso, as
informacdes obtidas através de todas as andlises realizadas sustentam esta
afirmacao, que foi confirmada pela ocorréncia da gelificacdo do gel de pectina
citrica oxidada.

Conclui-se portanto que seria possivel utilizar o hidrogel de pectina citrica
oxidada em uma aplicagdo Depot subcutanea para realizar a entrega das
nanoparticulas carregadas com farmaco diretamente no local de acao.
Obviamente mais testes precisam ser realizados de forma a confirmar a eficacia
das formulagdes in vivo, mas este trabalho demonstra que o sistema proposto é

vidvel para maiores estudos.
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VI. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os seguintes trabalhos sdo propostos para dar continuidade ao tema
abordado:

e Estudar formas de aumentar a estabilidade das nanoparticulas preparadas;
e Estudo para utilizacdo do hidrogel de pectina citrica para entrega de
farmacos nitrogenados, que poderiam estabelecer ligacbes do tipo

hidrazona com as cadeias de pectina citrica oxidada;

e Realizacdao dos ensaios para determinacdo da eficiéncia in vivo das

formulagdes de nanoparticulas desenvolvidas;
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VIIl. ANEXOS

1. Método para analise de glicocorticoides desenvolvido por

Agilent Technologies®

1 Hydrocortisone

f{ﬂth;%r]bance 2 Beclomethasone
3 1 dipropionate
120- 3 Hydrocortisone
3 acetate
100+ 2
801
60
40
20
01— UL
I I T T I
0 2 4 6 8 10
Time [min]
Figure 1

Analysis of three glucocorticoids

Ah;nzlrbance 1 Prednisolone
[mAU] 1 2 Betamethasone
100 3 3 Prednisolone
2 acetate
4 Betamethasone
80+ 4 valerate
40
G A L_AL_JL
0 2 4 6 8 10
Time [min]
Figure 2

Analysis of four glucocorticoids

137

Column

4 x 125 mm Hypersil QDS, 5 ym
Mobhile phase

A = water, B = acetonitrile
Flow rate

1.0 ml/min

Gradient

at0min20%B

at 10 min 80 % B

Column wash

at 12min 20 % B

UV detector

variable wavelength detector
254 nm, standard cell
Column compartment temperature
25

Stop time

12 min

Post time

5 min

Injection volume

5l
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2. Espectros de RMN de *C obtidos para pectina citrica e pectina
citrica oxidada

A seguir sdo apresentados 0s espectros obtidos e os parametros de

aquisicao utilizados.
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