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RESUMO

Neste trabalho, o preparo de nanoparticulas de poli(acido latico-co-acido glicélico),
PLGA, contendo acetato de dexametasona pela técnica de nanoprecipitacdo na
auséncia de solventes organoclorados foi investigado, visando o desenvolvimento de
dispositivos de liberacdo controlada. O sistema estudado pode ser aplicado para o
tratamento de doencas oculares, uma vez que o olho humano apresenta
caracteristicas anatdbmicas e fisiologicas que dificultam o acesso a medicamentos.
Normalmente, conduz-se o tratamento destas doencas pelas vias sistémica e topica.
Porém, estas formas apresentam limitacbes relativas a concentracdo e
disponibilidade do principio ativo. A estratégia experimental foi dividida em trés
etapas. Primeiramente, foi definida a condicdo de preparo mais favoravel das
nanoparticulas de PLGA por meio de um planejamento experimental. Logo em
seguida, estudou-se a incorporacdo do farmaco e a caracterizacdo das
nanoparticulas formadas por medidas de tamanho, potencial zeta, analise térmica e
microscopia. Na terceira etapa, o perfil de liberacdo do farmaco foi avaliado atraves
de modelos matematicos. O doseamento do farmaco foi realizado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, sendo o método analitico para o sistema desenvolvido e
validado. Os resultados indicaram que o método proposto para 0 preparo das
nanoparticulas € viavel, sendo que as particulas de PLGA contendo acetato de
dexametasona apresentaram um tamanho médio de (540 £ 4) nm com indice de
polidispersao, PDI, de (0,07 + 0,01) e potencial zeta de —(2,5 + 0,3) mV. Além disso,
as nanoparticulas formadas apresentaram forma esférica. Alcancou-se uma
eficiéncia média de encapsulamento do farmaco de 48%. Os resultados dos testes
de liberacdo in vitro mostraram que, em 48 horas, cerca de 25% do farmaco contido

nas nanoparticulas foi liberado.

PALAVRAS CHAVES: Nanoparticulas, poli(acido latico-co-acido glicélico), liberagéao

controlada.
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ABSTRACT

In this work, the preparation of PLGA nanoparticles containing dexamethasone
acetate by nanoprecipitation technic, in the absence of organochlorine solvent, was
investigated in order to develop controlled release devices. This system can be used
in a broad range of applications, such as the treatment of ocular diseases. The
human eye has an unique anatomical and physiological characteristics that hinder
access to medicines for the treatment of diseases. Typically, these diseases are
treated by systemic and topic administration routes of drugs. However, techniques
have limitations on the availability and concentration of the active ingredient. The
experimental strategy was divided in three stages. First, the most favorable condition
for preparation of PLGA nanoparticles was defined by means of an experimental
plan. After that, the incorporation of dexamethasone acetate and characterization of
these nanoparticles was studied. The characterization techniques comprised size
distribution, zeta potential, thermal analysis and scanning electron microscopy. In the
third stage, the drug release profile was evaluated. Drug content was quantified by
means of high performance liquid chromatography. The method was validated
according to ANVISA rules. The results showed that it was possible to prepare
nanometric particles by using this methodology. Dexamethasone containting PLGA
particles showed an average size of (540 = 4) nm with PDI (0.07 + 0.01) and the zeta
potential of -(2.5 + 0.3) mV. Nanoparticles showed and espherical shape. The
encapsulation efficiency was 48%. Tests “in vitro” showed that 25% of the drug was

released in 48 hours.

KEY WORDS: Nanoparticles, poly(lactic acid-co-glycolic acid), controlled release.
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INTRODUCAO

Sistemas de liberacdo modificada de farmacos tem sido alvo de intensas
pesquisas nos ultimos anos e o desenvolvimento de materiais polimeéricos contribuiu
para o progresso de diversas tecnologias nesta area. Estes sistemas permitem a
absorcao e liberacdo da substancia ativa de maneira controlada, evitando-se doses
em concentracdes criticas, além de permitir o direcionamento em sitios especificos
(UHRICH et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2004; THRIMAWITHANA et al., 2011).

O olho humano € um sistema que apresenta caracteristicas anatémicas
singulares que dificultam o acesso a medicamentos, constituindo um desafio para o
desenvolvimento de sistemas de transporte de farmacos mais eficientes e que
garantam maior conforto aos pacientes (AMO e URTTI, 2008).

A administracdo de nanoparticulas poliméricas no segmento posterior do olho
surge como uma alternativa para o tratamento de doengas, com intuito de aumentar
a absorcao do farmaco e fornecer protecédo ao principio ativo, permitindo prolongar
sua exposicdo por liberacdo controlada, além de constituir-se uma técnica de
tratamento menos invasiva (AMO e URTTI, 2008; SAHOO et al., 2008).

O poli(acido lactico-co-acido glicélico), PLGA, é um polimero biodegradavel que
tem despertado enorme interesse de pesquisadores para a utilizacdo em sistemas
de liberacdo de farmacos por apresentar biocompatibilidade satisfatéria, resisténcia
mecanica e cinética de liberacdo previsivel (KIMURA e OGURA, 2001; YASUKAWA
et al., 2005; KIM e MARTIN, 2006).

E pratica comum descrita na literatura a utilizacio de solventes organoclorados,
como o diclorometano e o cloroférmio, para a dissolucdo do polimero (SANTANDER-
ORTEGA et al., 2006; GOMEZ-GAETE et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2009;
SOUTO et al., 2012). Porém, estes solventes possuem reconhecida toxicidade, sao
de dificil remocé&o do sistema e seu descarte inadequado causa danos ambientais. O
desenvolvimento de técnicas alternativas que permitam substitui-los € de grande
interesse pratico para a seguranca de pesquisadores e futuras aplicagbes
comerciais. BECK e colaboradores (2003) apresentaram uma técnica de preparo de
particulas de PLGA contendo dexametasona sem a utilizacdo de solventes
organoclorados. Foram obtidas particulas nanométricas, o que indica a viabilidade

da técnica.



O preparo e a caracterizacdo de nanoparticulas de PLGA contendo acetato de
dexametasona, um corticoide sintético amplamente utilizado para o tratamento de
inflamacdes oculares, bem como o perfil de liberacdo do farmaco foram avaliados
neste trabalho.

O grupo deu inicio a pesquisa nesta area no ano de 2009, através do Programa
Primeiros Projetos da FAPEMIG. Em um trabalho de iniciag&o cientifica (SANTOS e
FIGUEIREDO, 2012) investigou-se 0 preparo e a caracterizacdo de nanoparticulas
de PLGA na auséncia de solventes organoclorados e foram obtidos resultados
promissores. Estes resultados indicaram a possibilidade de continuidade desta
pesquisa pelo grupo. Tendo como ponto de partida os resultados anteriormente
obtidos, investigou-se neste trabalho, a metodologia para o preparo de
nanoparticulas sem a utlizacdo de solventes organoclorados de modo mais
sistemético, sendo avaliados tamanho, estabilidade e morfologia do sistema
desenvolvido. Desta forma, este trabalho inaugura o estudo nesta linha pesquisa
pelo grupo, além de concretizar parcerias com outros grupos da UFMG, o que revela

o carater multidisciplinar da pesquisa.



REVISAO DA LITERATURA
1 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

Entende-se por liberacdo o processo em que um principio ativo presente em
uma forma farmacéutica torna-se disponivel para absorcao pelo organismo. Assim,
um sistema ou dispositivo de liberacdo de farmaco séo termos que definem a forma
ou 0 mecanismo pelo qual o principio € disponibilizado no organismo, apds sua
administracdo (ANSEL et al., 2000).

Podem-se dividir os sistemas de liberacdo de farmacos em tradicionais e
modificados. Nos sistemas de liberacdo tradicionais, a concentracdo do farmaco
atinge um pico logo ap6s a administracdo e entdo declina. Os niveis séo
dependentes das doses administradas e cada farmaco possui uma faixa de acéo
terapéutica acima da qual ela é tdxica e abaixo da qual é ineficaz. Na liberacdo
modificada, busca-se o0 desenvolvimento de um sistema que mantenha a
concentracdo do medicamento na corrente sanguinea dentro da faixa terapéutica

(STAMATIALIS et al., 2008). Estes perfis de liberacdo sao apresentados na Figura 1.

Nivel maxlmo desejado Comportamento
L|bera:;ao modn’cada tradmmnal

AL

N ivel m inimo efetwo

—_

Concentragéo da droga

Dose 1 TDose 2 T Dose 3

Tempo >
Figura 1: Perfil de concentracéo do farmaco.
Adaptada de STAMATIALIS et al.(2008).

Os sistemas transportadores de farmacos sdo capazes de compartimentar a
substancia ativa e direciona-la para os sitios onde devera exercer seu efeito
farmacoldgico, além de poder controlar a velocidade de liberacdo, sem alterar a

estrutura quimica da molécula transportada (OLIVEIRA et al., 2004).



1.1 Liberagcdo modificada de farmacos

O termo liberagdo modificada é usado para descrever o0s sistemas cujas
caracteristicas de liberacdo do farmaco séo selecionadas com fins terapéuticos ou
para maior conveniéncia do paciente, ndo oferecidos pelas formas tradicionais.
Dentre as diferentes condicbes de liberagdo modificada, a disponibilizacdo do
farmaco pode ocorrer de forma estendida, retardada ou controlada (ARIAS, 1999).

A liberacédo estendida tem como objetivo manter a liberacdo do farmaco por um
periodo maior de tempo. Nesta condigéo, a liberacdo é suficientemente lenta para
que seja possivel estender o intervalo entre as doses. Além disso, reduz as
oscilacbes da concentracdo do farmaco, evitando niveis subterapéuticos ou téxicos.
Os termos liberacdo prolongada, liberacdo sustentada e liberacdo repetida sao
utilizados para descrever sistemas com este padrdo (PEZZINI et al., 2007). Na forma
retardada, o inicio da absor¢cdo do principio ativo se d4 apdés um determinado
periodo de tempo. Ja o termo liberacdo controlada descreve a liberacdo do principio
ativo baseada em um padréo cinético pré-determinado, de modo que o farmaco seja
liberado em taxas semelhantes em cada intervalo de tempo (ARIAS, 1999).

Os sistemas de liberacdo modificada permitem o monitoramento tanto da massa
quanto da taxa com a qual o farmaco é distribuido, proporcionando beneficios
terapéuticos significantes, como disponibilizacdo em concentracdes elevadas
diretamente no local de acéo e por um longo periodo de tempo, minimizando efeitos
colaterais e problemas de sobredosagem e subdosagem (BAKER, 2004). Na Tabela

1, s&o apresentadas as principais vantagens e desvantagens destes sistemas.

Tabela 1: Vantagens e desvantagens do uso de sistemas de liberacdo modificada.

Vantagens Desvantagens

A concentracdo do principio ativo €
continuamente mantida em uma faixa
terapéutica adequada.

Toxicidade ou falta de biocompatibilidade do
material polimérico utilizado.

Efeitos colaterais prejudiciais podem ser | Producdo de subprodutos prejudiciais

reduzidos e/ou eliminados.

provenientes do polimero biodegradavel.

Protecdo dos farmacos com tempo de meia
vida curta quanto a degradacao.

Operacdes cirdrgicas para implantagdo em
um local apropriado.

Maior comodidade para o paciente quanto a
administracdo da droga.

Custo elevado de desenvolvimento do
produto.

Maior seletividade do farmaco no local de
acao.

Dificuldade na interrupcéo do tratamento em
caso de intoxicacdo grave ou intolerancia.

Adaptada de SADAHIRA, 2007.



2 POLIMEROS PARA SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

A pesquisa e desenvolvimento de materiais poliméricos contribuiram para o
progresso de diversas tecnologias de sistemas de liberacdo de farmacos. Nas
Gltimas décadas, houve um consideravel aumento no interesse por essa tecnologia,
verificado pelo maior nimero de publicacbes e patentes na area (STAMATIALIS et
al., 2008).

Devido as suas diversas aplicacdes e funcionalidades, os polimeros estdo dentre
0S excipientes mais utilizados em tecnologia farmacéutica. A escolha de um
polimero para um sistema de liberacdo de farmacos depende de varios fatores que
correlacionam propriedades do principio ativo e do material (OLIVEIRA e LIMA,
2006).

Os polimeros utilizados nos sistemas de liberacdo controlada de farmacos devem
ser quimicamente inertes, ndo carcinogénicos, hipoalergénicos e ndo causar
resposta inflamatdria no local de aplicacdo (ATHANASIOU et al., 1996).

Os dispositivos de liberacdo de farmacos podem ser preparados a partir de
diferentes polimeros, sendo classificados como: monolitico, reservatério ou hidrogel
polimérico (YASUKAWA et al., 2004; BAKER, 2004).

No sistema monolitico, 0 agente ativo encontra-se homogeneamente disperso ou
dissolvido em um polimero inerte, e a sua liberacdo ocorre principalmente por
difusdo pelos poros da matriz polimérica. A taxa de liberacdo depende do polimero
utilizado. No sistema do tipo reservatorio, o farmaco encontra-se envolto por uma
membrana polimérica, a qual controla sua taxa de liberacdo. Mudancas na natureza
e espessura dessa membrana, bem como na forma do dispositivo, promovem
alteracdes na velocidade de liberagcdo do farmaco. Ja no modelo de hidrogéis
poliméricos, o farmaco encontra-se ligado a matriz por ligagdo covalente ou
interacdo i6nica (YASUKAWA et al.,, 2004; BAKER, 2004). Na Figura 2, sao

apresentados modelos para estes sistemas.

Sistema Monolitico Hidrogel Polimérico Sistema Reservatorio
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ey ..,
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Figura 2: Tipos de dispositivos para liberacdo de farmacos.
Adaptada de YASUKAWA et al. (2004).
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O preparo destes dispositivos pode ser realizado com a utilizacdo de polimeros
ndo biodegradaveis ou biodegradaveis. A biodegradacéo do polimero € um processo
em que a macromolécula € convertida em produtos mais simples, seja pela acdo de
enzimas ou microrganismos, ou por hidrolise da cadeia em meio aquoso (OLIVEIRA
e LIMA, 2006). Neste ponto, os polimeros biodegradaveis apresentam maior
vantagem frente aos ndo biodegradaveis, ja que sdo totalmente absorvidos pelo
organismo, ndo necessitando de remocao posterior (YASUKAWA et al., 2004).

2.1 Polimeros nao biodegradaveis

Os polimeros ndo biodegradaveis normalmente utilizados em sistemas de
liberacdo de farmaco sdo o poli(alcool vinilico), PVA, poli(etileno-co-acetato de
vinila), EVA e silicone (YASUKAWA et al., 2005; BOURGES et al., 2006 e
THRIMAWITHANA et al., 2011).

O dispositivo de polimero ndo biodegradavel ndo apresenta um perfil de
liberac@o com explosao inicial de farmaco, que € comum em outros sistemas. Dessa
forma, sua cinética € mais controlada. Os implantes comerciais utilizados séo
relativamente grandes, de 4 a 5 mm e requerem uma intervencao cirirgica para sua
implantacdo. Além disso, por se tratar de um material ndo biodegradavel, o
dispositivo vazio deve ser removido por uma segunda cirurgia para implante de outro
(YASUKAWA et al., 2005).

2.2 Polimeros biodegradéaveis

Uma grande variedade de polimeros biodegradaveis naturais ou sintéticos tem
sido estudada para o desenvolvimento de dispositivos para a liberagao controlada de
farmacos. Dentre os polimeros naturais citam-se quitina, quitosana, alginato, acido
hialuronico e gelatina. Dentre os polimeros sintéticos, 0os mais comumente
encontrados sdo os polianidridos, poliaminoacidos, poliuretanos, poliacrilamidas,
poli(orto-ésteres), POE, poliésteres, como poli(caprolactona), PCL, poli(acido

glicdlico), PGA, poli(acido lactico-co-acido glicélico), PLGA, e poli(acido lactico),



PLA, (KOHN e LANGER, 1996; UHRICH et al., 1999; MITTAL et al., 2008;
VILLANOVA e OREFICE, 2010).

A quitina € um polissacarideo constituido por um polimero de cadeia longa de N-
acetilglicosamina e precursora direta da quitosana. Existem varios relatos sobre o
uso destes materiais em aplicagfes biomédicas, incluindo sistemas de liberacdo de
farmacos, engenharia de tecidos e ortopedia. Sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, bioatividade, e auséncia de toxicidade a torna muito atraente
como um biomaterial na industria farmacéutica e na area médica (MITTAL et al.,
2008; LARANJEIRA e FAVERE, 2009).

O alginato é um copolimero linear constituido de unidades de acidos
gulurénicos e manurénicos e pode ser utilizado devido as suas propriedades
espessantes, estabilizantes e gelificantes. Estas caracteristicas fazem com que este
biopolimero encontre aplicagbes na industria de alimentos, téxtil e de papel, em
cosmeéticos e na area farmacéutica e médica. Sua principal fonte sdo algas marrons,
entretanto, o alginato pode ser obtido a partir de biossintese (MITTAL et al., 2008).

O &cido hialurénico € um biopolimero composto por residuos alternados de acido
glucurénico e N-acetilglucosamina. Trata-se de uma molécula uniforme, linear e ndo
ramificada, encontrada como conector de tecidos e 6rgdos em animais (MITTAL et
al., 2008).

A gelatina é um polimero natural, derivado de colageno, utilizado para fins
industriais, produtos farmacéuticos e aplicacdes médicas por sua biodegradabilidade
e biocompatibilidade (MITTAL et al.,, 2008). Apresentam-se as estruturas dos
polimeros acima descritos na Figura 3.

Os polianidridos estdo entre os polimeros mais reativos e hidroliticamente
instaveis usados como biomateriais. Devido a sua elevada reatividade, os
polianidridos sao facilmente degradados sem a necessidade de incorporar
catalisadores ou excipientes na formulacdo do dispositivo (KOHN e LANGER, 1996).

Os poliaminoacidos sédo utilizados predominantemente para sistemas de
liberacdo de farmacos de baixa massa molecular. Suas cadeias laterais de
aminoacidos oferecem locais para a ligacdo de farmacos ou agentes de ligacao
cruzada que podem ser usados para modificar as propriedades fisicas e mecanicas
do polimero. Porém, sua natureza antigénica torna sua utlizacdo ainda nao
comprovada. Outra preocupacdo com os poliaminoacidos € a estabilidade intrinseca

hidrolitica da ligagdo amida que deve contar com enzimas de clivagem de ligacéo. A
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dependéncia de enzimas geralmente resulta em fraca liberacdo controlada in vivo
(UHRICH et al., 1999).
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Figura 3: Estruturas quimicas dos principais polimeros naturais biodegradaveis.
MITTAL et al. (2008).

Os poli(orto-ésteres) sdo Uteis para aplicacbes em sistemas de liberagédo
controlada de farmacos. A motivacdo para a sua utilizacdo € que estes sistemas
permitem a liberacdo do farmaco somente apds a hidrélise das cadeias do polimero
na superficie do dispositivo, inibindo a disponibilizacdo por mecanismos de difusédo
(UHRICH et al., 1999). Os dispositivos a base de poli(orto-ésteres) sao formulados
de tal modo que suas propriedades podem ser controladas pela escolha dos didis
utilizados na preparo (KOHN e LANGER, 1996).

Os poliésteres sdo o0s sistemas mais bem caracterizados e amplamente
estudados em processos de liberacdo de farmacos. A sintese dos polimeros PCL,
PGA e PLA é baseada na abertura do anel do mondmero ciclico de lactona
correspondente, como mostrado na Figura 4. A simples polimerizagdo da lactona
normalmente € lenta para a producdo de materiais de massa molecular alta, sendo

necesséria a utilizacdo de um catalisador (UHRICH et al., 1999).



Figura 4: Polimerizacao pela abertura do anel de lactona, sendo: a) PCL; b) PGA; c)
PLA.
UHRICH et al. (1999).

O PGA é um poliéster alifatico que possui alta cristalinidade, elevado ponto de
fusd@o e baixa solubilidade em solventes organicos. Estas caracteristicas tornam sua
utilizacado geralmente limitada. Com o objetivo de adaptar as propriedades do PGA
para maiores aplicacdes, seus copolimeros vém sendo investigados. Objeto de
grande estudo atualmente é o PLGA, um copolimero formado pelo PGA e PLA
(KOHN e LANGER, 1996; ARSETE e SABLIOV, 2006; OLIVEIRA e LIMA, 2006; ALI
et al., 2013).

A degradacdo do polimero por erosdo pelo organismo pode ser definida,
segundo KIMURA e OGURA (2001), como a conversao de um material inicialmente
insolivel em &gua para um material solivel em agua, ndo significando
necessariamente uma degradacao quimica.

Para que os dispositivos sejam eliminados, trés mecanismos podem ser

descritos, como mostrado na Figura 5.
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Figura 5: Representacdo esquematica dos mecanismos de eroséo de polimeros
biodegradaveis.
KIMURA e OGURA (2001).

O primeiro mecanismo € o de erosdao simples, tipo I, relativo aos polimeros
sollveis em agua e que se tornaram insollveis por reticulacdo. O farmaco é mantido
ligado a cadeia do polimero por meio do agente de reticulacdo e a liberacdo ocorre
pela quebra desta ligagdo em meio aquoso. No mecanismo tipo Il, o farmaco é
inserido nas extremidades dos radicais do polimero por meio de uma reacdo de
hidrolise ou ionizacado. A liberacdo do farmaco ocorre devido a alguma alteracdo das
condicdes do meio. No tipo Ill, os polimeros sédo transformados em moléculas
pequenas e soluveis pela clivagem de suas cadeias. Durante este processo de
degradacéo, tem-se a liberacédo da substancia ativa (MERKLI et al., 1998; KIMURA e
OGURA, 2001, FIALHO e SILVA-CUNHA, 2007).

A erosdo dos polimeros nado procede, necessariamente, por um Unico
mecanismo, sendo varias combinacdes possiveis. Geralmente, a erosdo ocorre
através de uma reacédo de hidrolise quando o sistema € colocado em um ambiente
biolégico aquoso e a presenca de enzimas provoca um aumento na taxa de eroséo.
Esta classificacdo, porém, fornece uma base conveniente para descrever o0s

sistemas de disponibilizacdo de farmacos (MERKLI et al., 1998).
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O processo de erosao do polimero pode ser ainda idealmente dividido em erosao
de superficie e erosao volumétrica (TAMADA e LANGER, 1993; YASUKAWA et al.,
2004; LAO et al., 2011).

A erosédo de superficie € um processo heterogéneo em que o material é perdido
a partir da superficie exterior do polimero. Dessa forma, a taxa de erosdo €
diretamente proporcional a area superficial externa da particula e essencialmente
constante até que o polimero seja completamente degradado. Ja o sistema de
erosdo volumétrica trata-se de um processo homogéneo em que o material &
perdido a partir do volume da particula, ou seja, ocorre em toda a matriz do
polimero. A taxa de erosdo depende da quantidade total de material e geralmente
diminui & medida que o material € esgotado. O tempo de duracdo do processo pode
ser alterado por mudancas na composicdo quimica do polimero, mas ndo por
alteracbes no tamanho ou forma da particula (TAMADA e LANGER, 1993;
YASUKAWA et al., 2004; LAO et al., 2011). A Figura 6 ilustra os dois processos

acima descritos.

Degradagdo volumétrica Degradacio de superficie

Tempo

r——_—————————— r—-ee——_—————_———_———

-EV

Figura 6: Representagcdo esquemaética das alteragbes da matriz polimérica durante a
erosao superficial e erosdo em massa.
Adaptada de LAO et al. (2011).
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Dentre os polimeros biodegradaveis disponiveis, o PLA, o PGA e seus
copolimeros, PLGA, tém se apresentado como candidatos promissores para
utilizacao clinica. Os produtos de degradacdo, acidos latico e glicélico ndo sao
toxicos e podem ser facilmente eliminados pelo organismo (KIMURA e OGURA,
2001; BARBANTI et al., 2005; ALl et al., 2013).

2.3 O poli(acido latico-co-acido glicdlico)

O poli(acido latico-co-acido glicolico), PLGA, € um copolimero dos mondémeros
acido latico e acido glicolico e tem despertado enorme interesse de pesquisadores
para a utilizacdo em sistemas de liberacao de farmacos devido as suas propriedades
favoraveis, tais como biocompatibilidade, cinética previsivel de degradacdo e
resisténcia mecanica (JAIN, 2000; KIMURA e OGURA, 2001; YASUKAWA et al.,
2005; KIM e MARTIN, 2006; CHENG et al., 2008).

A principal caracteristica estrutural do PLGA é a ligacao éster presente entre 0s
mondmeros, como apresentado na Figura 7. O copolimero apresenta cadeia linear,
saturada e comportamento termoplastico, ou seja, é facilmente moldado quando
exposto ao aquecimento (MERKLI et al., 1998).

N e}
O—CH,—C O—CH—C
m n

PLGA

Figura 7: Estrutura quimica poli(acido latico-co-acido glicélico). Os indices m e n

representam os mondémeros acido glicolico e acido latico, respectivamente.

Neste trabalho foi utilizado o polimero PLGA com razdo acido latico:acido
glicdlico 75:25.
A hidrofilicidade e lipofilicidade do PLGA séao determinadas pela proporcao de

acidos latico e glicdlico na sua constituicdo. O grupo metila, presente no acido latico,
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confere a este maior hidrofobicidade. Assim, quanto maior a propor¢cao de acido
latico, maior serd a hidrofobicidade do copolimero. Além disso, ao absorver uma
menor quantidade de agua, sua velocidade de degradacdo é diminuida. A massa
molecular e o grau de cristalinidade também podem influenciar nas propriedades
mecanicas, na capacidade de hidrélise e na velocidade de degradacédo do polimero
(FIALHO et al., 2003).

Outra propriedade do PLGA ¢é a sua temperatura de transi¢éo vitrea (Ty) que se
encontra acima da temperatura corporal (37°C), na faixa de 45 a 50°C, e nessa
condicdo, o mantém na forma vitrea. Desse modo, sua cadeia polimérica apresenta-
se como uma estrutura relativamente rigida. Esta caracteristica confere resisténcia
mecanica significativa ao material, permitindo seu uso em sistemas de liberacao de
farmacos (JAIN, 2000; BARBANTI et al., 2005).

Muitos fatores podem ser responsaveis por alteracdes no perfil de degradacao
dos polimeros biodegradaveis. LAO e colaboradores (2011) e FREDENBERG e
colaboradores (2011) destacam os principais relacionados ao PLGA:

0] Composicéo: o grupo glicélico degrada-se mais rapido que o grupo latico.
Dessa forma, o perfil de degradacao do copolimero pode ser ajustado por
modificacdes na razdo dos mondémeros.

(i) Massa molecular: a taxa de degradacdo do material aumenta com a
diminuicdo da massa molar, ou seja, a presenca de espécies de baixa
massa molar e mondémeros leva a uma taxa de degradacdo mais rapida.

(i)  Cristalinidade: regides amorfas da matriz polimérica degradam antes do
gue suas partes cristalinas, pois a penetracdo da agua nestas estruturas €
mais dificil.

(iv)  pH do meio de liberacdo: como a degradacao de cadeia da-se através da
hidrélise das ligacdes éster, ambos os meios alcalino e fortemente acido

podem acelerar a taxa de degradacao.

Outros fatores como a natureza do farmaco incorporado, presenca de aditivos
como sais, surfactantes e agentes plastificantes, tamanho, forma e porosidade dos
dispositivos de liberacdo e condi¢cdes de temperatura e agitacdo do meio podem
também alterar a cinética de degradacéo do polimero (LAO et al., 2011).
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A literatura classifica a degradacdo do PLGA como do tipo erosdo volumétrica
(TAMADA e LANGER, 1993; YASUKAWA et al.,, 2004; LAO et al., 2011). LAO e
colaboradores (2011) descrevem 0 processo em quatro passos consecutivos.
Primeiramente, o polimero absorve agua, sofrendo inchamento de sua matriz. A
agua penetra na regido amorfa e altera a sua conformacao, antes estabilizada por
forcas de van der Waals e ligacbes de hidrogénio. Logo depois, segue a clivagem
das ligacdes covalentes da cadeia do polimero. Cada vez mais sdo formados grupos
terminais carboxilicos que podem catalisar a hidrolise. Observa-se, entdo, a
diminuicdo da massa molecular e da forga mecénica da estrutura. Em terceiro lugar,
a clivagem das cadeias continua de forma acentuada, provocando ainda mais perda
de massa e integridade mecéanica. Por ultimo, o polimero perde significante massa
devido a solubilizacdo de oligbmeros para o meio circundante. O polimero
decomp®e-se em seus mondmeros, &cido latico e glicdlico.

O éacidos latico e glicélico, por serem metabdlitos naturais do organismo, sao
eliminados pelo ciclo de Krebs na forma de gas carb6nico e agua (MERKLI et al.,
1998; BARBANTI et al., 2005), de acordo com a Figura 8.
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Figura 8: Rota metabdlica de biodegradacao dos polimeros PLA, PGA ou PLGA.
BARBANTI et al. (2005).
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3 CORTICOIDES

Corticoides, também chamados corticosteroides, sdo um grupo de hormonios
produzidos pelas glandulas suprarrenais. O cortisol, seu principal precursor, e seus
derivados naturais cumprem importantes fungcdes no organismo, como assimilagao
das proteinas, agucar, gorduras e minerais, além de terem acdes anti-inflamatorias e
Imunossupressoras e exercerem estimulacdo cerebral (DAMIANI et al., 2001).

Dentre as familias de corticoides existentes, destacam-se 0s glicocorticoides,
que controlam o metabolismo dos carboidratos, das gorduras e das proteinas e sédo
anti-inflamatoérios. H4 um grande ndamero de corticoides sintéticos disponiveis, tais
como: cortisona, hidrocortisona, betametasona, dexametasona, prednisona e
triancinolona, sob a forma de variados preparados farmacologicos. Seu emprego
terapéutico abrange um grande numero de condi¢fes, sendo as anti-inflamatdrias,
antialérgicas e imunossupressoras as mais visadas usualmente (DAMIANI et al.,
2001).

3.1 A dexametasona

A dexametasona, DEX, cuja nomenclatura quimica € 9-a-fluor-11B-17-a-21-
triildroxi-16-a-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona, € um corticoide sintético amplamente
utilizado para o tratamento de inflamacdes sistémicas (BOURGES et al., 2006). A

estrutura quimica da DEX é mostrada na Figura 9.

0

Figura 9: Estrutura quimica da dexametasona.
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Com férmula molecular C,,H29FOs e massa molar de 392,45 g/mol, a DEX é
descrita como um po cristalino branco e inodoro. Quanto a sua solubilidade, a
substancia € classificada como insolivel em agua, sendo facilmente sollvel em
etanol, acetona e metanol e ainda, levemente solluvel em cloroformio e éter
(COHEN, 1973; ANVISA, 2010).

O efeito principal deste medicamento é a inibicdo da resposta inflamatéria
causada por agentes de natureza mecanica, quimica ou imunolégica. Experiéncias
clinicas e de laboratério mostraram que a DEX apresenta maior atividade anti-
inflamatoéria e tempo de meia vida, quando comparada a outros corticoides, sendo
cerca de vinte e cinco a trinta vezes mais potente que seu analogo natural, o cortisol
(HART, 1960) .

Segundo a ANVISA (2010), o doseamento da dexametasona pode ser realizado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, tendo como detector espectrofotdbmetro
UV-VIS em 254 nm. A fase mével é constituida de uma mistura de metanol em agua
(75:25).

A DEX pode apresentar-se sob a forma de derivados, como o acetato de
dexametasona, cuja estrutura quimica é mostrada na Figura 10. O farmaco possui
massa molar de 435,5 g/mol e formula C,4H3:FOg (ANVISA, 2010).

Figura 10: Estrutura quimica do acetato de dexametasona.

4 TECNICAS PARA O PREPARO DE NANOPARTICULAS

As nanoparticulas sé@o estruturas solidas e esféricas preparadas a partir de
polimeros naturais ou sintéticos. Encontra-se na literatura uma classificagédo de

tamanho variavel para estes sistemas. LE BOURLAIS e colaboradores (1998) e
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SOPPIMATH e colaboradores (2001) classificam as nanoparticulas como sistemas
de tamanhos de 10 nm a 1 pum; de acordo com HANS e LOWMAN (2002) e
SCHAFFAZICK e colaboradores (2003), estes sistemas possuem tamanhos
menores que 1 pm; ja DANHIER e colaboradores (2012) as classificam em
tamanhos em torno de 100 nm.

As nanoparticulas constituem sistemas muito estudados na area farmacéutica
nas ultimas décadas com o objetivo de prolongar e melhorar o controle da
administracdo de farmacos. Existe uma grande variedade de medicamentos que
podem ser disponibilizados a partir de sistemas nanoparticulados, tais como
pequenos farmacos hidrofilicos e hidrofébicos, vacinas e macromoléculas biolégicas
(HANS e LOWMAN, 2002; DANHIER et al., 2012).

A liberacdo de farmacos a partir de nanoparticulas € uma area de pesquisa
interessante e desafiadora. Particulas de dimensdo pequena garantem baixa
irritacao, biodisponibilidade adequada e compatibilidade com os tecidos. O uso da
nanotecnologia em sistemas de disponibilizacdo de farmacos pode conduzir a
solucdo de diversas questdes relacionadas a solubilidade de medicamentos,
prolongamento da exposicdo ao principio ativo por liberagdo controlada e
permeacdo do farmaco. A nanotecnologia pode se tornar a melhor ferramenta para o
tratamento de doencas crénicas, em que a administracdo do farmaco é frequente
(SAHOO et al, 2008).

Os problemas associados as nanoparticulas poliméricas sdo devidos aos
residuos de solventes organicos gerados durante o processo de producdo, a
possivel toxicidade do polimero e ao aumento da escala para a aplicabilidade
industrial. As nanoparticulas apresentam alta energia de superficie, o que aumenta a
possibilidade de aglomeracao, tornando-se instaveis (MEHNERT e MADER, 2012,
MELO et al, 2012).

Existem varias técnicas para o preparo de nanoparticulas. Dependendo do
método utilizado, a organizacdo estrutural pode ser diferente. O farmaco pode ser
retido na matriz polimérica, encapsulado em um ndcleo, estar quimicamente
conjugado ao polimero ou adsorvido em sua superficie (HANS e LOWMAN, 2002).

Dessa forma, podem-se distinguir duas categorias: as nanocapsulas e as

nanoesferas, como mostrado na Figura 11.
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Figura 11: Representacdo esquematica de nanoesferas e nanocapsulas.
SANTOS e FIALHO (2007).

As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares em que o farmaco encontra-se no
interior de uma cavidade oleosa ou aquosa, revestida por uma membrana
polimérica. As nanoesferas sdo sistemas matriciais, onde o farmaco pode estar
disperso ou adsorvido. Estes sistemas podem aumentar a solubilidade do farmaco,
proteger as substancias de degradacdo e ainda modificar seu perfil de distribuicéo
(SANTOS e FIALHO, 2007).

No preparo das nanopatrticulas, a razdo farmaco/polimero deve ser investigada
para a obtencdo de uma eficiéncia de encapsulamento elevada e toxicidade
reduzida (SOUTO et al., 2012).

Uma técnica comumente utilizada para o preparo de nanoparticulas de PLGA é a
de evaporacdo de solvente (KIMURA e OGURA, 2001; CHENG et al.,, 2008;
DANHIER et al., 2012). Esta técnica permite o encapsulamento de farmacos
hidrofébicos e consiste em dissolver o polimero e o farmaco em um solvente
organico adequado. A emulsdo 6leo em agua, O/A, é preparada pela adicdo da
solucdo de polimero a solugdo aquosa, composta por agua e um agente tensoativo,
utilizado para prevenir a coalescéncia das goticulas que serdo formadas. As
goticulas nanométricas séo induzidas por sonificacdo ou homogeneizacdo. A
agitacdo da emulsdo € a etapa determinante neste processo. O solvente € entéo
evaporado ou extraido e as nanoparticulas recolhidas apos centrifugacdo, sendo
lavadas para retirada de residuos (HANS e LOWMAN, 2002; KIM e MARTIN, 2006;
DANHIER et al., 2012). O processo € ilustrado na Figura 12.
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Figura 12: Preparo de nanoparticulas pela técnica de evaporacao do solvente.
Adaptada de KIMURA e OGURA (2001).

Para incorporar principios ativos hidrofilicos, utiliza-se uma emulsdo multipla do
tipo A/O/A, na qual a fase interna, oleosa, possui goticulas de agua dispersas em
seu interior (KIMURA e OGURA, 2001).

O método de preparo de nanoparticulas por deslocamento de solvente, também
denominado nanoprecipitacdo, é semelhante a técnica descrita acima. Neste caso, 0
polimero e o farmaco séo dissolvidos em solvente polar, constituindo a fase
dispersa. A solucéo € vertida de maneira controlada, por exemplo, por gotejamento,
em uma solucdo aquosa contendo um surfactante, chamada fase continua. Ocorre
entdo, uma emulsificacdo espontanea, formando um sistema turvo devido a
imiscibilidade de ambas as fases. As nanoparticulas sdo formadas instantaneamente
por uma rapida difusdo do solvente. Finalmente, o solvente é removido sob pressao
reduzida (ARSETE e SABLIOV, 2006; SOUTO et al., 2012).

Tipicamente, este método € usado para 0 aprisionamento de farmacos
hidrofébicos, mas tem sido adaptado também para moléculas hidrofilicas.
Parametros importantes a serem considerados séo: a relacéo polimero / surfactante,
a concentragdo de polimero, a natureza e a concentragdo do surfactante, a natureza
do solvente, a viscosidade, a presenca ou ndo de aditivos, a estrutura quimica do
componente ativo e a técnica de injecado da fase dispersa (ARSETE e SABLIOV,
2006).

Outro método também utilizado é o de salting-out. Nesta técnica, a fase aquosa

é formada por uma solucdo saturada de um eletrélito e um tensoativo. A emulséo
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O/A é preparada sob agitacdo intensa e, em seguida, diluida em um volume
adequado de agua deionizada ou de uma solu¢cdo aquosa, de modo a permitir a
difusdo do solvente para a fase externa pelo efeito de salting-out. Dessa forma, tem-
se a separacdo de fases e a consequente formacdo das nanoparticulas. A
separacdo das nanoparticulas do excesso de eletrélito e do tensoativo € realizada
por ultracentrifugagdo ou ultrafiltracdo, obtendo-se ao final uma dispersao aquosa
(SOUTO et al., 2012).

Independentemente do método de preparo empregado, os produtos sédo obtidos
como suspensoOes coloidais aquosas. Durante o tempo de armazenamento, podem
ocorrer problemas de estabilidade do sistema, como a agregacdo das
nanoparticulas no meio (SCHAFFAZICK et al, 2003).

Os surfactantes sao sistemas anfifilicos, amplamente utilizados no estudo de
estabilizacdo de emulsdes e particulas. A estabilizacdo deve-se ao fato de que as
moléculas se adsorvem na interface das goticulas, diminuindo a tenséo interfacial e
dificultando a coalescéncia. No preparo das nanoparticulas, os tensoativos de alta
hidrofilia n&o iénicos, como os polisorbatos, Tween®, sdo muito utilizados e a
estabilizacdo do sistema € adquirida através do aumento da repulsdo estérica
(BOUCHEMAL et al., 2004; SOLANS et al.,, 2005; FAYAD, 2010). A Figura 13

apresenta a estrutura quimica do surfactante Tween®80.

0
0\/9\;0
0 o OH

H%/\O : o/\,)yor’f

w+x+y+z=20

Figura 13: Férmula estrutural do polisorbato 80, Tween®80.

A literatura descreve a utilizacdo de solventes organoclorados, como o
diclorometano e o cloroférmio, para a dissolu¢cdo do polimero. A escolha destes
solventes é devido a propriedades como baixa solubilidade em agua, baixa

temperatura de ebulicio e afinidade com um grande numero farmacos.
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(SANTANDER-ORTEGA et al., 2006; GOMEZ-GAETE et al., 2007; FIGUEIREDO et
al., 2009; SOUTO et al., 2012). A remocao destes solventes das formulacdes é de
interesse pratico para aplicacdo dos sistemas e seguranca dos pesquisadores, por
tratarem-se de substancias toxicas. Além disso, geram problemas ambientais

guando dispostos de forma incorreta.

5 MODELOS CINETICOS DE LIBERACAO

A modelagem matemética dos sistemas de liberacdo e previsibilidade de
disponibilizacdo do farmaco é um campo de cada vez maior importancia académica
e industrial e apresenta um enorme potencial futuro. Estes modelos visam elucidar o
comportamento do material e fornecer mecanismos de previsdo da cinética de
liberacdo (LAO et al., 2011).

A grande maioria dos modelos teoricos baseia-se em equacfes de difusdo. O
fendbmeno da difusédo esta intimamente ligado a estrutura do material através do qual
0 processo ocorre, sendo a morfologia dos polimeros levada em consideracdo no
modelo. InUmeras teorias matematicas para descrever os sistemas de liberacdo de
farmacos sdo apresentadas na literatura (SIEPMANN e GOPFERICH, 2001; BAKER,
2004; SIEPMANN e SIEPMANN, 2008; LAO et al., 2011; SIEPMANN e PEPPAS,
2011).

A difusé@o pode ser descrita como o movimento espontaneo de moléculas de uma
zona de elevada concentracdo para uma area de baixa concentracdo em um dado
volume. Fick (1855-1995) introduziu uma das primeiras andlises deste fenbmeno de
transporte de massa. Seu trabalho é reconhecido por duas equacdes fundamentais,
chamadas Leis de Fick da difusdo (HINES e MADDOX, 1985).

A Primeira Lei € usada para descrever a difusdo em estado estacionario, isto €&,
guando a concentragdo néo se altera em relagdo ao tempo, dependendo somente
da posicdo. Para o caso unidimensional, a Lei de Fick pode ser escrita como

apresentado pela Equacéo 1.

J=-D 1)
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onde J é o fluxo difusivo, ou seja, a quantidade de particulas do fArmaco que passa
através de uma unidade de area por unidade de tempo; C € a concentracdo da
espécie, dependente apenas da posicédo; D € o coeficiente de difusdo do farmaco,
dependente da natureza deste; e x € a posicdo normal ao plano central da
membrana / filme. O sinal negativo mostra que a difusdo ocorre contra o gradiente
de concentragéo.

A Segunda Lei, representada pela Equacéo 2, € usada para descrever o sistema
em estado transiente, isto €, quando a concentracdo varia ndo s6 com a posicao,

mas também com o tempo.

ac 3¢
—_— D —
ot 0x?

2)

Todos os parametros possuem 0 mesmo significado que na Eq. 1, exceto C, que
agora representa a concentracdo da espécie dependente do tempo e da posicao.

Ambas as equacdes formaram a base de varios modelos tedricos e empiricos de
liberacdo de farmacos desenvolvidos nas Ultimas décadas (SIEPMANN e
SIEPMANN, 2008; LAO et al., 2011).

Um modelo é uma simplificacdo do sistema real, e sua aplicabilidade e
adequacao sao restritas. Um modelo adequado com poder preditivo comprovado €
uma ferramenta importante no desenvolvimento de novas tecnologias, permitindo a

previsdo do mecanismo de liberacéo do farmaco.

5.1 Modelo de liberagéo de ordem zero

O modelo de ordem zero pode ser utilizado para descrever a liberagdo do
farmaco a partir de varios tipos de sistemas. A cinética de ordem zero exibe um perfil
perfeito, uma vez que descreve a liberagdo de concentracdes iguais de farmaco por
unidade de tempo, ou seja, a taxa de liberacdo € constante e independente da
concentracdo de farmaco (SILVA et al., 2012). A Equacéo 3 representa o0 modelo de

liberacdo de ordem zero.
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L=t 3)

M ~ . . ..
sendo M—t a fracdo do farmaco liberada no tempo t e k, a constante cinética de

)

ordem zero.

5.2 Modelo de liberacéo de primeira ordem

A aplicacdo do modelo de primeira ordem foi proposta pela primeira vez por
Gibaldi e Feldman em 1967. As formas farmacéuticas que seguem o perfil de
primeira ordem geralmente sdo aquelas que contém farmacos hidrossolUveis em
uma matriz porosa. Este modelo caracteriza-se por apresentar a liberacdo do
farmaco de forma proporcional & quantidade remanescente em seu interior, de modo
que a quantidade de farmaco liberada por unidade de tempo diminui (MANADAS et
al., 2002). Apresenta-se na Equacdo 4 o modelo mateméatico utilizado para

descrever a cinética de primeira ordem.

aM _
— =KS5(G - 0) 4)

d ~ P
sendo d—’t”a taxa de passagem do soluto para a solucdo ao tempo t e K € uma

constante. S € area da superficie de liberacdo, Cs € a concentracdo de saturacédo do
farmaco no material do nucleo e C é a concentracdo da substancia que se difunde.

Ap6és integrar e aplicar logaritmos decimais a Equacéao 4, obtém-se a Equacéo 5.

kit
2,303

logM; = logM, + (5)

onde M, é a quantidade de farmaco liberado no tempo t, M., € a quantidade inicial de

farmaco na solucéo e k,; é a constante de liberacéo de primeira ordem.
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5.3 Modelo de Higuchi

O pioneiro da modelagem matematica de liberacdo de farmacos € o professor
Takeru Higuchi. Em 1961, ele publicou sua famosa equacdo permitindo uma
descricdo simples para a liberacdo de farmacos a partir de um sistema monolitico,
em que as particulas do farmaco estdo dispersas uniformemente por toda a matriz.
Seu trabalho assume estado estacionario ou pseudoestacionario, de forma que a
primeira Lei de Fick pode ser aplicada (SIEPMANN e SIEPMANN, 2008; LAO et al.,
2011). Para uma geometria de filme fino e negligenciando efeitos de borda, a
equacao de Higuchi pode ser simplificada como mostrado pela Equagéo 6.

== \[2DCoCit 6)

onde M, € a quantidade acumulada de farmaco liberada no tempo t; A € a érea
meédia da superficie do filme exposto a liberacdo; D € o coeficiente de difusdo do
farmaco no material de suporte; e Co e Cs representam a concentragao inicial e a
solubilidade do farmaco, respectivamente.

A aplicacdo deste modelo requer algumas consideracdes (SIEPMANN e
SIEPMANN, 2008; SIEPMANN e PEPPAS, 2011):

(i) A concentracdo inicial do farmaco no sistema deve ser muito maior do que a
solubilidade do farmaco (Co, >> C;). Este aspecto € crucial, porque fornece a
base para a justificativa do estado pseudoestacionario aplicada na
abordagem do sistema.

(i) A geometria do dispositivo € a de uma pelicula fina com efeitos de borda
negligenciaveis.

(i) O tamanho das particulas do farmaco é muito menor do que a espessura do
filme.

(iv) O material de suporte ndo incha ou dissolve.

(v) A difusividade do farmaco é constante, ndo dependente do tempo ou posicao.

Apds a exposicdo a condigcbes de imerséo perfeitas, as moléculas do farmaco

comecam a se difundir. Inicialmente, a difusédo ocorre apenas perto da superficie do
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7

material suporte. Como a difusdo do farmaco é rapida e um grande excesso de
farmaco é fornecido, as moléculas que passaram pela superficie de difusdo sdo
rapidamente substituidas por particulas de farmaco ndo dissolvidas localizadas
nesta regido. Assim, a concentracdo de moléculas de farmaco dentro da base
permanece constante. Apenas quando todas as particulas de farmaco localizadas na
regido proxima a superficie finalmente se difundem, a concentragdo cai abaixo da
concentracdo de saturacdo. Posteriormente, devido a gradientes de concentracao,
moléculas de farmaco localizadas mais longe da pelicula também sofrem difusao
(SIEPMANN e PEPPAS, 2011).

O perfil de concentracdo de um farmaco homogeneamente disperso € ilustrado
na Figura 14. A linha sdlida representa o perfil de concentracdo apos exposicao do
sistema por um determinado periodo de tempo t e h € a distancia que separa a
superficie do filme do excesso de farmaco nao dissolvido (frente de difusdo). Por
esta distancia h, o gradiente de concentracdo é essencialmente constante, desde
gue a concentracao inicial de farmaco no interior do sistema, Cy, seja muito maior do
gue a solubilidade do farmaco, Cs (Co >> Cs) . Apés um intervalo de tempo adicional,
At, o perfil de concentracdo do farmaco é indicado pela linha pontilhada (SIEPMANN
e SIEPMANN, 2008).

A

Diregao de liberagao do farmaco =y

Figura 14: Representagcdo esquematica de um sistema de liberacdo de farmaco de
acordo com o modelo de Higuchi.
Adaptada de SIEPMANN e SIEPMANN (2008).
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Genericamente, é possivel resumir o0 modelo de Higuchi como mostrado na
Equacdo 7, obedecendo todas as prerrogativas do modelo anteriormente citadas
(COSTA e LOBO, 2001).

e = ko )

onde ky € a constante cinética de Higuchi, que descreve a liberagdo do farmaco
como um processo de difusdo baseado na Lei de Fick. A taxa de liberacdo é

dependente da estrutura quimica do farmaco.

5.4 Modelo de Peppas

Em 1983, Peppas e colaboradores introduziram um modelo semi-empirico para
descrever a liberacdo de farmacos a partir de sistemas poliméricos. O modelo
conhecido como lei de poténcia € apresentado pela Equacao 8 (LAO et al., 2011).

M

= at™ (8)

onde a é uma constante que combina as caracteristicas geométricas e estruturais do
sistema polimero / farmaco; e n € 0 expoente de liberacao, indicativo do mecanismo
de transporte.

A lei de poténcia pode ser vista como uma equacdo geral Gtil para descrever
varios mecanismos de transporte, incluindo a difusdo Fickiana, o transporte nao-
Fickiano, bem como o comportamento de liberacdo de ordem zero. Para filmes finos,
a difusdo Fickiana é o mecanismo de transporte dominante quando n = 0,5,
enguanto que o transporte nao-Fickiano é descrito por 0,5 <n < 1. Quandon=1, a

liberacdo de ordem zero é obtida. Os valores de n para esferas e cilindros séo
listados na Tabela 2 (LAO et al., 2011).
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Tabela 2: Valores para o expoente n da Equacgéao de Peppas para diferentes

geometrias.
Expoente n Mecanismo de
Filme fino Cilindro Esfera liberacdo
0,5 0,45 0,43 Difuséo Fickiana
05<n<1,0 0,45<n<1,0 0,43<n<1,0 Transp. Nao-Fickiano
1,0 1,0 1,0 Liberacéo de ordem
zero

LAO et al. (2011).

O modelo de Peppas é genericamente utilizado para analisar a liberacdo de
formas farmacéuticas poliméricas, quando o mecanismo de liberacdo ndo é bem
conhecido ou quando mais de um tipo de mecanismos de liberagcdo podem estar
envolvidos (MANADAS et al., 2002).

O tipo de farmaco, sua forma, cristalinidade, tamanho de particula, solubilidade e
guantidade incorporada na forma farmacéutica podem influenciar a cinética de
liberacdo. A forma como a erosdo do polimero ocorre condiciona o perfil de
liberacdo do farmaco. Para farmacos muito sollveis, a liberacdo é determinada
principalmente pela difuséo e para farmacos pouco soluveis a liberagédo é controlada
pelo processo de erosdo (MANADAS et al., 2002). Estes processos de liberacéo sdo

mostrados na Figura 15.
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Figura 15: Processo de difusdo (A) e erosao (B) em matriz polimérica.
MANADAS et. al. (2002)
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6 EXEMPLO DE APLICACAO: TRATAMENTO DE DOENCAS OCULARES

O olho humano é um sistema que apresenta caracteristicas anatdomicas
singulares que dificultam o acesso a medicamentos. O tratamento de doencas que
acometem o segmento posterior do olho, como a uveite, € dificultado pelas barreiras
protetoras oculares existentes, constituindo um desafio para o desenvolvimento de
sistemas de transporte de farmacos mais eficientes (AMO e URTTI, 2008; SAHOO et
al., 2008).

O tratamento farmacoldgico de patologias oculares é conduzido, normalmente,
pelas vias de administracdo sistémica e topica. A via sistémica apresenta limitacdes
relacionadas a concentracdo do principio ativo nos tecidos oculares, enquanto a
biodisponibilidade dos farmacos oftalmicos € afetada pelos eficientes mecanismos
de protecdo do olho a partir da aplicacdo topica (AMO e URTTI, 2008).

A administragcdo de nanoparticulas poliméricas na superficie ocular tem sido alvo
de intensas pesquisas nos ultimos anos, com intuito de aumentar a absorcao do
principio ativo e fornecer protecdo ao farmaco, permitindo prolongar sua exposi¢cao
por liberacdo controlada, além de constituir-se uma técnica de tratamento menos
invasiva (SAHOO et al., 2008).

A uveite é uma doenca decorrente da manifestacado de processos inflamatérios
na porcédo do trato uveal, que é formado pelo corpo ciliar, iris e coroide (YASUKAWA
et al., 2004; SRIVASTAVA et al., 2010).

Estima-se que os casos de uveite sdo responsaveis por 3 a 15% de todas as
causas de cegueira mundial. Entre os individuos que apresentam a doencga, pelo
menos 35% sofrem graves sequelas, que vdo desde o comprometimento da visao
até a cegueira plena (HESSENLINK et al., 2004).

Para a administracdo de farmacos no segmento posterior do olho, a injecédo
intravitrea constitui melhor alternativa as aplicacfes tOpica e sistémica. Trata-se da
administracao direta do medicamento na parte interior do bulbo do olho, na forma de
solucéo, particulas, suspenséo ou implantes. A principal desvantagem desta via esta
relacionada a necessidade de injecOes repetidas para manter o nivel terapéutico do
farmaco, podendo ocasionar endoftalmites, deslocamento da retina, perfuracado do
olho e aumento da presséao intraocular (AMO e URTTI, 2008; THRIMAWITHANA et

al., 2011). A Figura 16 apresenta um esquema da rota de administrag&o intravitrea.
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Figura 16: Apresentacdo esquematica da rota de administracdo ocular intravitrea.
(A) Injecdo de micro ou nanoparticulas; (B) Introducéo cirargica de implante; (C)
Implante suturado sobre a esclera.

THRIMAWITHANA et al. (2011).

Com o intuito de minimizar essa dificuldade de disponibilizacdo e os efeitos
colaterais do tratamento, novos sistemas para liberacdo de farmacos tém sido
desenvolvidos e estudados. Os implantes, as microesferas e lipossomas séo
exemplos destes sistemas (AMO e URTTI, 2008). A Tabela 3 apresenta um
comparativo entre as vias de administracdo mais comumente utilizadas.

Os corticoides sao a classe de farmacos mais usual para o tratamento de todos
o0s tipos de uveite, demonstrando-se um eficiente anti-inflamatorio (FINAMOR et al.,
2002; JAFFE et al., 2006; GOMEZ-GAETE et al., 2007; TAYLOR et al., 2010).
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Tabela 3: Vantagens e desvantagens das formas e vias de disponibilizacéo de

farmacos para o tratamento de doencas oculares do segmento posterior.

Via de administracéo

Vantagens

Desvantagens

- Facil aplicacdo

- Baixa biodisponibilidade
- Ineficaz para o tratamento
de doencas no segmento

Tépica - Método ndo invasivo :
L , posterior
- Boa aceitacéo dos pacientes ~ ~
- Altas concentragbes sdao
necessarias
- Mais eficiente para o |- Farmacos ndo atravessam a
oA tratamento de doencas no | barreira hemato-ocular
Sistémica

segmento posterior se
comparada ao uso de colirios

- Altas concentragbes séo
necessarias

Injec&o intravitrea

- Promove melhor absorcéo
do farmaco

- Disponibilizagdo no local de
acao

- Necessidade de muitas
aplicagbes, devido a rapida
eliminagéo do ativo, podendo
levar a outras complicagdes

- Baixa aceitacdo dos
pacientes

Implantes

- Estabilizacdo do farmaco
- Periodos prolongados de
liberagéo

- Efeitos colaterais

- Remocdo cirdrgica dos
implantes ndo biodegradaveis
- Eroséo final ndo controlada
e ocorréncia de explosédo
inicial nos implantes
biodegradaveis

Microparticulas,
nanoparticulas e
lipossomas

- Estabilizacdo do farmaco e
aumento do tempo de meia-
vida

- Menor possibilidade de
explosdo devido ao pequeno
volume

- Melhor adesao do paciente e
conveniéncia

- Riscos relacionados &
injecéo

- Relagbes Concentracdo /
Volume desfavoravel

- Opacidade do vitreo

Adaptado de AMO e URTTI (2008).

7 PRINCIPAIS TRABALHOS

Apresentam-se, nesta secdo, 0s principais avancgos relatados na literatura para

sistemas de liberacdo semelhantes ao estudado neste trabalho, com o objetivo de

delinear uma cronologia dos estudos na area.

BECK e colaboradores (2003) apresentaram uma técnica de preparo de

nanoparticulas por evaporacdo de solventes para o estudo da liberacdo de

dexametasona sem a utilizacdo de solventes organoclorados. O polimero PLA foi
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dissolvido em acetona, juntamente com Span®80 e dexametasona. A solucdo
organica foi gotejada lentamente, sob agitacdo magnética, em uma solucdo de
Tween®80 e 4gua. De acordo com os resultados obtidos, as suspensdes mostraram-
Se pouco estaveis, sendo necessarios estudos para melhorar esta propriedade.

ZWEERS e colaboradores (2006) avaliaram a aptidao dos copolimeros em bloco
do poli(6xido de etileno) e poli(acido lactico-co-acido glicélico), PEO-PLGA, como
nanoparticulas portadoras das farmacos dexametasona ou rapamicina. As particulas
foram preparadas sem estabilizador adicional utilizando o método de salting out. A
liberacdo completa foi observada em 5 horas para ambos os farmacos. A taxa de
libertacdo do farmaco foi substancialmente reduzida por tratamento das particulas
com gelatina ou albumina apds o carregamento de farmaco, resultando em um perfil
de libertacdo linear com o tempo. Foi mostrado também que a taxa de liberacdo do
farmaco estava relacionada com a quantidade de proteina associada. Apés o
tratamento com gelatina, a liberagdo de dexametasona ocorreu durante 17 dias e de
rapamicina alcangou 50 dias.

GOMEZ-GAETE e colaboradores (2007) estudaram o encapsulamento de
dexametasona em nanoparticulas de PLGA, preparadas pelo método de evaporacao
do solvente. A influéncia de varios parametros foi investigada, como o tipo de
solvente orgéanico e polimero, a massa de DEX inicial, a taxa de evaporagédo do
solvente, a saturacéo da fase continua e a incorporacdo de um lipidio no polimero. O
tamanho das nanoparticulas e potencial zeta ndo foram modificados na presenca do
farmaco e foram, respectivamente, cerca de 230 nm e -4 mV. Os melhores
resultados de liberac&o foram obtidos usando 100 mg de PLGA 75:25 em 5 mL de
solucdo de acetona-diclorometano 1:1 (v/iv) e 10 mg de DEX. O farmaco foi
completamente liberado a partir desta formulacdo ap6s 4 horas de incubacédo a
37°C. Apresenta-se, na Figura 17, o perfil de liberagédo obtido neste trabalho para a

formulacéo descrita.
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Figura 17: Perfil de liberag&o in vitro de dexametasona a partir de nanoparticulas,
sendo (®) para formulacdo sem lipidio e (¢ ) para formulacdo com o lipidio.
GOMEZ-GAETE et al. (2007).

KLOSE e colaboradores (2008) mostraram que a liberacdo de um medicamento
em sistemas baseados em PLGA ndo depende somente das suas proprias
propriedades fisico-quimicas, mas também do tamanho e da forma do dispositivo.
Sistemas em forma de particulas e filmes de varias dimens6es de PLGA contendo
ibuprofeno e lidocaina foram preparados e caracterizados. Os resultados
experimentais obtidos foram analisados utilizando modelagem matematica baseada
na Segunda Lei de Fick. O tipo de farmaco e a geometria do dispositivo afetaram
significativamente a cinética de liberacao resultante. A liberacdo de ibuprofeno foi
mais rapida do que a de lidocaina, devido a maiores interacdes ibnicas entre esta e
o PLGA, dificultando a difusdo. Além disso, a taxa de liberacdo, para os sistemas
particulados, ndo foi afetada pelo tamanho, mas, para os filmes, mostrou-se
dependente da espessura.

Duas formulagdes de microesferas de PLGA com diferentes massas moleculares
foram investigadas por ZOLNIK e BURGESS (2008) para determinar se uma relagao
in vitro/in vivo poderia ser estabelecida para a liberacdo de dexametasona.
Idealmente, métodos in vitro devem ser selecionados visando atingir uma correlagéo
de dados com a condicéo in vivo. As formulagBes exibiram um perfil tipico trifasico
para o teste in vitro, com uma brusca liberagé&o inicial, uma fase estavel seguida por

uma aparente fase de ordem zero. In vivo, as microesferas exibiram um perfil de



33

liberacéo bifasico. A falta de uma fase de laténcia pode ser resultado de uma
diferente degradacédo do polimero pela acdo de enzimas presentes no meio.

FECZKO e colaboradores (2011) avaliaram a influéncia das condicdes de
processo no tamanho médio de nanoparticulas de PLGA com albumina de soro
bovino, uma proteina modelo, preparadas pelo método de emulsdo multipla do tipo
AIO/A. Os dados foram analisados através de um planejamento experimental 5°. Os
resultados mostraram que a concentracao de PLGA e o tempo de sonicacdo sao 0s
fatores mais significativos sobre o tamanho médio das nanoparticulas. A razédo de
volume entre as fases aquosa externa e organica interna, concentracdo da proteina
e do tensoativo utilizado seguiram em ordem de significancia.

SHEN e BURGESS (2012) avaliaram o efeito de condi¢Bes aceleradas em testes
de liberacdo de dexametasona a partir de sistemas compostos por microesferas de
PLGA e hidrogéis de PVA. Os testes em condi¢cdes extremas de pH e elevada
temperatura correlacionaram bem com condi¢bes normais de liberacdo, 37°C e pH
7,4, podendo esses ser empregados como rapido sistema de controle de qualidade.

ALl e colaboradores (2013) apresentaram um estudo para o desenvolvimento e
avaliacdo de nanoparticulas de PLGA contendo dexametasona para o transporte de
farmacos através da placenta humana. A partir de um planejamento experimental
investigou-se a influéncia dos parametros do processo nas caracteristicas dos
sistemas obtidos. As nanoparticulas apresentaram forma esférica, tamanhos de 140
a 298 nm e eficiéncia de encapsulamento entre 52 e 89%.

Para melhorar o tempo de residéncia e a penetracdo ocular de farmacos,
GUPTA e colaboradores (2013) avaliaram o efeito da combinacdo de um gel as
nanoparticulas. Neste caso, as nanoparticulas de PLGA foram incorporadas em um
gel de quitosana. A formulacdo combinada foi testada quanto a propriedades fisico-
quimicas e apresentou melhores resultados em relagdo as nanoparticulas simples,

permanecendo por mais tempo no olho.
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OBJETIVOS

1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo investigar a preparo e a caracterizacdo de
nanoparticulas de PLGA na auséncia de solventes organoclorados contendo acetato
de dexametasona, visando o desenvolvimento de sistemas para liberacdo de

farmacos.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como objetivos especificos, destacam-se:

- Avaliar o preparo de nanoparticulas na auséncia de solventes organoclorados
pela técnica de nanoprecipitacao;

- Caracterizar as nanoparticulas de PLGA contendo acetato de dexametasona
em relacdo ao tamanho, indice de polidispersdo, potencial zeta, morfologia e
temperatura de transigcdo vitrea, utilizando as técnicas de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), espalhamento dindmico da luz e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC);

- Desenvolver e validar a metodologia analitica para quantificagcdo do farmaco
acetato de dexametasona por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

- Determinar a eficiéncia de encapsulamento e quantificar a liberagéo do farmaco
por CLAE;

- Determinar a cinética de liberacdo do farmaco e inferir a respeito do

mecanismo do processo.
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MATERIAIS E METODOS
1 REAGENTES

Para o preparo das nanopatrticulas utilizaram-se 0s seguintes reagentes:

- PLGA (Sigma Aldrich, L:G 75:25, massa molar de 66 a 107 kDa);

- Tween® 80 (Sigma Aldrich);

- Acetato de dexametasona (Tianjin Tianyao Phar - China, pureza de 101,21%);
- Acetona P.A. (Synth);

- Etanol Absoluto P.A. (Synth).

Para o desenvolvimento e validacdo do método analitico de quantificacdo do
farmaco utilizou-se:

- Acetonitrila (TEDIA®, grau cromatogréafico);

- Metanol (TEDIA®, grau cromatografico);

- Agua ultra pura (Milli-Q, grau cromatografico);

- Acetato de dexametadona padrao (Sigma Aldrich, pureza > 99%).

Os ensaios de liberacéo foram realizados em tampéo fosfato salino (PBS), pH =
7,4 no intuito de simular a condicdo ocular e os demais testes foram realizados em
agua destilada. Neste trabalho utilizou-se o PLGA em razéo L:G 75:25. Esta escolha
foi devido a resultados anteriores de trabalhos do grupo de pesquisa com este
polimero (SANTOS e FIGUEIREDO, 2012).

2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Foram utilizados 0s seguintes materiais e equipamentos:

- Balanca Analitica (Mettler Toledo AE200, Brasil);

- Centrifuga (Eppendorf 5514 R, Brasil);

- Potencial Zeta (Malvern Instruments Ltd, Inglaterra);

- MEV (JEOL JSM - 6360LV, Japéo);

- DSC (Poly Science — K-A101006731, EUA);

- Liofilizador Modulyo D Freeze Dryer (Thermo Electron Corporation);
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- Lavadora Ultrassonica (Unique, Brasil);

- Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Waters® - bomba Waters® 515 e auto-
injetor Waters® 717 plus, detector Waters® 486 UV-VIS;

- Coluna cromatografica - ChromolithTM C18, de 4,6 mm de diametro, 100 mm
de comprimento, particula de 5 um (Merk, Alemanha);

- Membrana de filtracdo de celulose de 0,45 ym (Durapore, Millipore®, Brasil);

- Banho térmico (Frigomix B. Braun Biotech International, Alemanha) com
regulador térmico (Thermomix B. Braun Biotech International, Alemanha) acoplado;

- Dispositivo de filtragdo centrifuga de celulose regenerada Amicon® Ultra 3K —
3000 NMWL (Millipore®, Brasil);

3 PREPARO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de PLGA sem a adi¢cdo do farmaco foram preparadas pela
técnica de nanoprecipitacdo. Primeiramente, o polimero foi dissolvido em acetona,
constituindo a fase dispersa. Esta solugédo foi transferida, por gotejamento, para uma
fase continua, composta por agua e etanol, sob agitacdo magnética, contendo um
tensoativo. O etanol foi utilizado com o intuito de diminuir a possibilidade de hidrélise
do polimero.

Neste trabalho, foi investigada a utilizacdo de solventes ndo organoclorados,
como a acetona, minimizando os possiveis efeitos de toxicidade. Ja o tensoativo
utilizado foi o Tween® 80. A Figura 18 ilustra a montagem utilizada para o

gotejamento.

Figura 18: Montagem experimental para gotejamento.
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A mistura resultante foi mantida sob agitacdo magnética por 5 horas em
temperatura ambiente para a evaporacdo dos solventes volateis. Logo depois, a
mistura foi centrifugada a 15700 g por 40 min, para separacdo das nanoparticulas
formadas, e lavadas com agua destilada, garantindo a retirada de residuos. A fracéao
solida foi eluida em 1 mL de agua destilada e acondicionada em tubos plasticos para
posterior ensaios de caracterizagao.

As variaveis investigadas durante o preparo das nanoparticulas foram: fracédo
volumétrica de etanol na solucao etanol/agua, que variou de 0,5 a 0,8; concentracao
de surfactante, sendo avaliada na faixa de 2 a 6 % (m/v); concentracdo de polimero,
variando de 3,7 a 7,4 g/L; e razdo volumétrica das fases dispersa/continua, na
proporcao de 0,25 a 0,5. A avaliacdo destes parametros foi realizada por meio de
um planejamento experimental 2** com réplicas no ponto central. Os resultados
apontaram a condi¢cdo mais adequada para o preparo das nanoparticulas contendo
o farmaco.

O método de preparo das nanoparticulas contendo acetato de dexametasona foi
semelhante ao descrito acima, sendo o farmaco adicionado a fase continua, ja
contendo o PLGA e a acetona. A concentracdo méaxima de acetato de
dexametasona foi de 200 pg/mL de suspensdo. As nanoparticulas formadas, apés

centrifugacéo, foram também armazenadas em tubos de plastico e avaliadas.

4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A caracterizacdo das nanoparticulas consistiu na avaliacdo morfologica,
distribuicdo de tamanho de particula, determinacdo do potencial zeta, determinacao
da quantidade de farmaco encapsulado nas nanoestruturas, estudo da cinética de
liberacdo do farmaco e avaliacdo da estabilidade. O conjunto de informacgdes obtidas
pelas técnicas de caracterizagdo dos sistemas pode conduzir & proposicdo de
modelos que descrevam a organizagado das nanoparticulas e o perfil de liberacéo do
farmaco.

Para as analises de microscopia eletrbnica de varredura e calorimetria
diferencial de varredura, as amostras de nanoparticulas foram previamente
liofilizadas, uma técnica de separacdo baseada na sublimacéo. Para a liofilizac&o,

congelaram-se as amostras em N liquido ou gelo seco. A temperatura foi mantida
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em -55 °C e a pressdo estavel durante o procedimento. A liofilizac&o foi realizada na
Fundacao Ezequiel Dias, FUNED.

4.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura, MEV, foi realizada com o objetivo de
visualizar da morfologia das nanoparticulas e inferir a respeito da estrutura das
amostras. O principio de funcionamento do MEV consiste na emissdo de feixes de
elétrons por um filamento de tungsténio, mediante a aplicacdo de uma diferenca de
potencial. Este fluxo de elétrons sobre a superficie amostra gera uma imagem da
sua topografia. No caso de andlises que envolvem materiais sensiveis ao feixe
eletrébnico, como polimeros, as amostras devem ser previamente metalizadas
(DEDAVID et al., 2007). Dessa forma, a amostra obtida foi submetida a um prévio
recobrimento por uma fina camada de ouro. A diferenca de potencial aplicada
durante o procedimento foi de 10 kV.

As analises de MEV foram realizadas no Centro de Microscopia da Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG (CM-UFMG).

4.2 Potencial Zeta

O potencial zeta consiste no potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de
espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo (SCHAFFAZICK et. al,
2003). Dessa forma, o potencial zeta é a diferenca de tensdo elétrica entre a
superficie da particula e sua suspensdo liquida, permitindo inferir sobre a
estabilidade do sistema. No mesmo equipamento, foram avaliados também o
tamanho e a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas por espalhamento dinamico
da luz.

As amostras foram previamente diluidas em agua destilada na razédo 1:3 e
dispersas em banho de ultrassom. Os resultados foram apresentados como a média

de trés medidas.
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Os ensaios de potencial zeta foram realizados em parceria com a professora
Rosana Zacarias Domingues, no Departamento de Quimica/UFMG.

4.3 Calorimetria Diferencial de Varredura

Andlise térmica € um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacao, é
monitorada em funcdo do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da
amostra, sob uma atmosfera especifica, é submetida a uma programacédo
controlada. Os resultados da analise térmica fornecem dados para a identificacéo de
alteracdes na conformacdo e ou no empacotamento das cadeias poliméricas em
funcdo das modificacdes quimicas sofridas durante o processo de encapsulamento
do farmaco (DENARI e CAVALHEIRO, 2012). As analises térmicas foram
conduzidas no Departamento de Metalurgia/lUFMG em parceria com o professor
Rodrigo Oréfice.

Testes de calorimetria diferencial de varredura, DSC, foram realizados para
determinar a temperatura de transicéo vitrea do PLGA com o objetivo de inferir a
respeito das mudancas conformacionais do polimero em funcéo do teor de acetato
de dexametasona e também da rota de preparo das nanoparticulas. Nestes ensaios,
cerca de 10 mg da amostra foram aquecidos de 30 a 80 °C, a uma taxa de 10°C/min
e resfriados até 10 °C na taxa de 10 °C/min, para remover a histéria térmica do
polimero. Logo depois, procedeu-se uma nova etapa de aquecimento de 10 a 80 °C,
a 10 °C/min, sob atmosfera de N, a 30 mL/min. A T, do material foi obtida a partir da

curva do segundo aquecimento.

4.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O objetivo da cromatografia € separar individualmente os constituintes de uma
mistura para sua identificagdo, quantificacdo ou obtencdo da substéncia pura. A

propriedade fisica envolvida neste processo € a diferenca de afinidade das

substancias, sendo que a separacdo da-se pela migracdo da amostra através de
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uma fase estacionaria por intermédio de um fluido, chamado de fase moével. Os
componentes da amostra se distribuem entre as duas fases e sdo transportados
pela coluna cromatografica. O equilibrio de distribuicdo determina a velocidade em
gue cada componente migra através do sistema (ARGENTON, 2010).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLAE, a amostra € dissolvida em um
solvente e introduzida na coluna preenchida com a fase estacionéria. A fase movel é
bombeada com vaz&o constante e desloca os componentes da mistura através da
coluna. Estes se distribuem entre as duas fases de acordo com suas afinidades. As
substancias com maior afinidade pela fase estacionaria movem-se mais lentamente.
Ao sair da coluna, os componentes passam por um detector (ARGENTON, 2010).

As analises de CLAE foram utilizadas para determinar a eficiéncia de
encapsulamento de acetato de dexametasona nas nanoparticulas de PLGA, bem
como quantificar sua liberagdo durante os ensaios. Os testes foram realizados no

laboratério de tecnologia farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG.

4.4.1 Desenvolvimento e validacdo do método de andlise de acetato de
dexametasona por CLAE

O desenvolvimento do método analitico de andlise para o farmaco acetato de
dexametasona por CLAE foi realizado por meio de adaptacdes de métodos ja
descritos na literatura. A validagdo do método foi feita de acordo com a resolugéo n°
899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, e com o Guia de
Esclarecimentos sobre a Aplicacdo da RE N° 899/2003 (ANVISA, 2008).

Inicialmente, definiu-se o comprimento de onda de absorbancia maxima do
farmaco acetato de dexametasona, segundo trabalho de CUNHA (2011). A fase
movel utilizada constituiu-se de solucdo de acetonitrila, ACN, em agua. Foram
testadas diferentes propor¢des da fase mével em vazdes variando entre 1,0 e 2,0
mL/min e os modos de operagéo isocratico e gradiente, como mostrado na Tabela 5.
O volume de injecdo foi de 20 pL e os ensaios foram realizados em temperatura
ambiente de 25 °C. O comprimento de onda de absorbancia maxima do farmaco
acetato de dexametasona foi 235 nm.

No modo de vazdo gradiente a proporcdo da fase moével é definida no

equipamento por meio de uma programacdo, como mostrado na Tabela 4. Dessa
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forma, tem-se uma corrida mais seletiva, sendo maior a possibilidade de separacéo

do farmaco dos demais constituintes.

Tabela 4: Proporcao da fase movel e vazdes utilizadas nos testes.

Modo de vazdo | Fase Movel (ACN/Agua) | Tempo (min) | Vazdo (mL/min)
Isocratico 35:65 8 1,2-2,0
Isocrético 40:60 8 1,2-15

10:90 3
Gradiente 50:50 5 1,0
90:10 10
30:70 0
70:30 4
. 70:30 5
Gradiente 9010 5 1,0
90:10 7
70:30 10

Segundo a ANVISA (2003), o objetivo de uma validacdo € demonstrar que o
método € apropriado para a finalidade pretendida, sendo que todo método
desenvolvido e ndo descrito em farmacopeias ou formularios oficiais deve ser
validado. Foram avaliados 0s seguintes parametros: seletividade, linearidade,
precisao, exatidao, limite de deteccao e limite de quantificacéo.

A seletividade verifica a capacidade de o método medir exatamente um
composto na presenca de outros componentes, como impurezas, produtos de
degradacdo e demais constituintes do sistema. A seletividade para o farmaco
acetato de dexametasona foi avaliada pela analise cromatografica de todos os
componentes do sistema separadamente, sendo 0s cromatogramas obtidos
posteriormente analisados em conjunto.

O estudo da linearidade permite demonstrar que as respostas obtidas s&o
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especifico. As solucdes padrdes obtidas para constru¢do da curva analitica
foram filtradas em membrana com tamanho de poro de 0,45 pym e injetadas em
triplicata no cromatégrafo, registrando-se 0s respectivos valores das areas. Os
resultados foram tratados estatisticamente pelo teste dos minimos quadrados,

obtendo-se a regressao linear.
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A curva analitica foi construida em cinco niveis de concentracdo, no intervalo de
4 a 80 pg/mL. Para tanto, preparou-se uma solugcdo estoque de acetato de
dexametasona em ACN de 100 ug/mL e a partir desta, realizou-se diluicbes
conforme descrito na Tabela 5. Para a solucdo estoque pesou-se exatamente 2,5
mg do padrdo acetato de dexametasona e transferiu-se para um baldo volumétrico
de 25 mL, tendo seu volume aferido com ACN. Com o auxilio de uma pipeta
automatica retirou-se aliquotas da solugdo estoque e transferiu-se para baldes

volumétricos. Foram preparadas solucdes para a construcao de trés curvas.

Tabela 5: Sequéncia de dilui¢cdes realizadas para constru¢do da curva analitica.

Aliquota (mL) | Baldo volumétrico (mL) | Concentragao teérica final (ug/mL)
1,0 25 4,0
2,0 20,0
4,0 40,0
6,0 10 60,0
8,0 80,0

A precisao € a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas, sendo neste trabalho, avaliada em dois niveis: precisdo intra-corrida e
inter-corrida. A primeira permite verificar a repetibilidade dos resultados dentro de
um curto periodo de tempo e a segunda visa confirmar a concordancia dos
resultados em dias diferentes. Para tal, foram realizadas seis determinacdes
consecutivas de solugbes do farmaco na concentracdo média da curva de
linearidade, 40 pg/mL. No caso do teste de precisdo inter-corrida, a analise foi
realizada em dois dias.

A exatiddo é calculada como a porcentagem de recuperacao de uma quantidade
conhecida do farmaco quando presente em solu¢do de todos os constituintes do
sistema. A exatiddo do método é determinada em trés niveis de concentracéo,
sendo elas os pontos minimo, médio e maximo da curva de linearidade, com trés
réplicas cada. Assim, o resultado é expresso pela relagcdo entre a concentragcao
meédia determinada experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente,
devendo estes estar entre 80 e 120%. Para o teste de exatiddo, 1 mL de solucéo do
padrao acetato de dexametasona nas concentracdes de 8, 80 e 160 pg/mL foram
adicionadas a tubos plasticos j& contendo 1 mL de solugdo dos constituintes nas

concentracdes definidas de preparo. Desse modo, a concentracdo final do padrdo
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nos tubos foi mantida em 4, 40 e 80 ug/mL, previamente determinadas pela curva de
linearidade.

A menor concentracdo do analito que pode ser detectada, mas né&o
necessariamente quantificada sob condi¢cdes experimentais estabelecidas, constitui

o limite de deteccao, LD. Ele pode ser expresso pela Equacéo 9.

LD = — (9)

Sendo DP o desvio padrdo do intercepto com o eixo das ordenadas de, no
minimo, trés curvas de calibragao; e B o coeficiente angular da curva de calibragéo.

O limite de quantificacéo, LQ, € a menor quantidade do analito em uma amostra
gue pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicdes

experimentais estabelecidas e pode ser expresso pela Equacao 10.

__10-DP

LQ == (10)

DP e B possuem o mesmo significado que na Equacéo 9.

4.5 Eficiéncia de encapsulamento

A determinacdo da quantidade de farmaco associada a sistemas de
nanoparticulas é dificultada pelo tamanho reduzido destas. A separacdo da fracéo
de farmaco livre da fracdo associada requer técnicas especificas. Segundo
SCHAFFAZICK e colaboradores (2003) uma técnica de separacdo bastante utilizada
€ a ultracentrifugacdo, na qual a concentracdo de farmaco livre, presente na
suspensado é determinada no sobrenadante ap0s a centrifugagdo. A concentracdo
total de farmaco € geralmente determinada pela completa dissolugdo das
nanoparticulas em um solvente adequado. A concentracdo de farmaco associada as
nanoestruturas é calculada pela diferenca entre a fracéo livre e total.

Diversos fatores podem influenciar na eficiéncia de encapsulamento nestes

sistemas, dentre 0s quais destacam-se as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
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utilizado, o pH do meio, a natureza do polimero e as caracteristicas da superficie
das particulas (SCHAFFAZICK et. al., 2003).

O doseamento do farmaco encapsulado foi realizado baseando-se na
guantidade total empregada no preparo das nanoparticulas. Uma aliquota do
sobrenadante obtido ap6s a centrifugacdo das nanoparticulas foi retirada para
andlise, por CLAE, da concentracdo de farmaco livre. A amostra sobrenadante foi
previamente diluida em ACN na proporc¢éo 1:1, garantindo a faixa de trabalho dentro
dos limites do método analitico, e filtrada em membrana 0,45 pm.

A concentragdo analisada de acetato de dexametasona remanescente na
solucéo foi utilizada para o calculo da eficiéncia de encapsulamento, como mostrado
pela Equacédo 11, de acordo com Mainardes (2007) e Ali e colaboradores (2013).

PN , Concentracao inicial de Acetato de DEX—Concentracao remanescente de Acetato de DEX
Eficiéncia = ——— -100 (11)
Concentragdo inicial Acetato de DEX

4.6 Testes de liberacao

SOPPIMATH e colaboradores (2001) descreveram técnicas para o estudo da
liberacdo in vitro de farmacos a partir de nanoparticulas. Os métodos mais
comumente utilizados séo a difusdo em sacos de didlise, ultracentrifugacao, filtracéo
a baixa pressdo ou ultrafiltracdo/centrifugacdo. A liberacdo dos farmacos a partir
destes sistemas depende de diferentes fatores como dessorcao e difusdo através da
matriz polimérica ou na parede das particulas, erosdo da matriz ou uma combinacgao
dos processos de difusdo e erosao. Os testes de liberacdo foram realizados pela
técnica de ultrafiltracdo/centrifugacdo, utilizando-se membranas de filtracdo
centrifuga Amicon®.

Os ensaios de liberagéo foram realizados em solugéo tampao fosfato salino, pH
7,4 a uma temperatura de 37°C. Em intervalos determinados de tempo foi recolhida
uma amostra do meio de liberacdo para quantificacdo da concentracdo de acetato
de dexametasona liberada.

As possiveis nanoparticulas removidas do sistema pela coleta das aliguotas

foram separadas pelo método de ultrafiltracdo/centrifugacdo a 1431 g por 10
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minutos. O filtrado foi recolhido e a concentragdo de farmaco livre analisada por
CLAE. A cada coleta de amostra, igual volume de meio de liberacdo foi reposto ao
sistema, garantindo que as condi¢cdes do processo ndo fossem alteradas. A Figura
19 apresenta o sistema utilizado para o teste de liberacdo, em banho térmico de
37°C.
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Figura 19: Montagem utilizada para os testes de liberacao.

Os calculos da fracdo de farmaco liberada foram realizados baseando-se na
concentracédo total encapsulada.

Realizaram-se testes preliminares de liberagdo com duracdo de 4 horas para
definir as condicbes mais adequadas de diluicdo e intervalo tempo de liberacao para
0 sistema. A partir destes resultados definiram-se as condi¢cdes para o teste de
liberacao.

A possibilidade de adsorcédo do farmaco na membrana Amicon® foi inicialmente
testada. Realizou-se a ultrafiltracao/centrifugacédo de uma amostra de concentragcéo
conhecida do farmaco. Apés o processo, analisou-se a concentracdo do filtrado por
CLAE.

Os dados obtidos pela andlise de cada aliqguota foram utilizados para a
montagem de graficos de liberagdo e ajuste de um modelo matematico. Neste
trabalho, quatro modelos cinéticos foram estudados, a fim de selecionar o mais
apropriado para descrever o perfil de liberagcdo do sistema. As equacdes foram
linearizadas e o critério de comparacgdo utilizado foi o parametro R?, coeficiente de
correlagcdo da regressao linear, conforme trabalhos de COSTA e LOBO (2001) e
SILVA e colaboradores (2012).
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RESULTADOS

1 PREPARO E CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS

Durante o processo de preparo das nanoparticulas, observou-se a formacéo de
uma solucéo turva, logo apos o gotejamento, conforme mostrado na Figura 20, tipica
da técnica de nanoprecipitacao.

Figura 20: Formacao de solugéo turva apos o gotejamento.

Apbs o tempo de evaporacédo, notou-se claramente a diminuicdo do volume da
mistura, evidenciando a saida dos solventes volateis. A mistura final apresentava

espuma, devido ao surfactante e turbidez, como mostrado na Figura 21.

Figura 21: Mistura resultante apos o tempo de evaporacao.
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O aspecto final da mistura, mostrado na Figura 21, é também descrito por
SOLANS e colaboradores (2005) para uma nano-emulsdo. Em trabalho apresentado
no XIX Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica, COBEQ, SANTOS e
FIGUEIREDO (2012) mostraram resultados interessantes quanto a producdo de
nanoparticulas de PLGA sem a utilizagdo de solventes organoclorados no processo
de preparo. Este trabalho é apresentado no Anexo C. Apresentam-se na Tabela 6

as condicdes operacionais investigadas pelo grupo.

Tabela 6: Condi¢bes operacionais investigadas para o preparo de nanoparticulas.

Condicao Minimo | Maximo
Fracdo volumétrica de etanol na solucéo etanol/agua 0,5 0,8
Concentragao de surfactante (% m/v) 2 6
Concentracao de polimero (g/L) 3,7 7,4
Razao volumétrica das fases dispersa/continua 0,25 0,5

Para avaliacdo destes parametros, foi conduzido um planejamento experimental
2*1, com triplicata no ponto central. A utilizacdo deste tipo de procedimento permite
discriminar as variaveis que afetam o sistema de forma significativa, além de permitir
a distincdo do grau de relevancia de cada uma delas. As varidveis foram
normalizadas na faixa +1 (maior valor), O (ponto central) e -1 (menor valor). Os
resultados de didametro das particulas e potencial zeta alcancados pelo grupo sao
apresentados na Tabela 7.

No presente trabalho, as condi¢cdes experimentais 4, 5, 8 e 9 foram novamente
avaliadas e os resultados reportados na Tabela 7.

A andlise dos resultados da Tabela 7 mostra que foi possivel preparar particulas
de dimensdo nanomeétrica, utilizando a metodologia proposta, ou seja, na auséncia
de solventes organoclorados. Os valores de potencial zeta negativos sdo devidos a
hidrolise do polimero, originando grupos carboxilicos na superficie das particulas.
Observa-se que nas condicdes experimentais 8 e 9, as particulas produzidas
apresentaram potencial zeta maior ou igual a 30 mV, em mddulo, o que indica
estabilidade da suspenséo. Nas condicoes 4 e 5, o resultado de potencial zeta
obtido indica sistemas com pouca estabilidade. Com excec¢éo das condicbes 4 e 5, 0
indice de polidispersdo, que fornece informacdes sobre a homogeneidade da
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distribuicdo dos tamanhos, foi baixo (< 0,3), indicando a formacdo de sistemas

monodispersos.

Tabela 7: Resultados obtidos para diferentes condi¢cdes operacionais para o

preparo de nanoparticulas de PLGA.

Fracdo Concentraca Concentraca
&0 ode e8| pazso dasfases | . Potencial
Teste | volumétrica i 0 de polimero di ~conti Didmetro (nm) PDI
deetanol | SY actante oL ispersalcontinua zeta(mV)
©mA)

1 1 1 1 1 3022+05 | -27+3 | 0,099
2 1 1 -1 -1 210+ 8 15+ 2 0,212
3 1 -1 1 -1 202 + 1 -ZS-g * | 0,085
4 1 -1 -1 1 (36+3)x10| -9+1 | 0330
> -1 1 -1 -1 (19+3)x10|-6.7+0.4 | 0,545
6 -1 1 1 1 241 + 4 25+2 | 0,127
7 -1 -1 -1 1 528+ 9 25+2 | 0,092
8 -1 -1 1 -1 279+ 1 -43+2 | 0,088
9 0 0 0 0 342+ 3 30+1 | 0,082
9 0 0 0 217 +1 27+2 | 0,075
9 0 0 0 238+3 |-85+05 | 0,066

para a condicdo experimental 8, realizado em triplicata.

PDI = indice de polidisperséo

Na Figura 22, € apresentado o resultado obtido para a analise de potencial zeta
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Figura 22: Resultado obtido de potencial zeta na condi¢do experimental 8.



Apresenta-se na Figura 23 o resultado obtido
condigéo 8, também em triplicata.
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Figura 23: Resultado obtido para tamanho de particula na condicdo experimental 8.

Os demais resultados obtidos para tamanho das particulas sdo apresentados no

Anexo A.
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Utilizou-se o programa Statistica 10 para ajustar os valores de diametro das
particulas e potencial zeta a funcdes polinomiais de 12 ordem em relacdo as
variaveis investigadas.

A Equacao 12 indica que as variaveis concentracdo de surfactante e razéo entre
as fases dispersa/continua, D/C, foram significativas para explicar o tamanho das
particulas, com nivel de variabilidade de 0,61.

Didmetro = (28 + 2)x10 — (5 %+ 2)x10 - Conc. Surfactante + (7 £+ 2)x10-D/C (12)

De acordo com a Equacédo 12, a variavel razdo D/C € mais significativa em
relacdo a variavel concentracdo de surfactante. Sendo que, um menor diametro é
obtido pelo aumento da concentracdo de surfactante e pela diminuicdo da razdo
D/C.

Este resultado é explicado pela maior estabilidade adquirida pelas particulas
nestas condi¢coes. Os tensoativos s&do substancias que modificam a tensao
interfacial em uma emulsdo, diminuindo a sua energia. O Tween® 80 é um
surfactante ndo i6nico, muito utilizado para estabilizar formulacbes aquosas de
medicamentos. A utilizacdo de um emulsificante neutro ndo altera a carga do
sistema desenvolvido. A maior concentracdo desta substancia na regido superficial
das nanoparticulas diminui a possibilidade destas se agregarem, garantindo
tamanhos menores (BOUCHEMAL et al.,, 2004; SOLANS et al., 2005; FAYAD,
2010). O efeito da razdo D/C ¢é explicado pela menor frequéncia de colisbes entre as
particulas formadas, diminuindo também a possibilidade de agregacéo.

A Figura 24 apresenta a relagcdo entre os valores observados e preditos pelo

modelo ajustado.
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Figura 24: Relacéo entre os valores observados e preditos para diametro das

particulas com nivel de confianca de 95%.

Como mostrado pela Figura 24, ha relacdo entre os valores observados e
preditos, visto que seguem uma tendéncia crescente. Observa-se aleatoriedade nos
dados plotados e a maioria destes situam-se proximos a média, dentro do intervalo
de confiancga, o que indica validade do modelo.

A Equacao 13 apresenta o0 ajuste obtido para o potencial zeta, com nivel de
variabilidade de 0,39. Apesar do modelo ndo explicar satisfatoriamente as variaveis,
todos os parametros obtidos sdo confiaveis, visto p-valor obtido < 0,05. O p-valor € a
probabilidade de se rejeitar a hipétese nula quando ela for verdadeira. Observa-se

gue somente a variavel concentracdo de polimero mostrou-se significativa.

Potencial zeta = —(22 + 3) — (8 £+ 3) - Conc. Polimero (13)

A utilizacdo de uma maior concentracdo de polimero no preparo das
nanoparticulas proporciona maior concentracdo de cargas negativas em sua
superficie, o que confere maior estabilidade a emulsdo, pela repulsdo entre
particulas de mesma carga superficial (repulsédo eletrostatica). A formacéo de cargas
negativas provavelmente é decorrente da hidrdlise da ligacdo éster presente no
PLGA durante o processo de eroséo do polimero.

A Figura 25 apresenta a relagcdo entre os valores observados e preditos pelo

modelo ajustado.
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Figura 25: Relacéo entre os valores observados e preditos para potencial zeta com

nivel de confianca de 95%.

De acordo com a Figura 25, diferenciam-se, claramente, trés faixas de valores de
abrangéncia do modelo. Esta divisdo € devido as faixas normalizadas, -1, 0 e +1. E
possivel que existam outras variaveis, ndo controladas, como o tempo de
evaporacao do solvente e velocidade de agitacdo da mistura, que estejam também
atuando no processo.

Os modelos obtidos permitiram distinguir as condicBes operacionais mais
adequadas para o preparo das nanoparticulas de PLGA contendo acetato de
dexametasona. Como a variavel fracdo volumétrica de etanol ndo se mostrou
significativa a partir dos modelos ajustados, decidiu-se pela utilizacdo do valor
minimo, pela maior facilidade de preparo da solucdo. Assim, as condicdes

operacionais selecionadas sdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8: Condi¢des operacionais selecionadas.

Condicao Valor

Fracdo volumétrica de etanol na solucéo etanol/agua | 0,5

Concentragao de surfactante (% m/v) 6

Concentracéo de polimero (g/L) 7,4

Razao volumétrica das fases dispersa/continua 0,25
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Realizou-se um ensaio nas condi¢des descritas na Tabela 8 em triplicata, com o
objetivo de comparar os resultados de tamanho e potencial zeta com aqueles
anteriormente obtidos. As nanoparticulas preparadas apresentaram um tamanho
meédio de (208 + 9) nm, com indice de polidisperséo igual a (0,14 = 0,01) e potencial
zeta médio de —(10,2 £ 0,4) mV. Estes resultados sdo mostrados na Tabela 9, sendo
o valor calculado a partir da média de trés medidas de cada amostra.

Tabela 9: Tamanho e potencial zeta para as nanoparticulas de PLGA.

Amostra | Tamanho (nm) | Potencial Zeta (mV) PDI
1 (24 £ 3)x 10 -10,8 £ 0,2 0,157 + 0,008
2 174+ 1 -14,4+£0,9 0,121 + 0,006
3 216 + 2 -5,5+0,2 0,13+ 0,02
Média 208 £ 9 -10,2+0,4 0,14 £ 0,01

As particulas apresentaram tamanho médio semelhante aos das condicdes
experimentais 2 e 3, mostradas na Tabela 7. GOMEZ-GAETE e colaboradores
(2007) alcancaram também um resultado semelhante. As nanoparticulas de PLGA
apresentaram tamanho médio de 230 nm e potencial zeta igual a -4 mV, utilizando
uma mistura de diclorometano e acetona como solvente. Resultado semelhante
também foi reportado por ALI e colaboradores (2013) que obtiveram nanoparticulas
de tamanho de 140 a 298 nm, dependendo das condicbes operacionais
empregadas, utilizando como solvente acetona.

Para o0 preparo das nanoparticulas de PLGA contendo acetato de
dexametasona, utilizou-se a condicdo operacional estabelecida, conforme
apresentado na Tabela 9, com o acréscimo de 2 mg do farmaco ao sistema, de
modo que a concentracdo maxima de farmaco foi de 200 pg/mL. As nanoparticulas
contendo acetato de dexametasona apresentaram tamanho médio de (540 £ 4) nm,
com indice de polidisperséo igual a (0,07 + 0,01) e potencial zeta igual a —(2,5 = 0,3)

mV, como mostrado nas Figuras 26 e 27, respectivamente.
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Figura 26: Resultado obtido para tamanho das particulas de PLGA contendo

acetato de dexametasona.
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Figura 27: Resultado obtido para potencial zeta das particulas de PLGA

contendo acetato de dexametasona.

Comparando-se os resultados das nanoparticulas sem acetato de dexametasona
com os obtidos para as nanoparticulas contendo o farmaco, observa-se que a
adicdo do acetato de dexametasona ao sistema elevou o tamanho das
nanoparticulas preparadas, provavelmente devido a intera¢des entre o farmaco e as
cadeias do polimero. Em relacdo ao potencial zeta, os valores foram mantidos
préximos e ainda abaixo de 30 mV, em maodulo.

Com o intuito de inferir a respeito da estabilidade do sistema, foram efetuadas
novas medidas de tamanho, PDI e potencial zeta nas amostras descritas
anteriormente. A Tabela 10 apresenta a comparacao destes resultados, sendo que a

segunda medida foi realizada com um intervalo de tempo de sete meses da primeira.
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Tabela 10: Comparacéo dos resultados de tamanho, PDI e potencial para as

nanoparticulas brancas e contendo o farmaco para avaliagdo da estabilidade.

Medida Amostra Tamanho (nm) | Potencial zeta (mV) PDI
1 Nanoparticulas 208 +£9 -10,2+0,4 0,14 £ 0,01
sem acetato de
2 dexametasona 167 +1 -13,3+04 0,10 +0,01
1 Nanoparticulas 540 £ 4 -2,5+0,3 0,07+ 0,01
o | ¢ontendo acetato 532 % 6 0901 0,13 0,02

de dexametasona

De acordo com os resultados da Tabela 10, os parametros avaliados sofreram

pequenas alteracbes apos sete meses de armazenamento. Dessa forma, h& indicio

de estabilizacdo do sistema pelo surfactante, impedindo a aglomeracdo das

particulas. Estes resultados indicam que a estabilizacdo do sistema é adquirida pela

formacdo de uma protecdo por impedimento estéreo pelo surfactante, conforme
observado por BOUCHEMAL e colaboradores (2004).

Para as demais caracterizacdes do sistema, as nanoparticulas obtidas foram

liofilizadas. Primeiramente, realizou-se uma liofilizacéo por 5 horas. A temperatura foi

mantida em -55 °C. Ao final deste processo, observou-se a formacdo de uma

camada de gel nas amostras, mostrando que a liofilizagdo néo foi eficiente. A Figura

28 apresenta o0 aspecto das amostras apos a liofilizagéo.

Figura 28: Amostras liofilizadas com formacéo de gel na superficie.

Com o objetivo de avaliar o tempo de liofilizacdo, realizou-se um novo

procedimento por 24 horas com temperatura mantida em -39 °C. O aspecto
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gelatinoso das amostras foi observado novamente. A partir deste resultado, acredita-
se que ainda exista solvente residual nas amostras, o que impede a sua completa
liofilizacdo. Outra questdo a se observar seria a concentracdo de surfactante
utilizada no preparo das nanoparticulas, conforme descrito por ABDELWAHED e
colaboradores (2006).

A literatura descreve também a necessidade do uso de um agente crioprotetor,
como glicose, sacarose e manitol, para a liofilizacdo de amostras de nanoparticulas
na tentativa de manter as suas caracteristicas iniciais de tamanho de particula. Este
efeito protetor é atribuido a formagdo de uma camada amorfa ao redor das
particulas, promovendo um espagamento entre as mesmas durante o congelamento
e ainda pelas ligacdes de hidrogénio que os grupos hidroxila dos acucares podem
estabelecer com a agua (SCHAFFAZICK et al., 2003; ABDELWAHED et al., 2006;
HOLZER et al., 2009). Assim, realizou-se também a liofilizacdo de nanoparticulas
contendo sacarose como agente crioprotetor. A sacarose foi adicionada a fase
continua para o preparo das nanoparticulas na concentracdo de 5% (m/v). As
amostras foram liofilizadas por 24 horas. Mais uma vez, o processo nao foi eficiente
e as amostras apresentaram o mesmo padrdo de comportamento ilustrado na Figura
28.

A aplicabilidade industrial de nanoparticulas dispersas em meio aquoso pode ser
limitada, devido a problemas de baixa estabilidade fisico-quimica, em periodos de
armazenamento prolongado. A estocagem do produto liofilizado é uma alternativa
para garantir maior estabilidade (CHACO'N et al., 1999; ABDELWAHED et al., 2006;
HOLZER et al., 2009). Diante disto, € interessante procurar meios de tornar possivel
a liofilizacdo do material. Uma alternativa seria a dialise das amostras antes da
liofilizacdo para a remocdo de solventes organicos. Esta possibilidade ndo foi
verificada neste trabalho.

Parte da amostra liofilizada foi utilizada para as analises de MEV e DSC.

1.1 Microscopia eletrdnica de varredura

As analises por MEV da amostra liofilizada de nanoparticula contendo o farmaco

possibilitaram a visualizagdo da morfologia do material e também a inferéncia a
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respeito do tamanho das particulas. Na Figura 29, sdo mostradas as micrografias
obtidas.
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Figura 29: Micrografias obtidas por MEV para as nanoparticulas contendo o farmaco.

As imagens obtidas ndo apresentaram boa qualidade, porém é possivel observar
particulas esféricas com didametro de cerca de 500 nm. Tomando-se em conjunto
estes resultados e aqueles obtidos pela técnica de espalhamento dinamico da luz, é

possivel aceitar o tamanho médio de 540 nm para as particulas preparadas.

1.2 Calorimetria diferencial de varredura

A caracterizacdo de propriedades térmicas, atraveés da temperatura de transicao

vitrea, Ty, foi utilizada para avaliar as mudancas conformacionais do material durante

0 preparo das nanoparticulas e inferir sobre o tipo de interacdo existente nas
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7

cadeias do polimero quando o farmaco € adicionado ao sistema. A Figura 30

apresenta o resultado obtido para o segundo aguecimento das amostras.
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Figura 30: Curva de DSC para as amostras, sendo nanoparticulas sem o farmaco
(linha tracejada), nanoparticulas contendo o farmaco (linha pontilhada) e PLGA
(linha cheia).

Observa-se que o perfil de comportamento do PLGA € significativamente
diferente dos perfis obtidos para as nanoparticulas, com e sem acetato de

dexametasona, o que indica que o processamento do polimero altera a conformacgéo

da macromolécula.
Os valores das Ty, verificados a partir dos picos endotérmicos resultantes nas

curvas de DSC, sao mostrados na Tabela 11.

Tabela 11: Variagado da T4 para as amostras analisadas.

Amostra T4 (°C)
PLGA (75:25) 37
Nanoparticulas sem acetato de dexametasona 27
Nanoparticulas contendo acetato de dexametasona 25
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De acordo com os resultados da Tabela 11, a T4 do polimero encontra-se igual a
temperatura de trabalho, 37°C, o que indica maior possibilidade de eroséo durante a
liberacdo do farmaco. Ao se comparar o resultado da Ty do polimero com as
nanoparticulas, observa-se um abaixamento significativo, 0 que aponta que o
processo de preparo provocou uma nova organizacdo das cadeias. Para as
nanoparticulas sem acetato de dexametasona e aquelas contendo o farmaco, a
alteracéo na T4 € pouco significativa. Este resultado pode ser interpretado de duas
formas, conforme descrito por GOMEZ-GAETE e colaboradores (2007): é possivel
que a interacdo entre o farmaco e a matriz do polimero seja somente fisica, ndo
havendo interacdo quimica, ou ainda que, a quantidade de acetato de
dexametasona encapsulada € baixa para observar tal diferenca. Outra possibilidade,
mais plausivel considerando os resultados de liofilizacdo, € a presenca de solvente
residual nas amostras, que plastificou o polimero e provocou a diminuicdo de cerca
de 10°C na Ty.

2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

De acordo com o trabalho de CUNHA (2011), o comprimento de onda de
absorbancia méaxima do farmaco acetato de dexametasona encontra-se em 235 nm,
segundo varredura realizada em espectrofotbmetro Hewlett Packard® HP 8453. Este
resultado € apresentado na Figura 31, sendo que a varredura foi realizada em um
intervalo de 200 a 400 nm.

Q02 - -
200,00 250.00 LOLO 020 0000

Figura 31: Espectro de varredura do farmaco acetato de dexametasona.
CUNHA (2011)
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Foram avaliadas diferentes proporc¢des para fase movel, composta de acetonitrila
em agua, até obtencdo de uma resolucao cromatografica satisfatéria entre o farmaco
os demais constituintes do sistema, sendo eles acetona, etanol, PLGA e Tween® 80.
Dessa forma, foi selecionado o modo de vazao gradiente, em que a proporcdo da
fase mével varia em funcdo do tempo segundo uma programacdo, apresentada na
Tabela 12. O tempo de corrida estipulado foi de 10 minutos, sendo que o farmaco

acetato de dexametasona apresentou tempo de retencao de 6,8 minutos.

Tabela 12: Variacéo da fase mével em funcéo do tempo.

Tempo (min) | ACN (% v/v) | Agua (% v/v) | Eluicéo
0 30 70 Equilibrio
0>4 70 30 Gradiente
4->5 70 30 Isocrético
526 90 10 Gradiente
6>7 90 10 Isocrético
7 2>10 30 70 Gradiente

Apoés cada injecdo foi mantida a proporcdo de equilibrio por 10 minutos para
garantir a estabilidade da coluna. Assim, as condi¢Bes de analise determinadas sdo
apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13: Parametros cromatograficos para a determinagéo do farmaco.

Fase movel Acetonitrila:Agua
Vazao 1,0 mL/min
Modo de vazao Gradiente
Tempo de corrida 10 min
Comprimento de onda 235 nm
Volume de injegéo 20 pL
Temperatura aproximada 25°C

Apresenta-se na Figura 32 o cromatograma obtido para a injecdo do padréo
acetato de dexametasona na concentracdo de 200 pg/mL, nas condicoes

estabelecidas pelo método.
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Figura 32: Cromatograma do padréo acetato de dexametasona.

A Figura 33 apresenta os cromatogramas obtidos para os constituintes do
sistema, visualizados separadamente.

Como mostrado na Figura 33, os cromatogramas obtidos para acetona e PLGA
apresentaram picos em 2 minutos e a intensidade da curva é relativa a concentracéao
da amostra. Assim, o método desenvolvido foi seletivo, uma vez que os demais
constituintes ndo se apresentaram como interferentes, ou seja, ndo existem picos
com o mesmo tempo de retencdo que o farmaco. Os produtos de degradacdo do

polimero poderiam atuar como interferentes, devendo estes ser também avaliados.
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Figura 33: Cromatogramas obtidos para o teste de seletividade. (a) Tween® 80; (b)

Acetona; (c) Acetato de dexametasona; (d) Etanol; (e) PLGA.

2.1 Linearidade

O método proposto apresentou-se linear para a faixa de concentracao (4 — 80
ug/mL) definida. A curva de calibracdo foi montada a partir da média das areas de
trés picos obtidos de pesagens diferentes. Na Tabela 14, sdo apresentados o0s

dados obtidos para a montagem da curva de calibracéo.
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Tabela 14: Dados para a montagem da curva de calibragéo.

Concentracao (ng/mL) Area Média = Desvio padréo
178365
4 170533 (19 + 3) x 10*
231016
922218
20 902849 (90 + 2) x 10*
885405
1955739
40 1897626 (20 + 1) x 10°
2155769
2855123
60 2733951 (29 + 2) x 10°
3090983
3914266
80 3706310 (40 + 3) x 10°
4243738

A Figura 34 apresenta as trés curvas montadas a partir dos dados obtidos, como

forma de comparagéo.
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Figura 34: Curvas de calibragdo para andlise da linearidade do método proposto.
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A Equacéo 14 apresenta o ajuste linear obtido a partir dos dados da Tabela 14,
sendo R = 0,999 + 0,001. A anélise de variancia verificou a regress&o significativa e
desvio da linearidade nao significativo (p-valor < 0,05).

Area = (50 +4)x 103 - Concentragdo — (33 +2)x 103 (14)

Na Figura 35, é apresentado o ajuste linear obtido para os dados.
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Figura 35: Curva analitica obtida.

2.2 Precisao

A precisédo obtida durante os testes foi expressa em termos do desvio padréo
relativo (DPR) das seis amostras medidas, ndo se admitindo valores superiores a
5%. Os resultados foram analisados em termo das concentracbes e sé&o

apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15: Desvios padréo relativos obtidos no teste de precisao.

Dia 1 Dia 2
Amostra | Concentragcdo (ug/mL) | Amostra | Concentracao (pug/mL)
1 40 1 45
2 42 2 42
3 40 3 45
4 44 4 42
5 42 5 46
6 43 6 44
Média £ DP: 42 + 2 Média £ DP: 44 + 2
DPR: 4 % DPR: 4 %

Como observado na Tabela 15, os valores de DPR obtidos encontraram-se

abaixo de 5%, garantindo que o método proposto apresenta precisdo adequada.
2.3 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada a partir da recuperacado do padrdo quando
este esta contido em solucdo dos demais constituintes do sistema, sendo eles:

PLGA, etanol, acetona e Tween® 80. Os resultados sido mostrados na Tabela 16.

Tabela 16: Porcentagem de recuperacéo do acetato de dexametasona na
avaliagdo da exatiddo do método.

Concentracao (ug/mL) 4 40 80
89 95 91
Recuperacéao (%) 87 99 92
88 95 91

Média + DP 88+1(96+2|91,3+0,6

De acordo com os valores da Tabela 16, o método apresentou exatiddo, uma
vez que a porcentagem de recuperagdo de farmaco estd de acordo com a requerida,
entre 80 e 120%.
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2.4 Limite de deteccdao e quantificacao

O limite de deteccao foi calculado de acordo com a Equacao 9, anteriormente
apresentada, obtendo-se um valor de 1,41 pg/mL. Este resultado representa o
menor valor em que o pico de eluicdo do farmaco apresentaria boa aparéncia.

Para o célculo do limite de quantificacdo utilizou-se a Equacao 10, obtendo-se o
valor de 4,69 pg/mL, sendo esta a menor concentracdo em que se conhecem a
exatidao e a precisdo do método.

Apresentam-se, na Tabela 17, os dados da validagdo da metodologia analitica
de modo resumido. Os testes comprovaram a validade do método, possibilitando a

sua utilizacao nos estudos de encapsulamento e liberacéo do farmaco.

Tabela 17: Parametros de validagcédo do farmaco acetato de dexametasona.

Parametro Resultado
Seletividade Positivo

Linearidade R®=0,999

Preciséo DPR < 5%

Exatidéo 88% a 96%

Limite de deteccao 1,41 pg/mL

Limite de quantificacdo | 4,69 pg/mL

3 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

A eficiéencia de encapsulamento do farmaco foi avaliada pela analise da
concentracdo, por CLAE, do sobrenadante obtido apds processo de centrifugacao
das nanoparticulas preparadas e os resultados sdo mostrados na Tabela 18. A
eficiéncia de encapsulamento foi calculada a partir da média dos valores obtidos

para trés amostras.
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Tabela 18: Eficiéncia de encapsulamento.

Amostra Concentracao de acetato de Eficiéncia (%)
dexametasona remanescente (ug/mL)
1 131 34
2 91 55
3 92 54
Média + DP (10 £ 2) x 10 (4,8 +1)x 10

O célculo em termos da massa de polimero utilizada no preparo das
nanoparticulas confere um valor de 96 g de acetato de dexametasona em 37 mg de
PLGA.

Pode-se comparar este resultado com o trabalho de GOMEZ-GAETE e
colaboradores (2007). Os resultados destes autores indicam uma concentracdo de
230 pg/100 mg de PLGA, utilizando uma mistura de diclorometano e acetona como
solvente e 10 mg de farmaco. A extrapolacdo dos valores obtidos neste trabalho
para efeito comparativo mostra que é possivel encapsular 259 ug/100 mg de PLGA,
tendo como solvente somente acetona. ALl e colaboradores (2013) também
empregaram a técnica de nanoprecipitacdo para o preparo das nanoparticulas,
utilizando como solvente acetona, e alcancaram um resultado de encapsulamento
de dexametasona que variou de 52 a 89%, dependendo das condicdes operacionais

empregadas.

4 TESTES DE LIBERACAO

4.1 Teste de adsor¢cdo na membrana

A possibilidade de adsor¢do do farmaco na membrana Amicon® Ultra 3K,
utilizada para a separacdo das nanoparticulas durante os testes de liberacdo foi
verificada pela analise de uma amostra de concentracdo de 40 pg/mL de acetato de
dexametasona. Esta solucéo foi obtida a partir da diluicdo de uma solucdo estoque
de concentracdo igual a 400 pg/mL. Os resultados da analise por CLAE sé&o

apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19: Resultados obtidos para o teste de adsor¢édo na membrana.

Amostra | Concentragéo (ug/mL)
1 33
2 33
3 32
Média £ DP 32,7+0,6

De acordo com os dados apresentados na Tabela 19, o resultado de
concentracdo obtido apds o processo de filtracdo/centrifugacdo com a membrana foi
mais baixo que a concentracdo conhecida utilizada. Segundo este resultado, cerca
de 18% do farmaco é adsorvido na membrana. Apesar desta diferenca observada, o
dispositivo de filtracdo centrifuga foi utilizado nos testes de liberacdo. Todos os
resultados dos testes foram condicionados a esta situacdo, de forma que a andlise

da tendéncia dos pontos no gréafico obtido néo foi afetada.

4.2 Testes preliminares de liberacao

Os testes preliminares de liberacdo foram realizados com o intuito de definir as

condicbes mais adequadas de diluicdo e intervalo de liberacdo para o sistema
proposto. A Tabela 20 apresenta as condicdes operacionais propostas para estes

testes.
Tabela 20: Condicdes para os testes preliminares de liberagao.
Volume de | Volume da suspenséo de g \(olume da
Teste . Diluicéo aliquota para
PBS (mL) nanoparticulas (mL) .
analise (mL)
1 19 1 1/20 1
2 19 1 1/20 2
3 9 1 1/10 2

As aliquotas para analise da concentracao de acetato de dexametasona liberada
foram retiradas em intervalos determinados de tempo, sendo que os testes foram

avaliados por um total de 4 horas. A definicdo da condicdo mais adequada foi
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verificada pelo estudo de modelos cinéticos de liberagcdo. As equacdes foram
linearizadas e o critério de comparacéo utilizado foi o parametro R? da regressao
linear. A condicdo que proporcionou uma melhor correlagéo linear em relacédo aos
modelos estudados foi selecionada para o ensaio de liberacéo.

Os resultados indicaram que as condicdes operacionais do teste 2, com R? igual
a 0,991 para o modelo de Peppas, foi a mais adequada para o prosseguimento dos
ensaios. A Figura 36 apresenta o grafico obtido para o ensaio de liberacdo preliminar
nas condicdes do teste 2. Os resultados obtidos para as medidas das concentracdes
das aliquotas por CLAE e os célculos realizados para o ajuste dos modelos s&o
mostrados no Anexo B.
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Figura 36: Perfil de liberacdo de acetato de dexametasona na condicdo experimental

do teste 2.

De acordo com a Figura 36, observa-se que, em 4 horas de teste, foi alcancada
a liberacdo de cerca de 20% do farmaco contido nas nanoparticulas. GOMEZ-
GAETE e colaboradores (2007) alcangaram a completa liberacdo do farmaco neste
mesmo tempo, ou seja, em 4 horas. Dessa forma, acredita-se que o sistema de
nanoparticulas preparado neste trabalho ird sustentar a liberacéo do farmaco por um

tempo maior.
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4.3 Teste de liberacao

Com base nos resultados obtidos nos testes preliminares de liberagéo, realizou-
se um ensaio, em triplicata, por 48 horas, nas condicdes de diluicdo anteriormente
determinadas pelo teste 2.

As aliquotas para andlise da concentracdo de farmaco liberado foram retiradas
em intervalos de tempo determinados e o perfil de liberacdo exibido pelo sistema é
apresentado na Figura 37. As concentracdes obtidas para a montagem do gréafico de
liberag&o séo apresentadas no Anexo B.
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Figura 37: Perfil de liberacdo de acetato de dexametasona para teste realizado

em 48 horas.

O perfil de liberagdo mostrado pela Figura 37 manteve-se semelhante ao exibido
pela Figura 36, sendo nas primeiras horas de teste ja observada a liberacdo de
cerca de 20% do farmaco. Ainda de acordo com a Figura 37, em 48 horas de teste

alcancou-se a liberacdo de aproximadamente 25% do farmaco contido nas
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nanoparticulas. De acordo com estes resultados, acredita-se que as nanoparticulas
obtidas sdo candidatas promissoras para a utilizacdo em dispositivos de liberagéao de
farmaco por tempo prolongado.

O resultado obtido mostrou uma baixa liberacdo do farmaco pelo sistema
desenvolvido, porém é importante mencionar a possibilidade de ja haver liberagédo
durante o processo de preparo das nanoparticulas, sendo esta parte nao
contabilizada durante a analise. De acordo com a metodologia proposta, apés
processo de centrifugacdo, as nanoparticulas formadas foram eluidas em agua e
armazenadas por 12 horas para posterior teste de liberacdo, o que pode provocar a
erosao do polimero e consequente liberacao do farmaco.

O sistema exibiu uma liberacao inicial mais acentuada nas primeiras 6 horas de
teste, como apresentado na Figura 37, comportamento descrito por KIMURA e
OGURA (2001) e YASUKAWA e colaboradores (2004) para sistemas que utilizam
polimeros biodegradaveis. A degradacdo do polimero desempenha um papel
importante no mecanismo de liberacdo, uma vez que é responsavel pela entrega
gradual do farmaco remanescente no interior da matriz.

Os resultados obtidos durante os testes de liberacdo foram utilizados também
para o estudo de modelos cinéticos. A Tabela 21 apresenta os ajustes linerares
obtidos para cada modelo, bem como o coeficiente de correlagdo. Os calculos

realizados para o ajuste dos modelos sdo mostrados no Anexo B.

Tabela 21: Comparacéo dos resultados obtidos para os modelos cinéticos.

Modelo Equacéo linearizada Ajuste obtido R*
M, M,
Ordem zero T ko-t T (0,006 £0,001)-t+(9 +1) 0,54 +£ 0,07
Primeira log(itey - fat log () = (27 + 6)x10-5 0,8 +0,1) | 0,34 +0,05
= = et 0 1T U, ’ 0,
ordem ., ~ 2303 o8 (j7) = @7 £ 6310774 )

. . M, M,

Higuchi o= ku At = (041£008) Vi + (5 +2) 0,77 £ 0,07
M, M,

Peppas | log (M—) —n-logt +loga | log (M—> = (0,4+0,1)-logt + (0,2 +0,1) | 0,89+ 0,07

De acordo com os dados da Tabela 21, o modelo mais adequado para explicar a

liberacdo do farmaco pelas nanoparticulas foi o modelo de Peppas, conforme R?
exibido. Este resultado confirma o modelo anterior ajustado para o teste preliminar

de liberacdo. A equacédo de Peppas € util para descrever varios tipos de sistemas e
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0 expoente de liberagédo, n, caracteriza o mecanismo de liberagdo predominante.
Neste caso, o valor de n obtido foi de 0,4. De acordo com o0s parametros
anteriormente apresentados na Tabela 2, para esferas, este valor € indicativo de um
transporte por difuséo fickiana. De acordo com o ajuste obtido, o farmaco foi liberado

a uma taxa de 1,58 pg/mL por minuto.
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CONCLUSAO

Este trabalho possibilitou o estudo das condi¢cdes mais favoraveis para o preparo
de particulas de PLGA contendo acetato de dexametasona a partir de um
planejamento experimental, sendo as seguintes condi¢cdes selecionadas: a fracao
volumétrica de etanol na solucdo de etanol e 4gua foi igual a 0,5, concentracdo de
surfactante foi mantida em 6% (m/v), a concentracdo de polimero empregada foi de
7,4 g/L e a razdo entre as fases D/C foi de 0,25. De acordo com os resultados
obtidos, a metodologia proposta, sem a utilizacdo de solventes organoclorados,
permitiu o preparo de particulas esféricas, de tamanho nanométrico e estabilizadas
pelo surfactante. As nanoparticulas preparadas apresentaram um tamanho médio de
(540 £ 4) nm, com indice de polidispersao igual a (0,07 + 0,01) e potencial zeta de -
(2,5 £ 0,3) mV. A avaliagdo do sistema por calorimetria diferencial de varredura
indicou uma Tg de 25 °C.

Com o objetivo de quantificar o farmaco no sistema para medidas da eficiéncia
de encapasulamento e avaliacdo do perfil de liberacdo, a metodologia analitica por
CLAE foi desenvolvida e validada. Como fase movel foi utilizada uma mistura de
acetonitrila e agua, em modo gradiente. Os resultados indicaram que as
nanoparticulas obtidas apresentaram cerca de 50% de eficiéncia de
encapsulamento, ou seja, 96 pg de acetato de dexametasona / 37 mg de PLGA. Ja
os resultados obtidos durante os testes in vitro de liberacdo mostraram que cerca de
25% do farmaco contido nas estruturas € liberado em 48 horas de teste. O peffil
obtido apresentou liberacdo acentuada nas primeiras horas de teste. De acordo com
o modelo matematico ajustado aos resultados, o sistema segue o padrdo do modelo
de Peppas de liberacéo.

Os resultados obtidos indicam que as nanoparticulas de PLGA sdo candidatas
promissoras para a utilizacdo como dispositivos de liberacdo de farmacos para o

tratamento de doencas oculares.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como perspectivas futuras de trabalho sugere-se o estudo da utilizacdo de um
rota-evaporador para o preparo das nanoparticulas, com o intuito de diminuir o
tempo de remocdo dos solventes. E necessario garantir que todo o solvente seja
removido. Com o objetivo de constatar o mecanismo de transporte do farmaco
através do sistema estudado, deve-se ainda realizar uma analise da morfologia das
particulas apos a liberacao.

Com o objetivo de aumentar o tempo de retencdo do farmaco no olho, pode-se
também avaliar a incorporacdo das nanoparticulas a um gel polimérico, como
quitosana.

Para o desenvolvimento de dispositivos para o tratamento de doencas oculares
deve-se ainda realizar estudos de toxicidade e testes de liberacdo in vivo para uma

completa avaliacdo do sistema.
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ANEXO A

Medidas de tamanho das amostras

Nanoparticulas preparadas para as corridas do planejamento experimental

Tamanho (nm) | Tamanho médio + DP | PDI | PDI médio + DP
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Tamanho (nm) | Tamanho médio + DP | PDI | PDI médio + DP
Amostra 2 206 0,197
205 210+ 8 0,201 0,21+ 0,02
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Tamanho (nm) | Tamanho médio + DP | PDI | PDI médio + DP
Amostra 3 201 0,079
204 2021 0,099 0,09+£0,01
203 0,078
Size Distribution by Ihtensity
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Tamanho (nm) | Tamanho médio + DP | PDI | PDI médio + DP
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Tamanho (nm) | Tamanho médio + DP | PDI | PDI médio + DP
Amostra 5 185 0,536
176 190 + 17 0,562 0,55+0,01
208 0,540
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Tamanho (nm) | Tamanho médio + DP | PDI | PDI médio + DP
Amostra 6 231 0,163
243 241 + 3 0,117 0,13 +0,03
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Tamanho (nm)

Tamanho médio + DP

PDI | PDI médio = DP
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0,162
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Amostra 9.1

Tamanho (nm)
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Amostra 9.2

Tamanho (nm) | Tamanho médio + DP

PDI
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Tamanho (nm) | Tamanho médio + DP | PDI | PDI médio + DP
Amostra 9.3 240 0,049
238+3 0,07 £ 0,02
235 0,083
Size Distribution by Intensity
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Nanoparticulas sem acetato de dexametasona preparada nas condi¢des

selecionadas pelo planejamento experimental:
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Nanoparticulas contendo acetato de dexametasona

Tamanho (nm) | Tamanho médio + DP | PDI | PDI médio + DP
Amostra 541 0,066
543 540+ 4 0,051 0,07 +0,01
535 0,079
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Amostras apc’)s sete meses de armazenamento

Tamanho (nm) TamaJrr]r:DoPmédio PDI PDI gﬁdio +
Amostra sem acetato —
de dexametasona 168 0,104
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Tamanho (nm) Tamanho médio PDI PDI médio +
Amostra contendo + DP DP

acetato de 539 0,116
dexametasona 529 532+6 0,151 0,13 +0,02
527 0,137
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ANEXO B

Ajuste modelos cinéticos

Resultados obtidos para os testes preliminares.

Tempo | « Concentracao Fragéo Liberacao
Teste (min) Area (ug/mL) liberada acumulada
(%) (%)
0 - - - -
10 - - - -
20 9201 4,71 4,91 4,91
1 30 4734 2,42 2,52 7,43
60 36693 18,79 19,57 27,00
120 | 36098 18,48 19,25 46,25
180 | 10947 5,60 5,84 52,09
240 9243 4,73 4,93 57,02
0 10951 5,37 5,59 5,59
20 13839 6,78 7,07 12,66
5 40 4545 2,23 2,32 14,98
60 4435 2,17 2,26 17,24
120 4906 2,41 2,51 19,75
240 3472 1,70 1,77 21,52
0 13717 2,81 3,50 3,50
20 20377 3,36 5,20 8,70
3 40 8648 4,99 2,21 10,91
60 3908 2,12 1,00 11,91
120 3933 0,96 1,00 12,91
240 4165 0,96 1,06 13,98
60
S 50
ﬁ 40
£
&3’ 30 Teste 1
,é 20 . * @ Teste 2
E . P * - - M Teste 3
=T n m B
0 ‘-
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)
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Resultados obtidos para o teste de liberacdo realizado em triplicata.

Teste Tempo Area Concentracao _ Fracéo Liberacéo
(horas) (ng/mL) liberada (%) acumulada (%)
0 22866 3,21 3,34 3,34
0,5 27664 3,88 4,04 7,38
1 11015 1,54 1,61 8,99
2 9691 1,36 1,42 10,41
1 3 8771 1,23 1,28 11,69
4 7099 1,00 1,04 12,72
5 21571 3,03 3,15 15,88
6 15295 2,15 2,23 18,11
24 15415 2,16 2,25 20,36
48 16760 2,35 2,45 22,81
0 10469 1,47 1,53 1,53
0,5 5930 0,83 0,87 2,40
1 10169 1,43 1,49 3,88
2 7071 0,99 1,03 491
2 3 47686 6,69 6,97 11,88
4 8403 1,18 1,23 13,11
5 10824 1,52 1,58 14,69
6 15043 2,11 2,20 16,89
24 15962 2,24 2,33 19,22
48 11619 1,63 1,70 20,92
0 5546 0,78 0,81 0,81
0,5 8048 1,13 1,18 1,99
1 9017 1,26 1,32 3,30
2 15890 2,23 2,32 5,62
3 3 68549 9,61 10,01 15,64
4 8718 1,22 1,27 16,91
5 18023 2,53 2,63 19,54
6 11590 1,63 1,69 21,24
24 14777 2,07 2,16 23,40
48 21381 3,00 3,12 26,52

A concentracdo das amostras foi calculada com base no valor da area, de 142617,

obtido para o padrdo de acetato de dexametasona na concentracdo de 1ug/mL,

considerando-se ainda a dilugao utilizada. As fragdes liberadas foram calculadas em

relacdo a concentracdo de 96 pg/mL encapsulada. Para a montagem do grafico de

liberacdo foram utilizadas as meédias dos valores obtidos para a liberacao

acumulada.
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Dados obtidos para a montagem do grafico de liberagéo.

Liberagcédo acumulada (%)

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Média + DP
3,34 1,53 0,81 2+1
7,38 2,40 1,99 4+£3
8,99 3,88 3,30 5+3
10,41 491 5,62 7+3
11,69 11,88 15,64 13+2
12,72 13,11 16,91 14+ 2
15,88 14,69 19,54 17+ 3
18,11 16,89 21,24 19+2
20,36 19,22 23,40 21+ 2
22,81 20,92 26,52 23+3

Para o ajuste dos modelos cinéticos, as equacdes caracteristicas foram linearizadas.
No caso do teste de liberacdo, os parametros do ajuste linear foram obtidos pelas
médias das curvas.

Modelos ajustados para os testes preliminares

Teste 1:
Ordem zero
80
g 0 .
o
g 40
—
o y =0,2632x + 2,5873
S
20 R2=0,915
0
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)
Primeira ordem
2,5
® 2
® . .
g 1,5 ‘
I 1
s * y = 0,0045x + 0,8662
80,5 R? = 0,7382
0
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)




Teste 2:

Higuchi
80
o 60
]
o
§ 40
R 50 y = 4,4259x - 9,2926
R%=0,9377
0 & L 2
0 5 10 15 20
t7(1/2)
Peppas
2
—_ *
3 1,5
\
(]
2 1
-
S
05 y = 1,0336x - 0,5872
2 R?=0,9371
0
0,5 1 1,5 2 2,5
log(t)
Ordem zero
25
o 20 Py ¢
o L 2
g 15 *
2
= 10
2 y =0,0531x + 11,032
> R2=0,6778
0
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)
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Primeira ordem

1,5
= <
3 M/
& 1
[}
2 ¢
—
X 0,5
5 y =0,0017x + 1,0108
B R2=0,5114
0
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)
Higuchi
25
o 20 L 4
® 15 *
(]
£ 10
R 5 y = 1,0275x + 7,5753
R2=0,9236
0
0 5 10 15 20
t7(1/2)
Peppas
1,5
=
O
& 1
Q
2
g", 0,5 y =0,2536x + 0,7618
8 R?=0,9912
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5

log(t)
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Teste 3:
Ordem zero
20
o 15
f: o ¢ ® ¢
310
R y =0,0325x + 7,7108
R?=0,5757
0
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)
Primeira ordem
1,5
=
B o1 M
()]
2
3
Lo5s * y =0,0017x + 0,8433
o R? = 0,4302
0
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)
Higuchi
20
gb *
o o @
810
R 5 y =0,6572x +5,3819
R? = 0,8574
0
0 5 10 15 20
t™1/2)




Peppas
1,5
)
-]
g 1
[}
2
3
&:5 0,5 y =0,2628x + 0,5749
S R*=0,9698
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
log(t)
Modelos ajustados para os testes de liberacdo
Ordem zero
30
o 2 *
° 20 7S *
S <
21>
—
10 7S y =0,0061x + 9,1066
5 R? = 0,5442
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Tempo (min)

log(%Liberada)

Primeira ordem

¢ L 4

y = 0,0002x + 0,8597
R*=0,3456

0 500

1000

1500 2000 2500 3000 3500
Tempo (min)
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Higuchi

30
25
S 20 ¢
s
§ 15
g 10 y =0,4134x + 5,0531
5 L 2 * 2 _
* R?=0,7697
0 ©
0 10 20 30 40 50 60
t7(1/2)
Peppas
=
®
g »
3 *
—
& e ¢ y = 0,3596x + 0,2128
3 R? = 0,9046
0 1 2 3 4
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ESTUDO DA SINTESE DE NANOPARTICULAS DE POLI(ACIDO LATICO-CO-
ACIDO GLIGOLICO): INVESTIGACAO DE VARIAVEIS UTILIZANDO UM
PLANEJAMENTO FATORIAL REDUZIDO

K. C. S. FIGUEIREDO?, T. M. SANTOS*

'Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Engenharia Quimica

e-mail para contato: katiacsf@ufmg.br

RESUMO - Nanoparticulas de poli(acido latico-co-acido glicélico), PLGA, tém
aplicacdo na liberacdo de farmacos pouco sollveis em agua, como corticoides, ja
gue sao de facil implantacdo. Usualmente, estes dispositivos sdo produzidos por
evaporacdo de solventes utilizando compostos organoclorados, de reconhecida
toxicidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar uma técnica alternativa de sintese
das nanoparticulas de PLGA, na auséncia de diclorometano. A solucdo de PLGA em
acetona foi gotejada sobre uma solucdo de Tween 80 em agua/etanol, seguida de
agitacdo em recipiente aberto. Utilizou-se um planejamento fatorial reduzido 2**,
com réplicas no ponto central. Foram variadas a razdo volumétrica agua/etanol na
solucéo de Tween 80, de 50 a 80% em volume de etanol, a concentragdo de Tween
80 nesta solucao, de 2 a 6% m/v, a concentracdo do PLGA em acetona, de 3,75 a
7,50 g/L, e a razdo volumétrica entre as fases organica (PLGA e acetona), o, e
aquosa (agua, etanol e Tween 80), a, de 1:4 a 1:2. Um resultado intermediario de
tamanho de particula e potencial zeta foi observado para 80% de etanol em massa,
6% m/v de Tween 80, 7,54 g/L de PLGA e razédo o/a de 1:2, em que as particulas
apresentaram diametro médio de (302,2 £ 0,5) nm e potencial zeta de (-27 £ 3) mV.
A influéncia e significancia das variaveis foram estudadas. Os resultados indicaram
que foi possivel produzir particulas nanomeétricas de PLGA sem utilizacdo de

solventes organoclorados. Agradecemos o suporte financeiro da Fapemig.
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1. INTRODUCAO

Algumas regides do corpo humano, tais como a uvea — conjunto da iris, coréide e
corpo ciliar do olho — tém dificil acesso a medicamentos para tratamentos de
doencas, como as uveites. A aplicacao desses medicamentos (como corticéides) via
sistémica provoca efeitos colaterais indesejaveis; a aplicacéo tdpica apresenta baixa
eficiéncia de penetracéo da droga e injecdes de medicamento, embora eficientes em
alcancar o nivel terapéutico necessario, estdo associadas a efeitos indesejaveis,
como a perfuracdo do globo ocular, de acordo com o apresentado por Gomez-Gaete
et al. (2007). Com o objetivo de contornar essas dificuldades, o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada de medicamentos através de nanoparticulas
poliméricas tem se mostrado um campo promissor de estudo. Elas permitiriam, com
uma unica inje¢do, que o medicamento fosse mantido no nivel terapéutico 6timo por
um longo periodo de tempo. Isso se deve a liberagdo mais lenta do medicamento,
gue €é controlada pela erosdo da camada externa da particula e pela clivagem das
cadeias poliméricas por hidrolise enziméatica ou ndo-enzimatica ao longo da matriz,
no caso de polimeros como o PLGA (poli(acido latico-co-acido glicdlico)) e o PLA
(poli(acido latico)), como descrito no trabalho de Yasukawa et al. (2004).

Segundo Figueiredo et al. (2009), estes polimeros sédo de grande interesse, uma vez
gque sua biodegradabilidade torna desnecesséarias cirurgias para aplicacao,
substituicdo ou remocao de implantes ou particulas que possam ser usados para
controle de liberacdo. As particulas sdo preparadas dissolvendo o polimero (e a
droga, quando utilizada) em um solvente adequado, que sdo emulsificados em uma
fase aquosa. Evapora-se o solvente do polimero e formam-se as particulas, que sé@o
lavadas para retirada de residuos (Kim e Matin (2006)). E pratica comum descrita na
literatura (Cascone et al. (2002); Santander-Ortega et al. (2006); Gomez-Gaete et al.
(2007); Figueiredo et al. (2009)) a utilizacdo de solventes organoclorados,
particularmente o diclorometano, para a dissolucdo do polimero durante a
preparacdo das nanoparticulas. Estes solventes possuem reconhecida toxicidade,
portanto o desenvolvimento de técnicas alternativas que possam substitui-los é de
grande interesse pratico para a seguranca de pesquisadores e futuras aplicacdes
comerciais. Beck et al. (2003) apresentaram uma técnica de evaporagcdo de
solventes voltada para o estudo da liberacdo de dexametasona pelo sistema de

particulas e sem a utilizacdo de solventes organoclorados. O polimero, poli(acido
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latico) ou PLA, é dissolvido em acetona, juntamente com Span 80 e dexametasona.
Essa solucéo orgéanica € derramada lentamente sob agitacdo magnética em solucéo
de Tween 80 em agua. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma técnica
modificada de producdo de nanoparticulas de PLGA para liberacdo controlada de
medicamentos através da evaporacdo de solventes, mas que ndo utilize o
diclorometano, ou outro solvente organoclorado, e determinar suas condi¢cdes

operacionais Otimas, de modo a obter particulas com o menor diametro possivel.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Materiais

Poli(acido latico-co-acido glicélico), PLGA, com razdo L:G 75:25 e massa molar de
66.000 — 107.000 (Aldrich Chemistry), Tween 80 (Sigma-Aldrich), acetona (Synth) e
etanol (Synth).

2.2. Sintese de particulas

A sintese das particulas poliméricas foi realizada por meio da técnica denominada
evaporacao de solventes. Primeiramente, preparou-se uma solugcéo de Tween 80 —
o surfactante usado para a emulsificacdo - em uma mistura agua/etanol com
diferentes concentracdes do surfactante (variando de 2 a 6% m/v) e porcentagem
volumétrica de etanol na solucdo agua/etanol (variando de 50 a 80%). Em seguida,
foram feitas solu¢cdes de PLGA em acetona com concentracdes variando de 3,75 g/L
a 7,50 g/L. A solugédo de PLGA em acetona, denominada fase oleosa, foi gotejada
lentamente sobre a solucdo de Tween 80 em agua/etanol, denominada fase aquosa,
com diferentes razGes volumétricas entre as duas fases (que variaram de 1:2
Oleo/agua até 1:4 o/a), seguida de agitacdo magnética em recipiente aberto por 5
horas. A montagem utilizada durante o experimento esta representada pela Figura 1.
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Figura 1 — Montagem utilizada para o gotejamento da solucdo de PLGA em acetona
sobre a solucéo de Tween 80 em 4gua/etanol.

A mistura resultante foi centrifugada a 3000 rpm por 30 min e lavada com cerca de
20 mL de agua destilada. A lavagem das esferas foi realizada trés vezes ao todo. O
material resultante foi armazenado em 1,0 mL de agua destilada até a analise do
tamanho e do potencial zeta das particulas. Para esta, foram realizadas diluicdes de
razdo 1:3 usando agua destilada, seguidas de dispersdo por banho de ultrassom.
Como nao havia dispersdo completa, as analises foram efetuadas nas solucbes
sobrenadantes e em triplicata. Para determinacdo do tamanho das particulas — cuja
operacédo do equipamento de analise se baseia na intensidade de luz difratada pelas
particulas da amostra — estas foram suspensas em 3,0 mL de agua destilada. A
regressao linear mdiltipla para as variaveis foi realizada utilizando o software
Statistica®.
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4. RESULTADOS

4.1. Observacdes

Imediatamente apds o inicio do gotejamento da solucdo do polimero sobre a do
surfactante, observava-se a turvacdo da mistura, que adquiria aspecto leitoso
diluido, que se mantinha ao longo de toda a agitacdo. Apds a centrifugacéo,
observou-se a formacdo de um aglomerado polimérico no fundo do tubo da
centrifuga. Os testes de medicdo de tamanho de particulas tiveram que ser
realizados no sobrenadante justamente pela formacéo dessa massa em quase todos
os ensaios. O rendimento do processo de formacdo de nanoparticulas foi reduzido

principalmente por essa aglomeracéo, somado a perda de material pelas lavagens.

4.2. Tamanho das particulas

Os testes realizados seguiram um planejamento fatorial reduzido 24-1. Essa escolha
foi feita para permitir a analise simultdnea das variaveis independentes investigadas
sobre as variaveis resposta, de modo a tentar entender o sinergismo entre estas e
estabelecer as condicbes oOtimas para a utilizacdo da técnica em estudo. Os
diametros das particulas medidos para cada um dos testes realizados sobre as

diferentes condicGes experimentais estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Resultados obtidos para o didmetro das particulas em funcdo das

condic¢des operacionais do plano fatorial 24-1 com réplica no ponto central.

Fracio
volumétrica

Concentracio do  Concentracdo

Razio
volumeétrica

Diimetro das

Teste de etanol na surfactante (% do polimero das fases particulas
solucdo m/v) (g/L) oleo/dgua (nm)
etanol/agua
1 0,800 + 0,003 6,01 £ 0,01 7,54 £0,02 0,500 £0,001  302,2+05
2 0,800 + 0,003 6,01 £ 0,01 3,712 £ 0,008 0,250 +£ 0,001 210 + 8
3 0,800 +0,003  2.009 £ 0,005 742 +0,02 0,250 £ 0,001 202 £ 1
4 0,800 £0,003 1,991 £0.003 3,852 +0,008 0,500 £0,001 (36+3)x 10
5 0,500 + 0,002 6,00 £ 0,01 3,840 £0,008 0250 £0,001 (8 + 1) x 10
6 0,500 + 0,001 5.98 £ 0,01 743 +£0,02 0,500 £ 0,001 241 + 4
7 0,500 + 0,001 1,985+ 0.003 3,664 + 0,008 0,500 + 0,001 528 +9
8 0,500 £ 0,002 2,005 £ 0.002 7,74 +0,02 0,250 £ 0,001 279 + |
9.1 0,650 £ 0,002 4,001 £ 0.006 531 £0,01 0,375 £0,002 342 +3
9.2 0,650 £ 0,002 4,002 £ 0.006 572+£0,01 0,374 £0,002 217 + 1

Dois dos testes (de numero 4 e 5) ndo apresentaram qualidade estatistica
comparavel a dos outros testes e foram responsaveis pelo comprometimento da
analise em plano fatorial. Nao foi possivel estabelecer uma equacéo de ajuste para o
sistema que fosse estatisticamente significativa. Entretanto, a analise qualitativa
possibilitou a percepcao de relacdes entre as variaveis em estudo, principalmente
pela comparacao grafica. Assim, para maior confiabilidade, os resultados dos testes
4 e 5 ndo foram utilizados nas andlises. Os resultados mostraram que a fracéo
volumétrica de etanol na solucdo etanol/agua teve pouca influéncia no tamanho das
particulas, se comparada as demais variaveis experimentais. Desconsiderando a
fracdo volumétrica de etanol na solucdo etanol/agua, construiram-se graficos do
tamanho das particulas em funcdo de pares das variaveis restantes, como
apresentado nas Figuras 2, 3 e 4. Pela andlise das dispersbes, foi possivel perceber
as relagdes de proporcionalidade entre as variaveis independentes e o diametro das
particulas. A concentracdo do surfactante, Tween 80, apresentou efeito negativo no
tamanho das particulas: maiores concentracdes de surfactante implicaram em
didmetros menores. Isso provavelmente ocorreu devido a reducdo da tenséo
interfacial entre as fases oleo/agua com o aumento da concentracdo de Tween 80,
gue estabilizou a emulséo formada, permitindo a formacéo de goticulas menores da

fase organica (acetona + PLGA) dispersas na fase aquosa. As moléculas anfifilicas
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do surfactante impediram a coalescéncia da fase

organica, justamente por sua
atuacao nas interfaces do sistema.

(o) sepaved sep oewe)

Figura 2 — Gréfico de diametro das particulas em funcéo da concentracdo de Tween
80 (surfactante) e da razéo entre as fases 6leo/agua.

s TRFRRA SR DATRIR),

Figura 3 — Grafico de diametro das particulas em funcédo da razdo entre as fases
Oleo/agua e da concentracdo do PLGA (polimero).
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Lassy soraned Sep DpRR Y

Figura 4 — Grafico de diametro das particulas em funcéo da concentracdo de Tween
80 (surfactante) e da concentragdo do PLGA (polimero).

A concentracdo do polimero apresentou o0 mesmo efeito: particulas de solucbes com
concentracbes maiores de PLGA apresentaram menor didametro. Uma possivel
explicacdo para o fato € o aumento da concentracdo do polimero ter aumentado o
namero de cargas negativas na superficie das particulas devido a presenca de
grupos carboxila, aumentando a repulsdo entre elas, dificultando sua aglomeracéao.
Esse efeito sera discutido mais profundamente na secao 4.3. Ja a razdo volumétrica
entre as fases oleosa/aquosa mostrou uma relagcdo de proporcionalidade positiva
sobre o didmetro das particulas: maiores razdes implicaram em tamanhos de
particulas maiores. Em outras palavras, o aumento da fracdo organica na mistura
implicou em uma maior concentracdo de goticulas organicas no seio aquoso. Este
resultado pode ser explicado da seguinte forma: o aumento da quantidade de fase
oleosa aumentou a probabilidade de choques entre as goticulas, provocando a
coalescéncia das mesmas. Beck et al. (2003) reportaram particulas de PLA com
diametro de 230 e 285 nm, utilizando, além do Tween 80, o Span 80 para a
emulsificacdo. Feczké et al (2011), utiizando a técnica de dupla
emulsédo/evaporagdo de solventes com diclorometano e sonicagdo, reportaram
valores entre 140,3 e 1320,5 nm — média de 278,6 nm, desvio padréo de 221 nm. Os
valores obtidos neste estudo se enquadraram na faixa encontrada na literatura, com

a vantagem de utilizar uma técnica mais simples — menos reagentes e equipamentos
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— e sem a adicdo de solventes organoclorados. O teste 3 apresentou o menor
tamanho de particulas dentre todos. Como esperado, a concentracdo de PLGA é
comparativamente alta, assim como a razao o/a € baixa. Entretanto, a concentracao

de Tween 80 era menor que a esperada.

4.3. Potencial Zeta

O potencial zeta das particulas medido para cada um dos experimentos executados
esta apresentado na Tabela 2. Todos os potenciais medidos apresentaram-se com
valor negativo, o que era esperado, uma vez que a estrutura do PLGA € composta
por grupos eletronegativos, tais como grupos carbonila. Analise estatistica
semelhante a realizada para o diametro de particulas mostrou que apenas a
concentracdo do polimero apresentava influéncia estatisticamente relevante sobre o
potencial zeta da mistura. Observou-se que o aumento da concentracdo de PLGA
acarretou a diminuicdo do valor (ou o aumento em modulo) do potencial zeta. Isso
pode ser explicado pela ja citada presenca de grupos eletronegativos na estrutura do
polimero, e consequentemente da particula, que levaram ao aumento da repulséo
entre as particulas, aumentando o valor do potencial zeta, em modulo. Outra
observacéo importante € o fato de os menores valores absolutos encontrados para o
potencial zeta corresponderem aos resultados com maiores diametros de particula
(testes 4 e 5). Como indicado pelo valor absoluto reduzido do potencial destes
testes, a emulsdo formada apresentava menor estabilidade, tendendo a
coalescéncia — devido a menor repulséo entre as particulas.

Tabela 2 — Resultados obtidos para o potencial zeta das particulas em funcéo das

condicBes operacionais do plano fatorial 2** com réplica no ponto central.
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Fracdo Razdo
volumétrica Concentracdo  Concentracdo  volumétrica Potencial
Teste de etanol na  do surfactante do polimero das fases Zeta
soluciio (% m/v) (g/L) oleo/dgua (mV)
etanol/dgua
1 0,800 + 0,003 6,01 £ 0,01 7,54 £0,02 0,500 + 0,001 2743
2 0,800 + 0,003 6,01 £ 0,01 3,712+ 0,008 0,250 + 0,001 15+2
3 0,800 £0,003 2,009 £ 0,005 7,42 +0,02 0,250 +£0,001  220+05
4 0,800 £0,003 1,991 £0.003 3,852 +0,008 0,500+ 0,001 94+
5 0,500 + 0,002 6,00 + 0,01 3,840 + 0,008 0,250 + 0,001 6.7+04
6 0,500 + 0,001 5,98 +£ 0,01 743 +0,02 0,500 + 0,001 D5+2
0,500 £0,001 1,985+£0.003 3,664 +0,008 0,500 +0,001 D254+2
8 0,500 £ 0,002 2,005+ 0.002 7,74 +£0,02 0,250 + 0,001 43 +72
9.1 0,650 £0,002 4,001 £ 0.006 5,31 £ 0,01 0,375 £ 0,002 30 + 1
9.2 0,650 £0,002 4,002 £0.006 5,72 £0,01 0,374 £ 0,002 77 42

5. CONCLUSOES

Os resultados mostraram a viabilidade da técnica em estudo, que permitiu a
producado de particulas nanométricas de PLGA para todas as condicdes estudadas e
sem a utilizacdo de solventes organoclorados. As condi¢cfes 6timas estabelecidas
permitem a aplicacdo futura da técnica para o estudo e composi¢do de sistemas de
liberacdo controlada de medicamentos, como a dexametasona, com tamanho e
estabilidade das particulas condizentes com a aplicacdo desejada. O baixo
rendimento da producdo, entretanto, exige estudos posteriores para aumento da
eficiéncia da técnica, tal que se possa garantir um melhor aproveitamento do

polimero utilizado.
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