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RESUMO

Os sistemas de liberag&o controlada de farmacos integram a nova geracao de produtos
farmacéuticos. Por se tratar de um sistema terapéutico que reduz o risco de intoxicacao
ao paciente, causa menos incébmodo e aprimora a a¢ao do farmaco no organismo, tém
sido muito estudados no desenvolvimento e aplicacdo da nanotecnologia. As vesiculas
poliméricas sd@o estruturas esféricas ocas, com dimensdes nanométricas, que sao
utilizadas em sistemas de liberagédo controlada por se mostrarem capazes de penetrar
barreiras biolégicas. Neste trabalho, foi aplicada a técnica de cossolvente para a sintese
de vesiculas utilizando o copolimero em bloco poli(estireno-b-6xido de etileno). Foram
sintetizadas vesiculas vazias e carregadas com o farmaco hidrofébico adapaleno (AD),
encapsulado na membrana. O AD tem sido utilizado principalmente no tratamento anti-
acne, mas também é objeto de varios estudos, por sua capacidade de atuar nos
processos celulares, melhorando a renovacdo celular. As vesiculas foram
caracterizadas por Microscopia Eletrénica de Transmisséo (TEM), Espalhamento de Luz
Dinadmico (DLS) e Potencial Zeta. Foi avaliada, nas formula¢des, a presenca de cristais
do farmaco pés-filtragem através da Microscopia de Luz Polarizada, e também a
presenca do solvente 1,4-dioxano através da Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR). Foi avaliado o teor de AD encapsulado pelas vesiculas
e a sua capacidade de liberacao através de ensaios utilizando-se a Espectroscopia de
Absorcdo de Radiacao na Regido Ultravioleta-visivel (UV-Vis). As vesiculas foram
incorporadas em filmes de gelatina e colageno juntamente com AD e sulfadiazina de
prata (SSD) livres. Os filmes foram avaliados quanto a sua capacidade de liberacdo do
AD e da SSD através do estudo de liberacao in vitro, sendo as amostras coletadas
analisadas através do UV-Vis. Os resultados obtidos comprovaram a viabilidade da
producao das vesiculas poliméricas vazias e carregadas com o AD, mesmo que o valor
do teor encapsulado tenha se apresentado abaixo do esperado. Comprovaram também
a eficiéncia das vesiculas na liberagdo do farmaco, assim como dos filmes de gelatina
e colageno, que apresentaram pH levemente acido, mostrando-se adequados para

aplicagdo como curativo.

Palavras-chave: Sistema de liberagé@o controlada, copolimeros em bloco, vesiculas,

adapaleno.
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ABSTRACT

Controlled drug delivery systems are part of the new generation of pharmaceuticals.
Because it is a therapeutic system that reduces the risk of intoxication to the patient,
causes less discomfort and improves the action of the drug in the body, this has been a
very studied area in the development and application of nanotechnology. Polymer
vesicles are hollow spherical structures, with nanometric dimensions, capable of
penetrating biological barriers, especially in diseased tissues. In this work, the co-solvent
technique was applied for the synthesis of vesicles using poly(styrene-b- ethylene oxide)
block copolymer, where poly(ethylene oxide) formed the inner and outer layers of the
structure and polystyrene formed its membrane. Empty vesicles and vesicles loaded with
the membrane-encapsulated hydrophobic adapalene drug were synthesized, which has
been used mainly in anti-acne treatments, but is also the object of several studies, for
their ability to act in cellular processes, improving their capacity of renewal. The vesicles
were characterized by Transmission Electron Microscopy (TEM), Dynamic Light
Scattering (DLS) and Zeta Potential. Assessments were also made for the presence of
post-filtering drug crystals through Polarized Light Microscopy, the presence of the 1,4-
dioxane solvent in the formulations containing the empty vesicles and loaded with the
drug through Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), the content of adapalene
encapsulated by the vesicles and their release capacity through Ultraviolet-Visible (UV-
Vis) tests. The obtained vesicles were incorporated into gelatin and collagen together
with free Adapalene and silver sulfadiazine. Films were evaluated for their ability to
release Adapalene and Silver Sulfadiazine through the in vitro release study, and the
collected samples were analyzed through UV-Vis. The obtained results proved the
viability of the production of empty and AD-loaded polymer vesicles, although the value
of the encapsulated content was less than expected. The results also showed the
efficiency of the vesicles in the release of the drug, as well as the films of gelatin and
collagen, which presented slightly acidic pH, similar to skin, and are suitable for

application as adressing.

Keywords: Controlled release system, block copolymers, vesicles, adapalene.
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Capitulo 1: Introducéao

Sistema de Liberacdo Controlada de Farmacos (SLC) € uma tecnologia que integra a
nova geracao de produtos farmacéuticos e que proporciona a liberagdo de farmacos em
uma quantidade e um periodo de tempo previamente determinados. O SLC tem como
premissa a otimizacdo das propriedades biofarmacéuticas, farmacocinéticas e
farmacodindmicas da droga, maximizando sua acao, reduzindo os efeitos colaterais e
promovendo a cura ou o controle da doenga no menor tempo possivel (SRIKANTH et
al., 2013). Nas ultimas décadas, uma grande variedade de SLC vem sendo estudada.
Dentre os materiais utilizados para a obtencdo das SLC, destaca-se 0 uso de materiais
poliméricos, devido a fatores como bhiodegradabilidade, baixo custo, baixa toxicidade e
versatilidade (UHRICH et al., 1999). E grande o nimero de materiais poliméricos com
potencial aplicacdo farmacéutica, como o colageno, a quitosana, o poli(acido latico), as
poliamidas e mais recentemente o uso de copolimeros (PILLAI; PANCHAGNULA,
2001).

Os copolimeros representam a possibilidade de combinar, em um Unico material,
propriedades distintas de diferentes polimeros. Eles sdo compostos de uma ou mais
unidades de repeticdo diferentes, podendo ser classificados em quatro tipos: os
copolimeros aleatérios, os copolimeros alternados, os copolimeros enxertados e 0s
copolimeros em bloco (KUMAR; RAVIKUMAR; DOMB, 2001), sendo este ultimo o tipo
estudado neste trabalho. Copolimeros em bloco consistem em dois ou mais blocos de
polimeros quimicamente distintos ligados covalentemente entre si. Estes blocos podem
ser termodinamicamente incompativeis uns com os outros (como 6leo e agua) e sdo
utilizados para varias aplicac¢des, incluindo a producgéo de nanoparticulas para liberacao
controlada de farmacos (DARLING, 2007).

As nanoparticulas poliméricas (NP’s) sdo amplamente estudadas para aplicacdo em
SLC, pois, em geral, apresentam caracteristicas que contribuem para um maior
potencial na liberacdo de farmacos (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012). Diferentes
tipos de nano-transportadores tém sido desenvolvidos para aplicacdo na liberacdo de
farmacos, entre eles podemos citar as vesiculas poliméricas, que sdo estruturas
esféricas ocas, que exibem dimensdes que podem variar de nanémetros até centenas

de micrémetros. Sua morfologia permite que sejam utilizadas para encapsulamento de
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varios agentes no interior do nucleo ou em sua membrana (KITA-TOKARCZYK et al.,
2005).

As vesiculas de copolimeros em bloco tém atraido grande atencao ultimamente, uma
vez que possuem a capacidade de encapsular tanto componentes hidrofilicos como
hidrofébicos, de acordo com os materiais que compdem a sua casca interna e também
a sua membrana. Quando o nucleo é composto por cadeias hidrofilicas, o material
encapsulado deve apresentar caracteristica hidrofilica, ja a membrana sera composta
por cadeias hidrofobicas sendo capaz de encapsular espécies hidrofobicas, e vice-
versa. Esta é uma caracteristica que torna as vesiculas poliméricas muito Uteis para
utilizacdo em aplicacdes biomédicas (DU; ARMES, 2009; VENKATARAMAN et al.,
2011). Outro fator que podemos citar também é que estas vesiculas poliméricas
apresentam vantagens sobre aquelas que sao preparadas a partir de lipidios, pois suas
membranas mostram-se mais estaveis mecanicamente e mais resistentes a estimulos
externos e suas propriedades sdo facilmente e precisamente ajustiveis pela
composi¢do do copolimero e pelas condi¢cdes ambientais (KITA-TOKARCZYK et al.,
2005; ADAMS et al., 2008).

O Adapaleno € um farmaco que atua no processo de renovacgédo celular e apresenta um
menor potencial de toxicidade quando comparado a outros retindides, mostrando- se
melhor tolerado nos tratamentos da pele (SHI et al., 2012). Baseando-se em trabalhos
ja publicados (NUNES et al., 2011 e 2016; GIL et al., 2016), onde foram produzidos
filmes de gelatina e colageno contendo nanoparticulas e até mesmo o farmaco puro
dispersos, para aplicacdo em lesdes de queimaduras dérmicas, Ulceras e feridas
infectadas, atuando como SLC, surgiu o interesse em utilizar as vesiculas contendo o
AD encapsulado, realizando a sua inser¢do em filmes a base de colageno e gelatina
para aplicagdo em lesbes ocasionadas por queimaduras. Nestes filmes seria inserido
ainda o farmaco adapaleno em sua forma livre a fim de garantir uma acéo imediata, e
também a sulfadiazina de prata, que é um agente antimicrobiano que apresenta um
grande espectro de atividade bactericida. A acdo do AD sera prolongada através da
liberacdo gradativa realizada pelas VP’s. Esses curativos atuariam como sistema de
liberacdo controlada proporcionando uma melhora no processo de cicatrizacao,
prevenindo o desenvolvimento de respostas inflamatorias e infecciosas, além de

apresentar a vantagem de nao precisar ser removido para troca.
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No presente trabalho foram desenvolvidas nanoparticulas utilizando o copolimero em
bloco poli(estireno-b-6xido de etileno) (PS-PEO) para o encapsulamento de farmacos.
As nanoparticulas sintetizadas foram formadas por cascas hidrofilicas (PEO), internas
e externas, e por uma membrana hidrofébica (PS) que encapsulou o farmaco de
natureza hidrofébica Adapaleno (AD). Estas nanoparticulas foram inseridas em filmes
de gelatina e colageno a fim de que atuem como um sistema de liberagao controlada.
Os filmes s&o uteis ainda para imobilizar as nanoparticulas e criar um ambiente mais

compativel com tecidos vivos.
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Capitulo 2: Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento e caracterizacdo de vesiculas de copolimero em bloco PS-b-PEO,
contendo o farmaco adapaleno encapsulado, realizando a sua incorporagdo em
materiais a base de colageno e gelatina, inserindo também concentragfes dos farmacos
sulfadiazina de prata e adapaleno livres, investigando a capacidade destes materiais de

realizar a liberagéo in vitro dos farmacos.

2.2 Objetivos Especificos

v Sintetizar vesiculas de copolimero PS-b-PEO contendo farmaco AD;

4 Caracterizar as vesiculas poliméricas utilizando-se as técnicas de espalhamento
de luz dindmico (DLS), potencial zeta e microscopia eletrénica de transmisséo (TEM);
4 Determinar o teor de farmaco incorporado e a eficiéncia de encapsulamento nas
vesiculas poliméricas atraveés da espectroscopia de absorcdo de radiacdo na regido
ultravioleta-visivel (UV-Vis);

v Validar os métodos analiticos através da avaliagdo da seletividade, da
linearidade das curvas analiticas construidas, da analise estatistica, do calculo do limite

de deteccéo e de quantificacéo e também da avaliacdo da cinética de liberacao.
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Capitulo 3: Reviséo Bibliogréafica

3.1 Nanotecnologia e Sistema de Liberac&do de Farmaco

A nanotecnologia € um campo multidisciplinar que envolve a criagcdo e manipulacdo de
materiais em niveis de nanoescala para producdo, caracterizacdo e aplicacdo de
estruturas, dispositivos e sistemas que apresentam propriedades inovadoras
(DOWLING, 2004; MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010). A nanotecnologia tem sido
amplamente desenvolvida para aplicacdo em areas distintas da medicina, como
imagem, diagnostica e terapéutica, e devido a isso, esses produtos sao referidos como
nanomedicamentos pelo National Institutes of Health - NIH (LANGER; WEISSLEDER,
2015; MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2016).

Nanoparticulas séo estruturas coloidais cujo tamanho pode variar de 1 a 999nm, onde
agentes terapéuticos podem ser encapsulados, adsorvidos ou conjugados sob sua
superficie, atuando como um veiculo para liberacdo de farmacos ou marcadores
terapéuticos. Para o desenvolvimento dessas nanoparticulas pode-se utilizar diversos
tipos de materiais, como lipidios, polimeros, e alguns materiais inorganicos (Figura 3.1)
(LETCHFORD; BURT, 2007; HALEY; FRENKEL, 2008; BENNET; KIM, 2014). A

possibilidade de produzir essas nanoparticulas com diferentes composigdes resulta na

formagao de SLC’s com caracteristicas fisico-quimicas e aplicagfes variadas.

Podemos citar como as principais vantagens desses sistemas: a melhoria da
biodisponibilidade através do aumento da solubilidade aquosa; 0 aumento da resisténcia
do farmaco no organismo, ou seja, prolonga o tempo de exposi¢cdo do fa&rmaco; a
liberacdo do farmaco em um local especifico do corpo, além da diminuicdo da dose e
toxicidade do farmaco (LETCHFORD; BURT, 2007; MUDSHINGE et al., 2011).
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Figura 3.1: Tipos de sistemas nanoparticulados de liberacédo de farmacos. Adaptado de LETCHFORD;

BURT, 2007.

3.2 Copolimeros em Bloco Anfifilico

Os copolimeros sédo estruturas formadas pela combinacdo de unidades de repeticao

quimicamente distintas. Essas unidades de repeticdo, conhecidas como meros,

possuem a capacidade de alterar as propriedades do material, devido ao seu arranjo

sequencial na extensdo da cadeia polimérica. De acordo com esse arranjo, 0S

copolimeros, recebem as seguintes classificagdes: copolimeros em bloco, copolimeros

alternados, copolimeros aleatérios e copolimeros enxertados, conforme nos mostra a
Figura 3.2 (BATES; FREDRICKSON, 1990; OREFICE, 2007).
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Figura 3.2: Classificagéo dos copolimeros de acordo com o arranjo sequencial dos mondmeros: a) em
Bloco, b) Alternado, c) Aleatério e d) Enxertado. Adaptado de SILVA, 2015.

Os copolimeros em bloco também sé&o divididos em quatro classes distintas, variando
de acordo com o arranjo sequencial de seus blocos, podendo ser dibloco, tribloco,
multibloco ou estrela, como representado na Figura 3.3 (BATES; FREDRICKSON, 1990;
KUMAR et. al., 2001)

a) m..”..... b) .“...0.....

9 00 209909 0.....

Figura 3.3: Classificagéo dos copolimeros de acordo com o arranjo dos seus blocos: a) Dibloco, b)
Tribloco, c) Multibloco e d) Estrela. Fonte: Adaptado de SILVA, 2015.
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Os copolimeros em bloco anfifilicos (ABC’s) consistem de dois ou mais blocos
hidrofilicos e hidrofébicos ligados covalentemente. Devido as caracteristicas distintas
desses blocos, a molécula resultante € composta de regides que possuem afinidades
opostas ao meio aquoso (KANAPATHIPILLAI, 2008; KLAIKHERD; NAGAMANI;
THAYUMANAVAN, 2009). Uma vez que a maioria dos farmacos utilizados s&o
hidrofébicos, a utilizagdo de moléculas anfifilicas é de fundamental interesse para
aplicagcdes na biotecnologia e medicina, permitindo a sintese em meio aquoso de
estruturas contendo farmacos hidrofébicos. Em solugdo aquosa, os ABC’s podem se
auto associar em varias estruturas ordenadas, formando uma nanoparticula com nucleo
contendo segmentos hidrofobicos e revestimento externo contendo segmentos
hidrofilicos. Os farmacos podem ser carregados no nucleo, enquanto o revestimento
promove a estabilizacdo da nanoparticula (YU; EISENBERG, 1996; DISCHER, 1999).

E amplo o nimero de estudos realizados utilizando-se copolimeros em bloco anfifilicos
de diferentes composi¢des para produgdo de nanoparticulas como micelas, esferas,
polimersomas e nanocépsulas (Figura 3.4). Estes produtos podem ter caracteristicas
como tamanho e forma controlados por fatores como a relagéo entre 0s segmentos
hidrofébicos e hidrofilicos, que determinardo a morfologia encontrada, a concentracao,
o pH e a temperatura da solu¢do, e também o tipo de solvente utilizado (KITA-
TOKARCZYK et. al.,, 2005; KLAIKHERD; NAGAMANI; THAYUMANAVAN, 2009;
BRINKHUIS; RUTJES; VAN HEST, 2011).
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Figura 3.4: Sistema de liberag&o controlada nanoparticulado formado por copolimeros em bloco anfifilicos
e suas caracteristicas gerais. Adaptado de (LETCHFORD; BURT, 2007).

No trabalho descrito por LI et al., 2010, foi realizada a sintese de nanocapsulas a partir
dos copolimeros em bloco anfifilicos poli (dimetilsiloxano-b-etileno glicol) (PDMS-b-
PEG) encapsulando Hypocrellin B como modelo de farmaco hidrofébico em mistura de
solvente tetrahidrofurano (THF) e &gua. Foi possivel variar o tamanho da vesicula
através do ajuste da razdo em volume de agua para THF e também a concentracdo de
copolimeros. Observou-se que quanto maior o volume de agua adicionado a mistura de
solvente, menores sdo as vesiculas, enquanto que quanto maior a concentracao de
polimeros, maiores sdo as vesiculas formadas, conforme mostra a Figura 3.5. Foi
possivel observar também a encapsulacdo do farmaco hidrofébico pelo dominio

hidrofébico da vesicula, através de uma interacdo hidrofébica, mostrando que as
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vesiculas produzidas possuem grande potencial para atuagdo como sistemas de
bioliberagéo.

200 nm

500 n.m 200 om

300 2%

Figura 3.5 - Imagens por TEM de vesiculas associadas a partir de 0,1% de PDMSg-PEGg sob a mesma
proporcéo de agua e THF (A); 0,1% PDMSg-PEG,3; sob a mesma propor¢do de agua e THF (B); 0,1%
PDMSg;-PEG23 sob uma proporgdo de agua/THF de 1.5 (C) e cinco (D). Fonte: LI et al., 2010.

3.2.1 Vesiculas Poliméricas

As vesiculas poliméricas VP’s sao particulas coloidais de formato esférico oco, como é
possivel observar na Figura 3.6, cujas dimens@es variam entre nandémetros até centenas
de micrébmetros, podendo ser formadas a partir de uma gama diversificada de
copolimeros em bloco anfifilicos (KITA-TOKARCZYK et al., 2005; BANSAL; KASHYAP,
2012). Ao contrario das vesiculas lipidicas, as vesiculas poliméricas sdo consideradas

mais rigidas, estaveis e versateis, e a sua similaridade com as membranas bioldgicas
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as torna um modelo mais atraente para aplicacdo em células e organelas, além de sua
capacidade de incorporar componentes hidrofilicos e hidrofébicos (CHOUCAIR;
LAVIGUEUR; EISENBERG, 2004; RIJCKEN et al., 2007). Essas caracteristicas
possibilitam que essas vesiculas sejam amplamente utilizadas em aplicacdes distintas
como a liberacao controlada de farmacos (DI MARZIO et al., 2013; YANG et al., 2015),
a aplicacdo de marcadores (MA; CHENG, 2006; THET et al.,, 2013), tratamentos
dermatoldgicos (SINICO et al.,, 2005; CASTANGIA et al.,, 2015), e também na
engenharia civil, no melhoramento de cimentos e concretos (HU et al., 2012a, 2012b).

Figura 3.6: Representagdo de VP's: a) Imagem microscopica de vesiculas compostas por PS-b-PEO e b)
llustragcdo da parte interna das VP's. Fonte: LEE; FEIJEN, 2012.

Dentre as diferentes metodologias utilizadas para o preparo das vesiculas poliméricas
podemos destacar as mais utilizadas, como a técnica por cossolvente e a técnica livre
de solventes. A primeira técnica envolve o uso de solventes organicos compativeis com
ambos os blocos do copolimero anfifilico, obtendo-se assim sua dissolugdo. Em
seguida, € realizada a adi¢do gradativa de agua a solucdo, que € considerada um
solvente seletivo para o bloco hidrofilico, fazendo com que os blocos hidrofébicos se
associem formando a membrana da vesicula onde os blocos hidrofilicos formardo uma
espécie de coroa a fim de promover a estabilizagdo vesicular. Esta auto associacdo &

interrompida quando um excesso de 4gua é adicionado. Através do uso de uma técnica
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adequada, o solvente organico é removido da solucéo, que finalmente é filtrada. A
segunda técnica envolve apenas 0 uso de agua para reidratacdo do copolimero, que se
encontra sob a forma de filmes. A hidratacdo do copolimero é responsavel pela
formacdo das vesiculas (SOO; EISENBERG, 2004; KITA- TOKARCZYK et al., 2005;
DU; O'REILLY, 2009).

3.2.2 PS-b-PEO

Poli (estireno-b-6xido de etileno) (Figura 3.7) € um copolimero em bloco anfifilico que
apresenta forte forca de segregacdo entre seu bloco hidrofébico (PS) e seu bloco
hidrofilico (PEO), sendo um dos sistemas mais estudados, por ser considerado Gtil no
encapsulamento de farmacos hidrofébicos em suspenséo (YU; EISENBERG, 1996;
WANG et al., 2011; GLAGOLA et al., 2012).

-(-cn—cu,-);n-(—cu,-cu,o);

Figura 3.7 - Representacao da estrutura quimica do copolimero em bloco PS-b-PEO. Fonte: WU et al.,
2011.

O poli(6xido de etileno) (PEO) € um polimero cuja estrutura consiste de uma cadeia
linear composta por atomos de carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O), que
apresenta solubilidade em agua e também em solventes organicos (ALI et al., 2016).
Também conhecido como polietileno glicol (PEG), quando se apresenta com baixo peso
molecular, seu uso tem sido aprovado para diversas aplicacdes médicas, ja que se
mostra um biomaterial com excelente biocompatibilidade devido a sua flexibilidade, seu
carater hidrofilico, que auxilia na estabilizacdo das vesiculas, e também a sua
atoxicidade. Devido a sua compatibilidade com células, o PEO tem sido utilizado no
desenvolvimento de oOrgdos artificiais, além de dispositivos médicos de alto
desempenho, como suportes para engenharia de tecidos e matrizes para sistemas de
liberacdo de farmaco (KUMAR; RAVIKUMAR; DOMB, 2001; LOGAN, 2005).

O poliestireno (PS) é normalmente utilizado na composicao dos ndcleos de sistemas

nanoparticulados aplicados na liberacdo de farmacos, devido a sua alta estabilidade
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(MUDSHINGE et al., 2011). Nos ultimos anos diversos trabalhos foram desenvolvidos
buscando avaliar a resposta celular ao poliestireno, seja ha porcao hidrofébica de
copolimeros anfifilicos ou como unico componente de NP’s que atuam como
carreadores de farmacos. CHANG (2012) realizou a sintese de NP’s utilizando o
copolimero dibloco poli(etileno glicol metil éter metacrilato-b-estireno) (PEGMEMA-b-
PS) e o copolimero tribloco PEGMEMA-PS-S-S-PS-PEGMEMA, e assim estudou sua
interacdo com células cancerigenas e a capacidade de serem absorvidas pelas células.
Foi realizado teste citotéxico com as NP’s em trés concentragdes distintas, 50, 100 e
150pug/mL, mostrando que ndo houve toxicidade as células em nenhuma das
concentracdes analisadas. Através dos testes realizados para avaliar a absorgéo celular
concluiu-se que o tamanho e a forma das NP’s sdo parametros importantes que
influenciam na capacidade de absorgéo, ja que as NP’s menores foram absorvidas mais
rapidamente que as NP’s maiores. Quanto a forma, as NP’s com formato micelar foram
absorvidas a um ritmo mais rapido, mas as NP’s com formato de bastdo também foram

eventualmente absorvidas.

No trabalho desenvolvido por FIRDESSA et. al. (2014), foram utilizadas NP’s de
poliestireno a fim de avaliar mecanismos de captacdo e os fatores que afetam sua
absorcdo em macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM), células epiteliais de rim
e fibroblastos. Os resultados mostraram que a absorcao das NP’s ocorre principalmente
por endocitose, e € um processo dependente de energia e também do tamanho das
NP’s, dos tipos de célula e do tempo. Embora as NP’s de maior tamanho sejam
normalmente absorvidas por fagocitose ou micropinocitose, os resultados obtidos
sugerem que as NP’s menores sao internalizadas por multiplas vias de endocitose. As
particulas sdo internalizadas e acumulam-se nos compartimentos endossémicos. Foi
também avaliada a toxicidade das NP’s de poliestireno nas células utilizadas, e o
resultado se mostrou satisfatorio, ja que as particulas ndo se mostraram toxicas até

mesmo em uma concentracdo 10 vezes maior do que a que foi utilizada.

3.3 Adapaleno

O adapaleno (AD) € um farmaco derivado do &cido naftéico, integrante da terceira

geracgdo da familia dos retindides, cuja estrutura quimica, formada por anéis aromaticos
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(Figura 3.8), promove uma maior estabilidade a sua molécula quando exposta a luz e
ao oxigénio. O AD tem sido amplamente pesquisado, pois apresenta 0S mesmos
beneficios terapéuticos de outros tipos de retindides, mas com reducdo das reacdes
adversas usuais dos retindides, tais como ressecamento, eritema, descamacao e
irritacdo. Adicionalmente, uma acdo anti-inflamatdria mais pronunciada é observada
(CZERNIELEWSKI et al., 2001; CUNLIFFE; HOLLAND; JEREMY, 2004; MUKHERJEE
et al., 2006).

¢¢\ coon
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Figura 3.8 - Estrutura quimica do Adapaleno. Fonte: MUKHERJEE et al., 2006.

Assim como os demais retindides, o adapaleno é capaz de atuar em uma grande
variedade de processos celulares, principalmente no crescimento e diferenciacdo das
células. Essa acao € mediada por receptores de acido retindico RARy e RAR, que
estao localizados principalmente na epiderme e na derme, respectivamente. Através
desses receptores 0 adapaleno promove a descamacdo anormal da pele, a modulacéo
da diferenciacgéao celular e também apresenta propriedades anti-inflamatérias (SHROOT;
MICHEL, 1997; RIGOPOULOQOS et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2006). Por possuir essa
capacidade caracteristica dos retindides de atuar sobre o0s processos celulares,
acrescida pela minimizacao dos efeitos colaterais e sua acao anti- inflamatéria, o AD
tem sido utilizado principalmente no tratamento anti-acne, atuando na reversédo da
descamacéao folicular anormal e no processo de resposta inflamatoria envolvidos nesta
patogénese, atravées da normalizacdo do processo de diferenciacdo das células
epiteliais foliculares, diminuindo assim a formag&o de comeddes (KAWASHIMA et al.,
2008; GUO et al., 2014). Além das aplicacdes no combate a acne, outros estudos
envolvendo o uso do AD tém sido desenvolvidos, seja no tratamento contra o cancer
(OCKER et al., 2003, 2004; LIN, 2014), na dermatologia, com aplicacfes cosmeéticas
para tratamento anti-idade e doencas de pele (ALTINYAZAR et al., 2005; HERANE et
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al., 2012) ou no tratamento de lesdes na pele (BASAK et al., 2002).

Com relacéo ao tratamento de feridas, em diferentes estudos e condicfes, a aplicacéo
tépica de retindides tem se mostrado benéfica, propiciando a proliferacéo de fibroblastos
dérmicos, a reducdo da expressao de varias MMP e a producéo de colageno (BASAK
et al., 2002; LATEEF et al., 2005; TOM et al., 2005; DE CAMPOS PESETO et al., 2016).
Beneficios relacionados a minimizagéo da formacéo de cicatrizes também sao descritos
na literatura para o acido retindico, mas ndo para o adapaleno (AUST et al., 2010;
DEMATTE et al., 2011; TAHERI et al., 2015).

3.4 Filmes de Colageno e Gelatina como Curativos para Lesdes por

Queimadura

O colageno é um polimero natural que consiste em, aproximadamente, 30% de toda a
proteina presente no corpo de um vertebrado, integrando mais de 90% da proteina
extracelular presente no tendao e no 0sso, e mais de 50% da pele. Esta proteina possui
elevada homologia entre espécies, sendo os bovinos e o0s suinos fontes acessiveis de
colageno tipo I, que é o mais conhecido, devido a suas fibrilas serem as mais
abundantes e amplamente distribuidas no organismo (FRIESS, 1998; RUSZCZAK,
2003). A estrutura molecular do colageno tipo | é composta por 3 cadeias de
polipeptideos formando uma tripla hélice (Figura 3.9). Estas cadeias polipeptidicas sao
caracterizadas pela presenca de uma repeticdo de aminoacidos, sendo que todo terceiro
aminoacido é a glicina (Gly), resultando em uma sequéncia XxxYyyGly, onde Xxx e Yyy
podem ser compostos por qualquer aminoacido, sendo a Prolina (Pro) e a Hydroxiprolina
(Hyp) os tipos mais comuns, que ocupam essas posicdes em 28% e 38% das vezes,
respectivamente. Estas estruturas tripla hélice sdo conhecidas como Tropocolageno
(TC), e quando interagem entre si formam fibras e redes que integram a pele, 0ssos e
membranas basais (PURNA; BABU, 2000; SHOULDERS; RAINES, 2010).
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(a) (b) (c)

Figura 3.9 - Estrutura do Colageno: a) Sequéncia primaria de aminoacidos; b) Tropocolageno; e c)
Estrutura tripla hélice. Fonte: VULCANI, 2004.

A gelatina é um material obtido pela degradacédo parcial do colageno, que apresenta
baixo custo e 6timas propriedades funcionais e filmogénicas, j& que suas cadeias
possuem grande habilidade de ligagdo com moléculas de agua, apresentando assim a
vantagem de absorver exsudatos (no caso de aplicacdes envolvendo curativos). Esse
polimero é capaz de promover e acelerar o processo de granulacdo e epitelizacdo, e
também a coagulacdo sanguinea (WANG et al, 2012b; NUNES et al., 2016;
TUMMALAPALLI et al., 2016).

O uso do colageno e da gelatina como curativo para feridas apresenta muitas

vantagens, pois se tratam de materiais que apresentam biocompatibilidade com a
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maioria dos tecidos enddgenos e também baixa antigenicidade, além de  gerar
curativos que sdo considerados préticos e facilmente remodelados, caracteristicas
essas provenientes de sua estrutura simples e relativamente uniforme
(CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014). Sua natureza hidrofilica acrescida de sua
estrutura molecular e a capacidade de serem absorvidos e degradados tornam-os
atrativos para varios tipos de células, oferecendo suporte para a adesdo celular e
guiando/estimulando a formagdo tecidual, uma vez que nutrem as células que
preenchem o tecido afetado e permitem o acesso de células de defesa ao local da leséo,
permitindo adeséo, migracdo e proliferacdo celular (PURNA; BABU, 2000; NUNES,
2013). Outra vantagem apresentada pelo uso desses biopolimeros como curativo € sua
capacidade de atuar como sistema de liberacdo controlada de farmacos e demais
agentes ativos, o que permite que sua a¢ao na lesao seja associada a acao de agentes
antibiéticos, anti-inflamatdérios, potencializadores do processo de renovacgao celular,
entre outros. Além disso, trata-se de um sistema cujo objetivo é que ocorra sua
degradacéo total no periodo de liberagdo do ingrediente ativo, tornando desnecessaria
a sua remocéo (FRIESS, 1998; GIL, 2013).

Assim, esses hidrogéis tém sido recomendados como uma Otima opgdo para O
tratamento tépico de queimaduras de segundo grau (EDWARDS, 2010; SHAN et al.,
2015; YOSHINO et al., 2016).



32

Capitulo 4: Métodos

4.1 Materiais Utilizados

Copolimero em bloco poli(estireno-b-6xido de estireno) (PSzes-b-PEO134) cuja massa
molar numérica média (M,) é 37.000g/mol e o indice de polidispersao (IP) 1,04, foi
cedido gentilmente pelo grupo do Prof. Ulrich Wiesner (Cornell University); Adapaleno
(Glenmark, india); Solvente 1,4-Dioxano (Synth); Colageno tipo |, extraido de residuos
de couro wet blue, cedido pelo Prof. Luiz do Departamento de Quimica; Acido Acético
(CH3COOH) (Synth); Glicerina (Synth); Sulfadiazina de Prata (Sigma Aldrich); Gelatina
(Sigma Aldrich); Propilenoglicol (Synth).

4.2 Sintese das Vesiculas Poliméricas (VP’s)

Para a sintese das VP’s foram utilizados os procedimentos descritos por MA e
EISENBERG (2009) e CAON et al. (2013) com adaptacoes.

Sintese das Vesiculas Vazias:

Para a sintese das vesiculas vazias 10mg do copolimero PS,g-b-PEO,;, foram
dissolvidos em 2mL de 1,4-dioxano, que € um solvente comum para ambos o0s blocos,
sendo mantido sob agitacdo constante e temperatura ambiente até sua completa
solubilizacdo. Em seguida, ainda sob agitacdo magnética constante, foi adicionado
1,0mL de agua Milli-Q® de forma lenta e gradativa em uma taxa de no maximo 250uL/h.
Ao fim deste processo foram adicionados a suspensdo mais 20mL de 4gua ultrapura a
fim de inibir a cinética de agregacao das nanoparticulas. Para a remocéao do dioxano foi
utilizado um rotoevaporador onde a suspensao obtida foi submetida a baixa presséao até
a obtencao de um volume final de 10mL, que foi filtrado utilizando um filtro de acetato

de celulose com poros de 4pm.
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Sintese das Vesiculas Carregadas com Adapaleno:

Para a sintese das vesiculas carregadas 10mg do copolimero PS,5,-b-PEO,5, € 1mg de
AD foram dissolvidos em 2mL de 1,4-dioxano, que é um solvente comum para ambos
os blocos e também para o adapaleno, sendo mantido sob agitagdo constante e
temperatura ambiente até sua completa solubilizacdo. Em seguida, ainda sob agitacéo
magnética constante, foi adicionado 1,0mL de &4gua Milli-Q® de forma lenta e gradativa
em uma taxa de no maximo 250uL/h. Ao fim deste processo, foram adicionados a
suspensdo mais 20mL de agua ultrapura a fim de inibir a cinética de agregacao das
nanoparticulas. Para a remocdo do dioxano foi utilizado um rotoevaporador onde a
suspenséo obtida foi submetida a baixa presséo até a obtencdo de um volume final de

10mL, que foi filtrado utilizando um filtro de acetato de celulose com poros de 4um.

4.3 Filmes de Colageno

4.3.1 Preparo da Solucéo de Colageno

O colageno foi solubilizado em uma solucéo de acido acético 3% (v/v) na concentragcado
de 3% m/v. A solugdo foi mantida por duas horas a temperatura de 70°C, mediante
agitacdo constante. Decorrido esse tempo foi realizada uma filtragdo a vacuo para

remocao de possiveis impurezas provenientes do colageno.

4.3.2 Determinagdo da Concentracdo de Colageno na Solugéo

Um volume de 5mL da solucéo obtida no item 4.3.1 foi vertido em uma placa de petri e
mantido na estufa a 60°C por um periodo de 24 horas. Apos a total evaporagdo do
solvente formou-se um filme de colageno, o mesmo foi pesado e, através da equacédo
(4.1) foi possivel determinar-se a concentracéo de colageno na solugéo. A determinacéo
da concentracdo de colageno foi realizada em triplicata. O valor da concentracédo de

colageno na solucdo corresponde a média das trés medidas.

Concentracdo (m/v) = Massa do filme (q)
5mL de solucdo

(4.1)
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4.3.3 Preparo dos Filmes de Colageno

Os filmes de colageno foram preparados seguindo a técnica de Casting, que se baseia

na evaporacado do solvente utilizado, nesse caso, a solu¢cédo de acido acético.

Foram preparados os seguintes filmes:
1. Filmes de colageno puro;
2. Filmes de colageno contendo sulfadiazina de prata na concentracao 0,5% (m/m)
em relacdo a massa de colageno;
3. Filmes de colageno contendo vesiculas poliméricas carregadas com AD na
concentracdo 0,0001% (m/m) de farmaco, mais 0,5% (m/m) de sulfadiazina de prata;
4. Filmes de colageno contendo AD livre na concentragédo 0,01% (m/m).

Para o preparo dos filmes de colageno foi utilizado um volume da solu¢do contendo uma

massa total de 1g de colageno.
As solucdes preparadas foram vertidas em moldes de polipropileno que foram mantidas

em estufa a uma temperatura proxima a 50°C até a completa evaporagéo do solvente e

formacéo dos filmes.

4.4 Filmes de Gelatina

Foram preparados filmes de gelatina pura, filmes de gelatina contendo sulfadiazina de
prata, filmes de gelatina contendo sulfadiazina de prata e vesiculas carregadas com AD,
e filmes de gelatina contendo AD livre.

4.4.1 Filmes de Gelatina Pura

Foram utilizados 20% (m/m) de gelatina, em relacdo & massa total do filme de gelatina,

10% (m/m) de glicerina, 20% (m/m) de propilenoglicol e 50% (m/m) de agua Milli-Q®.

4.4.2 Filmes de Gelatina contendo Sulfadiazina de Prata
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Foram utilizados 20% (m/m) de gelatina, 10% (m/m) de glicerina, 20% (m/m) de

propilenoglicol, 0,05% (m/m) de sulfadiazina de prata e 50% (m/m) de agua Milli-Q®.

4.4.3 Filmes de Gelatina contendo Sulfadiazina de Prata e Vesiculas Poliméricas
carregadas com Adapaleno

Foram utilizados 20% (m/m) de gelatina, 10% (m/m) de glicerina, 20% (m/m) de
propilenoglicol, 0,05% (m/m) de sulfadiazina de prata e 50% (m/m) de dispersao de
vesiculas carregadas com AD.

4.4.4 Filmes de Gelatina contendo Adapaleno

Foram utilizados 20% (m/m) de gelatina, 10% (m/m) de glicerina, 20% (m/m) de
propilenoglicol, 0,001% de AD livre e 50% (m/m) de solucéo de vesiculas carregadas
com AD.

Para o preparo da solugéo, primeiro a gelatina foi levigada na glicerina a fim de se
realizar um umedecimento do pd. Em seguida foi adicionado o propilenoglicol (seja ele
puro ou ja contendo o farmaco disperso para as amostras carregadas) e a solugéo
aquosa. A solucédo foi mantida sob agitacdo constante e sob aquecimento a 40°C
overnight para completa solubilizacdo da gelatina. Ap6s a completa solubilizacdo da
gelatina a solugéo foi vertida em placa de petri de vidro e mantida em temperatura
ambiente para completa gelificagdo. A amostra foi mantida em geladeira para

conservacao do material.

4.5 Determinacado da concentracdo do AD por espectrofotometria na

regido do UV

O método selecionado para a determinagéo da concentracao do AD nas vesiculas e nos
estudos de liberagéo foi por espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) utilizando

o comprimento de onda de 320nm e espectrofotdbmetro UV-Vis Shimadzu UV-2600.
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4.5.1 Avaliacdo da seletividade

A seletividade do método para quantificacdo do AD nas VP’s foi avaliada verificando- se
a auséncia de absorbancia para as VP’s sem adicdo de AD no mesmo comprimento de
onda A = 320nm.

Para a analise da seletividade, foram pesados 2,5g das VP’s sem adi¢cao de AD em um
baldo volumétrico de 10mL. As VP’s foram diluidas com 4mL de THF e homogeneizadas
até solubilizagdo completa das VP’s. Apds a solubilizacdo completa do sistema, o
volume foi completado com metanol e a solugdo homogeneizada, levando a precipitacao
da matriz polimérica. A dispersdo foi centrifugada a 4000rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi analisado no UV-Vis em comprimento de onda A = 320nm. Foi utilizada
uma solucao de metanol/THF 60:40 m/m como branco.

4.5.2 Linearidade da curva analitica para determinagdo do AD nas vesiculas

poliméricas

Para a verificagdo da relagdo dose resposta do método analitico desenvolvido, foram
construidas trés curvas analiticas para quantificagdo do AD. As curvas analiticas foram
preparadas a partir de uma solugéo estoque obtida através da pesagem quantitativa de
5,0mg de AD em um bal&o volumétrico de 50mL, sendo o volume completado com THF
e 0 AD foi cuidadosamente solubilizado (AD 100pg/mL). A partir desta solucdo foram
transferidos, utilizando pipetas volumétricas, os volumes de 1mL, 2mL e 4mL para
balbes volumétricos de 10mL. A esses baldes foi adicionado 4mL de THF e o volume
completado com metanol. As solu¢Bes obtidas foram homogeneizadas, obtendo-se
solugBes com as seguintes concentracgdes: 10ug/mL, 20ug/mL e 40ug/mL de AD. Da
solugdo 10pg/mL foram pipetados 5mL, utilizando pipeta volumétrica, e transferidos
para um balédo volumétrico de 10mL. A este baldo também foram adicionados 4mL de
THF. O volume foi completado com metanol e a solu¢do homogeneizada (AD 5ug/mL).
Desta solucdo foram pipetados 5mL, utilizando pipeta volumétrica, que foram
transferidos para um baldo de 10mL. Na sequéncia foram adicionados 4mL de THF, o
volume completado com metanol e a solugcdo homogeneizada (AD 2,5ug/mL). Da
solucédo contendo 10ug/mL foi pipetado ainda 1mL,utilizando pipeta volumétrica, que foi
transferido para um baldo de 10mL, onde foram adicionados 4mL de THF. O volume

foi completado com metanol e a solucdo
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homogeneizada (AD 1upg/mL). Em seguida, foram realizadas leituras no
espectrofotbmetro no comprimento de onda A= 320nm. Uma solucdo metanol/THF

60:40 m/m foi utilizada como branco.

4.5.3 Linearidade da curva analitica para determinacdo do AD nos ensaios de

liberagdo in vitro

Uma vez que o AD é praticamente insolivel em agua (USP - Revision Bulletin Official”,
2012), um meio de liberacdo consistindo de solucdo tampéo fosfato salina (PBS) pH
7,4:Etanol (70:30) (Tabela 4.2) contendo 2% de monooleato de sorbitanoetoxilado 60
(Tween 60) foi usado para atender as condicdes sink (CAON et al., 2013). Assim, para
determinagéo da concentra¢do do AD nesse meio, uma nova avaliacdo da linearidade

foi realizada.

Foram obtidas trés curvas analiticas do AD a partir da solucdo estoque (100ug/mL)
descrita no Tépico 4.5.2. A Tabela 4.1 apresenta as aliquotas e condi¢des de diluicdo
utilizadas para o preparo das solu¢des contendo as diferentes concentragdes de AD que
foram utilizadas para a obteng&o da curva analitica. Para todas as solugfes finais, o
volume dos baldes volumétricos foi completado com solu¢do tampéo fosfato salina
(PBS) pH 7,4:Etanol (70:30) (Tabela 4.2) contendo 2% de monooleato de
sorbitanoetoxilado 60 (Tween 60), sendo a solu¢cdo homogeneizada. ApGs o0 preparo
destas solugdes, foram realizadas leituras por espectroscopia UV-Vis no comprimento

de onda A=320nm, utilizando a solu¢éo tampéao utilizada na diluicdo como branco.
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Tabela 4.1 - Concentrag8es utilizadas para montagem da Curva Analitica do Adapaleno em Solugéo

Tampéao PBS.
Aliquotas e Solucéo Baldo Volumétrico L
Utilizadas Utilizado Concentragdo Final
2,0mL - solugéo 100pg/mL 10mL 20pg/mL
1,0mL - solucdo 100ug/mL 10mL 10pg/mL
2,0mL — solucéo 20pg/mL 5mL 8ug/mL
1,0mL - solucdo 100pg/mL 25mL 4ug/mL
1,0mL — solucdo 20pug/mL 10mL 2ug/mL
1,0mL — solucdo 10pg/mL 10mL lpg/mL
1,0mL — solugéo 20ug/mL 25mL 0,8ug/mL
1,0mL — solugéo 10ug/mL 25mL 0,4pug/mL

*Todas as aliguotas foram obtidas utilizando pipetas volumétricas.

Tabela 4.2 - Composigdo da solugéo tampéo PBS pH 7,4.

Componentes Quantidade (g)
Fosfato de sodio dibasico anidro (Na;HPO.) 2,38
Fosfato monobasico de potassio (KH2PO,) 0,19
Cloreto de s6dio (NaCl) 8,00

Agua Destilada g.s.p. 1000 mL

4.5.4 Linearidade da curva analitica para determinacdo da SSD nos ensaios de

liberagdo in vitro

Para a avaliacdo da linearidade para adequada quantificagdo da SSD nos ensaios de
liberacdo foram obtidas trés curvas analiticas a partir de uma solucao estoque de SSD
na concentracédo de 500ug/mL. A solucéo estoque foi obtida a partir da solubilizacédo de
25,0mg do farmaco, com o auxilio de um baléo volumétrico de 50mL, cujo volume foi
completado com o &cido cloridrico 3mol/L. A Tabela 4.3 apresenta as aliquotas
utilizadas para o preparo das solu¢des contendo as diferentes concentracdes de SSD
gue foram analisadas para a obten¢éo da curva analitica, bem como a capacidade dos
baldes volumétricos para os quais as aliquotas foram transferidas e as concentracées

obtidas. O volume dos balGes volumétricos foi completado com solucéo tampao fosfato
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salina (PBS) pH 7,4:Etanol (70:30) contendo 2% de monooleato de sorbitanoetoxilado
60 (Tween 60), sendo a solucdo homogeneizada. Apds o preparo destas solucées,
foram realizadas leituras por espectroscopia UV-Vis no comprimento de onda A=261nm,

utilizando a mesma solugcéo tampéo como branco.

Tabela 4.3 - Concentrag@es utilizadas para montagem da Curva Analitica da Sulfadiazina de Prata em

Solugéo Tampao PBS.

Aliquotas e Solugéo Baldo Volumétrico o
Utilizadas Utilizado Concentragao Final

4,0mL - solugdo 500ug/mL 200ug/mL
2,0mL — solucéo 500ug/mL 100pg/mL
1,0mL — solug¢éo 500pug/mL 50ug/mL

5,0mL - solucdo 50ug/mL 10mL 25ug/mL

5,0mL - solucdo 25ug/mL 12,5ug/mL
5,0mL - solucéo 12,5ug/mL 6,25ug/mL

4.5.5 Andlise estatistica

Para verificacdo da linearidade das curvas obtidas para quantificacdo do AD nas
vesiculas e nos estudos de liberacao in vitro, bem como para quantificacdo da SSD nos
estudos de liberagéo in vitro, € necessaria a analise de regresséao linear. Assim, para a
adequacdo das curvas obtidas ao modelo de regressdo linear todas as premissas
obrigatérias foram avaliadas utilizando o programa GraphPadPrism® 5. A normalidade
dos dados brutos e residuos foi avaliada através do teste de Kolmogorov- Smirnov.e a
homocedasticidade pelo teste de Bartlett, ambos a um nivel de significancia de 0,05. A
auséncia de correlacdo dos erros também foi verificada, bem como avaliacdo da
equivaléncia dos interceptos e inclinagdo das 3 curvas obtidas, sendo entdo possivel

obter um equacéo da reta e um coeficiente de determinacgéo Unico a partir das 3 curvas.
4.5.6 Limite de deteccédo (LD) e Quantificac&o (LQ)
O limite de deteccao (LD) corresponde a menor concentragdo de analito que pode ser

detectada em uma amostra, entretanto, ndo necessariamente detectada. O limite de

guantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracdo de analito que pode ser
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determinada com precisdo e exatidao aceitaveis. O calculo desses valores foi realizado
seguindo a RE n°899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitara — ANVISA, utilizando-
se as equacles (4.1) e (4.2), onde DP. é o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y,

das 3 curvas e IC € a inclinacdo da curva de calibracdo (ANVISA, 2003).

LD = DPax 3 (4.1)
IC

LQ = DP.x 10 (4'2)
IC

4.6 Caracterizacéo

4.6.1 Caracterizacdo morfolégica das vesiculas produzidas com copolimero em

bloco por Microscopia Eletrdnica de Transmisséo (TEM)

A morfologia das vesiculas vazias e carregadas com o AD foi observada por Microscopia
Eletronica de Transmisséo (TEM) através do uso de um microscopio Tecnai G2-12 —
SpiritBiotwin FEI — 120kV, equipado com camera CCD e operado a uma voltagem de
aceleracdo de 80kV, presente no Centro de Microscopia da UFMG. As amostras foram
preparadas através da diluicdo de 50pL da suspensdo em 1mL de agua ultrapura, sendo
100uL dessa solucédo depositada sobre grides Lacey Carbon que séo revestidas por
uma fina camada de carbono e recebem tratamento para tornar suas superficies
hidrofilicas. Apos a deposi¢cdo da solucdo as grides foram secas em temperatura

ambiente para futura visualizagéo.
4.6.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)
A caracterizacdo da distribuicdo dos tamanhos das vesiculas foi realizada por

espalhamento de luz dindmico (DLS) através dos equipamentos Zetasizer Nanoseries

Nano-Zs90, Malvern Instruments, presente no Departamento de Produtos
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Farmacéuticos da FAFAR e do ZetaPALS, da Brookhaven Instruments presente no
LEPCOM. A técnica foi empregada para a caracterizacdo das amostras de VP’s de PS-
b-PEO vazias e contendo AD. Para a analise foram utilizados 2,0mL de cada amostra
previamente diluida a uma proporcédo de 50uL de solucdo para cada 1mL de agua Milli-
Q°®, utilizando cubetas cilindricas a uma temperatura constante de 25°C, angulo de 90°,
durante 300s.

4.6.3 Potencial Zeta

Através dos equipamentos Zetasizer Nano-Zs90 e do ZetaPALS, foi realizada também
a analise do potencial de superficie ou potencial zeta, onde foi utilizado 1,0mL de cada
amostra previamente diluida, bem como foi utilizado para a andlise por DLS, a uma

temperatura de 25°C, em cubeta especifica.

4.6.4 Avaliacdo da Presenca de Solvente por Espectroscopia de Infravermelho

com Transformada de Fourier — FTIR

A espectroscopia de infravermelho é um método fisico para analise que é utilizado no
estudo das moléculas organicas e compostos inorganicos, podendo ser aplicado em
biomateriais, polimeros, entre outros materiais (MANSUR, 2012). A avaliagdo da
presenca de dioxano na formulacdo preparada foi realizada no espectrometro Thermo
Scientific Nicolet 6700. O espectro do FTIR de reflectancia total atenuada na regiao de
650-4000cm™ foi obtido no modo de absorbancia com uma resolucdo de 4cm™. Foram
registradas 32 varreduras por amostra, que foram colocadas sobre cristais Multi- Bounce
de ZnSe. Foram analisadas amostras de 1,4-dioxano e também as solu¢des contendo

VP’s de PS-b-PEO vazias e apresentando AD em seu interior.

4.6.5 Termogravimetria (TG)

Foi realizada andlise termogravimétrica do copolimero em bloco PS-PEO, do Adapaleno
e das vesiculas carregadas com o AD, utilizando o equipamento EXSTAR TG/DTA 7200
do laboratério LEPCom da UFMG. As amostras foram submetidas a uma atmosfera
controlada de nitrogénio, com fluxo de 30mL/min e uma taxa de aquecimento de
10°C/min, no intervalo de 30 a 600°C.
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4.6.6 Determinacdo do Teor de Encapsulacdo do Adapaleno nas vesiculas

poliméricas

A avaliacdo do teor de encapsulacdo do AD foi realizada através da determinacao da
concentragao do farmaco presente na formulagao contendo as VP’s antes da filtracéo e
apos a filtracao utilizando papel filtro faixa branca, Unifil, com poros de 4um de diametro,
gue é responsavel por remover os cristais de AD ndo encapsulados.

A leitura das amostras foi realizada por espectroscopia de absor¢cdo de radiacdo na
regido ultravioleta-visivel (UV-Vis) em um equipamento SHIMADZU UV 2600, utilizando
uma cubeta de quartzo de 1,0cm.

e Teor Total

Para a determinacdo do teor total de AD, foram pesadas 2,59 da formulagdo em um
baldo volumétrico de 10mL. Na sequéncia, foram adicionados 4mL de THF para
solubilizacdo das VP’s e do farmaco. Apds solubilizagcado completa do sistema, o volume
foi completado com metanol e a solugéo foi homogeneizada, levando a precipitagéo da
matriz polimérica, mas mantendo-se o farmaco solivel. Na sequéncia, 5mL da dispersao
foram centrifugados a 4000rpm durante 10 minutos e o sobrenadante foi analisado no

UV-Vis, em comprimento de onda A= 320nm.

e Teor Encapsulado

Para a determinacdo do teor de AD encapsulado foram pesados 2,59 da formulagéo
filtrada diretamente em um baldo volumétrico de 10mL. Na sequéncia, foram
adicionados 4mL de THF para solubilizagéo das VP’s e do farmaco. Apds solubiliza¢éo
completa do sistema, o volume foi completado com metanol e homogeneizado, levando
a precipitagdo da matriz polimérica, mas mantendo-se o farmaco soltvel. Em seguida,
5mL da disperséo foram centrifugados a 4000rpm durante 10 minutos e o sobrenadante

foi analisado no UV-Vis em comprimento de onda A= 320 nm.
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4.6.7 Analise da Presenca de Cristais de Adapaleno por Microscopia de Luz

Polarizada

Para a analise da presenca de cristais de AD na formulacéo pré e pos filtragem, foi
utilizado o microscépio de luz polarizada de marca Zeiss Axio-Imager M2 com camera
Axio Cam ERc5s acoplada. Foi utilizada uma gota de cada solugéo (pré filtragem e pos
filtragem), que foram dispostas sobre laminas de vidro lisas para microscopia. As
imagens geradas foram visualizadas e tratadas com auxilio do programa Axio Camer -
Zen Pro 2012.

4.6.8 Analise do pH de Superficie dos Filmes de Colageno e Gelatina

Para a avaliagdo do pH de superficie, os filmes de gelatina (com AD, com SSD e com
vesiculas contendo AD) e de colageno (com AD, com SSD e com vesiculas contendo
AD) foram cortados com punch para biépsia de 8mm e em seguida foram umedecidos
com 500uL de 4gua. Em seguida, o pH da superficie molhada foi medido com fita

indicadora de pH, pH-Fix 0-14 da Macherey-Nagel. A analise foi realizada em triplicata.

4.6.9 Liberagéao in Vitro

Com o objetivo de garantir a condi¢é&o sink ao longo do estudo de liberacdo, ou seja,
longe da concentracdo de saturagéo, a solubilidade dos farmacos (AD e SSD) no meio
de dissolucéo foi avaliada. Assim foram preparadas suspenstes de AD e SSD a partir
da adicao de 50mg de cada farmaco em um frasco de penicilina contendo 7mL da
solugdo tampéo PBS:Etanol na propor¢cdo 70:30 acrescido de 2% de Tween 60, a
mesma utilizada nos estudos de liberacéo in vitro. Os frascos foram vedados e mantidos
sob agitacdo, com o auxilio de barras magnéticas, durante 24 horas a uma temperatura
de 37°C, a mesma utilizada durante os ensaios. Decorridas 24 horas, foram coletadas
amostras em triplicata dos frascos, que foram filtradas para remover os farmacos em
suspensao, sendo os farmacos em solucéo quantificados conforme descrito nos Tépicos
453e4.5.4.

4.6.10 Estudo de Liberacdo do Adapaleno pelas Vesiculas Poliméricas

Para a realizacdo do ensaio de liberacdo do AD foi utilizado um sistema consistindo na
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formulagao contendo as VP’s sintetizadas contendo o AD encapsulado, sendo utilizado

2mL da formulacéo.

O sistema foi colocado em saco de didlise (membrana de éster de celulose, diametro de
33mm — Sigma-Aldrich D9652-100FT; Estados Unidos). O saco de dialise foi colocado
em frasco de penicilina ambar contendo 5,0mL de tamp&o fosfato salina (PBS) pH
7,4:Etanol (70:30) contendo 2% de monooleato de sorbitanoetoxilado 60 (Tween 60). O
frasco foi mantido na temperatura de 37°C, sob agitacdo constante com o auxilio de
barra magnética. Nos seguintes tempos (1, 2, 4, 8 e 24 horas), 3mL do meio receptor
foram retirados e a mesma aliquota da solucao tampao foi adicionada para reposi¢ao.
Foram realizadas leituras por espectroscopia UV-Vis no comprimento de onda A =
320nm, utilizando a mesma solucdo tampéo usada no ensaio como branco. O estudo

foi realizado em triplicata.

4.6.11 Ensaio de Liberacdo in Vitro dos Farmacos Adapaleno e Sulfadiazina de

Prata pelos Filmes de Colageno e Gelatina

Nesta etapa foram realizados os ensaios de liberagéo a partir dos filmes de colageno e

gelatina contendo AD livre, SSD livre e a formulagdo contendo as vesiculas carregadas.

Para avaliar a quantidade de farmaco liberada pelas amostras, os filmes foram cortados
em discos de 20mm, utilizando-se punch para biopsia. Para o ensaio foram utilizados
suportes de espumas de poliuretano, as quais mantiveram os filmes em contato com a
solugdo tampao. As espumas foram inseridas em vidros onde foram adicionados 7mL
de solucao tampéao PBS:Etanol na proporc¢éao 70:30 acrescido de mais 2% de Tween 60.
As amostras foram colocadas em banho-maria a uma temperatura de 37°C, sendo
retirada uma aliquota de 3mL a cada 30 minutos, até que se completasse 120 minutos
de exposicédo dos filmes de gelatina e 150 minutos de exposicdo dos filmes de colageno
a solucdo. Para que o volume da solucdo se mantivesse constante, a cada 3mL de
solucéo retirada do vidro, foram adicionados 3mL da solugdo na mesma temperatura
de 37°C. As amostras foram analisadas em triplicata por UV-Vis nos comprimentos de
onda A = 320 e 261nm, para determinar a concentragdo do AD e da SSD,

respectivamente.
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4.6.12 Cinética de liberacao

Para avaliar o mecanismo de liberacéo do AD e da SSD, os dados experimentais foram
ajustados a quatro modelos cinéticos. A equacao do modelo de ordem zero (4.3) baseia-
se na liberagédo lenta do farmaco a partir de formas farmacéuticas que ndo desagregam.
A equacéo do modelo de primeira ordem (4.4) descreve a liberacdo do farmaco de um
sistema onde a taxa de liberagédo € dependente da concentracdo, podendo descrever a
dissolucao de farmacos sollveis em uma matriz porosa. A equacéo (4.5) do modelo de
Higuchi descreve a liberacao do farmaco como um processo de difusdo baseado na lei
de Fick, estando dependente da raiz quadrada do tempo. A equacdo modelo de Hixson-
Crowell (4.6) descreve a taxa de liberacdo como dependente da mudanca na area
superficial e no diametro das particulas (COSTA; SOUSA LOBO, 2001; DASH et al.,
2010).

Ordem zero: Q;= Qo + Kot (4.3)
Primeira ordem: In Q;= In Qo +Kit (4.4)
Higuchi: Qi = Knt*? (4.5)
Hixson-Crewell:16o13-Q /3= Kt (4.6)

Onde: Q:é a quantidade do farmaco liberado no tempo t; Qo é a quantidade do farmaco

na solucdo no tempo zero e K é constante da cinética de liberacdo

O mecanismo de liberacdo dos farmacos também foi avaliado pelo modelo de
Korsmeyer-Peppas (Q/Q.. = Kit"; onde Qt/Qwx é a fracdo do farmaco liberado). Neste
modelo a constante cinética (K) incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do
sistema polimérico e o expoente de liberacdo (n) caracteriza o mecanismo de liberacéo
do farmaco (Tabela 4.4). A aplicagdo desse modelo é limitada aos dados referentes a,
no maximo, 60% da quantidade acumulada de farmaco liberado (COSTA; SOUSA
LOBO, 2001; DASH et al., 2010).
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Tabela 4.4 - Interpretacdo do mecanismo de liberacéo por difusdo a partir de filmes poliméricos.

Expoente de Mecanismo de transporte do Taxa como uma funcéo do
liberacéo (n) farmaco tempo
0,5 Difusé&o Fickiana 05
0,5<n<1,0 Transporte anémolo !
1,0 Transporte caso-Il Liberacao de ordem zero
Maior do que 1,0 Transporte super caso-Il "t

O critério para definicdo do melhor modelo de cinética de liberacdo das curvas de
liberacdo obtidas para os diferentes modelos utilizados foi a avaliagédo do coeficiente de
determinagéo (Rz), sendo este o critério usualmente utilizado (COSTA; SOUSA LOBO,
2001; LU; TEN HAGEN, 2017).

4.6.13 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos filmes de colageno foi observada por Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV) através do uso de um microscépio JEOL JSM — 6360LV, presente no
Centro de Microscopia da UFMG. As amostras foram recobertas por uma fina camada
de ouro antes dos ensaios. Para obter imagens dos filmes produzidos, foram realizadas

fraturas criogénicas nos materiais antes da analise por MEV.
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Capitulo 5: Resultados e Discussofes

5.1 Preparacgao das VP’s e Filmes de Gelatina e Colageno

A sintese das VP’s foi realizada através da técnica de cossolvente seguida de
rotoevaporacao para a remocao do solvente presente na solucdo. A técnica consistiu ha
dissolucdo do PSus0-b-PEO23 € do AD em 1,4-dioxano overnight, que foi seguida pela
adicdo lenta de agua Milli-Q®, que é responsavel pela formacao das estruturas através
da autoassociacdo dos blocos copolimeros. Esse processo de auto- associacdo €
interrompido pela adicdo de um excesso de agua, que é seguido da rotoevaporacao e
da filtragem. A medida que ocorre a adi¢do da agua na solug&o de dioxano e copolimero,
vai aumentando a sua turbidez, resultando em uma solugéo de aspecto turvo, conforme
mostra a Figura 5.1.
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Figura 5.1 - Solugé@o contendo PSass0-b-PEO230 € Adapaleno dissolvidos em 1,4-dioxano durante adi¢éo
lenta de agua (A) e (B); Disperséo apés a adigdo do excesso de agua (C) e (D); e Disperséo final obtida
apos a rotoevaporacdo e filtragdo (E) e (F).

Os filmes de gelatina (Figura 5.2) foram sintetizados utilizando propilenoglicol e
glicerina, ja os filmes de colageno (Figura 5.3) foram sintetizados utilizando apenas a
glicerina. O uso desses componentes buscou um aprimoramento das caracteristicas
dos filmes para aplicagcdo como curativos, visando sua atuagdo como umectante,
guando em contato com o ferimento, como plastificante, conferindo maior elasticidade
e resisténcia aos filmes, permitindo sua manipulagdo sem que seja facilmente
danificado, e como conservante, por apresentar atividade antibacteriana. O
propilenoglicol foi utilizado ainda como solvente para os farmacos AD e SSD inseridos
nos filmes, ja que se mostra um melhor solvente que a glicerina (SWEETMAN, 2005).
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Figura 5.2 - Filmes de gelatina puro e contendo AD livre.

Figura 5.3 - Filmes de colageno puro e contendo AD livre.

Os filmes de gelatina se mostraram flexiveis e integros, tanto para o filme contendo
apenas a glicerina e o propilenoglicol quanto para os filmes contendo também os
farmacos, apresentando-se resistentes quando manipulados. Entretanto os filmes
contendo os farmacos perderam a transparéncia, devido a baixa solubilidade do AD e
da SSD. Os filmes de colageno contendo glicerina também se mostraram bem flexiveis,
caracteristica essa que ndo € observada nos filmes de colageno puro, que se mostram
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bem quebradicos. SHI et al., 2017 investigaram a acdo da glicerina em géis de
poli(alcool vinilico) (PVA), através da mistura de PVA e glicerol em agua, onde as
moléculas de glicerol atuam como ponte conectando-se as cadeias de PVA formando
ligacdes de hidrogénio. Esses géis apresentaram maior transparéncia, e também maior
facilidade de gelificacdo a temperatura ambiente, conferindo-lhes excelentes
propriedades como moldabilidade e termoplasticidade. A formacéo das ligacdes de
hidrogénio, que conferem tais propriedades ao gel de PVA no trabalho supracitado, pode
estar relacionada com as caracteristicas apresentadas pelos filmes de gelatina e
colageno aqui sintetizados. Foi observado também que ao serem adicionados 0s
farmacos AD e SSD, e a solugéo contendo as VP’s aos filmes de gelatina e colageno,

0S mesmos perderam a sua transparéncia.

As concentracdes de AD utilizadas neste trabalho baseou-se no fato do farmaco ser
liberado diretamente sob o tecido lesionado, sem a existéncia de barreiras, buscando
evitar a ocorréncia de irritagdo ou aumento da leséo e até mesmo toxicidade as células.
Quanto a concentragdo da SSD, a mesma foi baseada no resultado apresentado por

GIL et. al. (2016), mostrando um bom resultado no estudo da atividade antimicrobiana.

5.2 Determinacdo do Teor de Encapsulacdo do Adapaleno nas

Vesiculas Poliméricas

Foi construida uma curva analitica para a determinacdo quantitativa das amostras e a
verificacdo da validade do método utilizado, usando-se como solugdo padrdo uma
solugcédo de AD em THF na concentracdo de 100ug/mL. Para construcéo dos pontos da
curva foram realizadas diluicGes a partir da solugdo padréao conforme foi detalhado na

secao 4.4.5 obtendo uma faixa de concentragdo de 2,5 a 40,0ug/mL.

Os valores de limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram de 0,35 e
1,16pg/mL, respectivamente, indicando que o método desenvolvido é suficientemente
sensivel para a quantificagdo do AD. O método também se mostrou seletivo para a
quantificacao do AD nas VP’s, ja que nao houve leitura de absorbancia para a analise

realizada com as VP’s sem adi¢ao do farmaco.
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As premissas obrigatodrias para adequacéao das curvas obtidas ao modelo de regresséo
linear foram verificadas, conforme descrito na secéo 4.5. As analises para dados brutos
e residuos mostraram normalidade e homocedasticidade a um nivel de significancia de
0,05. Na andlise de regressdo linear, observou-se valores nao significativos
estatisticamente para o desvio de linearidade (aleatoriedade dos residuos),
confirmando-se a linearidade para as 3 curvas. As inclinacdes e interceptos para as 3
curvas foram comparados utilizando-se teste de F. Verificou-se que as inclinagbes ndo
diferiram significativamente entre si, bem como os interceptos. Para ambos (inclinacdo
e intercepto) obteve-se um p-valor muito superior a 0,05, ndo havendo evidéncia para
rejeitar a hipétese nula. Desta forma foi possivel obter uma equacgéo da reta comum
para as 3 curvas, cujo gréafico dos valores médios é apresentado na Figura 5.4, uma vez
que elas sdo equivalentes: y =0,0479x + 0,0581. O coeficiente de determinacédo obtido
também foi adequado (r*= 0, 0,9977), indicando uma forte relac&o linear positiva entre
as concentragfes de AD em solugdo e a absorbancia medida no equipamento, estando
de acordo com o exigido pela RE 899 (ANVISA, 2003).
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Figura 5.4 - Curva analitica para o Adapaleno em THF e Metanol realizado em UV-Vis.

5.3 Caracterizagcdo Morfologica das VP’s

Foram realizadas analises das VP’s preparadas a partir do copolimero em bloco PS-b-
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PEO por microscopia eletrbnica de transmisséo (TEM), possibilitando a observacdo de
uma morfologia vesicular bem definida das NP’s sintetizadas, conforme pode ser
observado na Figura 5.5. Foi possivel observar também que tais estruturas apresentam
tamanhos inferiores a 200nm, o que foi confirmado através do uso do software
ImageJ®, que foi empregado para se obter o didmetro médio das vesiculas presentes
nas micrografias. Utilizou-se uma média de 100 medidas para se obter os valores
médios de 70,8 £ 11,9nm para as NP’s sem o farmaco e 72,6 = 10,9nm para as NP’s
carregadas. As micrografias permitiram ainda obter a espessura da camada hidrofébica
das vesiculas, devido ao 6timo contraste apresentado pelo copolimero, ja que a
densidade eletronica do bloco hidrofébico PS é maior que a do bloco hidrofilico PEO,
que nao pode ser visualizado nas imagens (DU; O’'REILLY, 2009; MAI; EISENBERG,
2011). Os valores médios das espessuras das paredes das NP’s obtidos foram 23,4 +

2,8nm para as NP’s sem o farmaco e 24,1 + 3,4nm para as carregadas com o farmaco.

Assim como foi observado por CAON et al. (2013), por meio das micrografias, ao se
comparar as VP’s vazias com as carregadas com o AD, n&o é possivel notar nenhuma
alteracdo morfoldgica, com relagdo ao tamanho e formato das estruturas, que possa ter

sido provocada pelo processo de encapsulagéo.
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Figura 5.5 — Imagens de TEM das vesiculas de PS-PEO: a, b e ¢ correspondem as NP’s sem o farmaco;
d, e e f correspondem as NP’s carregada com AD.
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A Tabela 5.1 apresenta os resultados da caracterizacdo das VP’s sem AD com relagéo
ao didmetro das NP’s, o indice de polidispersao (IP) e o potencial zeta através da técnica
DLS.

Tabela 5.1 - Resultado da caracterizagdo das vesiculas vazias por DLS.

Parémetros Formulagao contendo VP’s Vazias
Diametro médio (nm) 436,3 + 23,52
IP 0,358 + 0,01
Potencial Zeta (mV) 14,21 + 0,31

A Tabela 5.2 mostra os resultados da caracterizagcado das VP’s contendo AD com relacéo
ao didmetro das NP’s, o IP, o potencial zeta, o teor total do AD presente na formulagao

antes de realizar a filtragem e a eficiéncia de encapsulagéo do (EE).

Tabela 5.2 - Resultado da caracterizagdo das vesiculas carregadas com adapaleno por DLS.

Formulacao contendo VP’s carregadas

Parametros com AD
Diametro médio (nm) 177,7 £ 12,54
IP 0,245 + 0,02
Potencial Zeta (mV) -17,93 £ 2,85
Teor total (%) 89,76
Eficiéncia de encapsulagéo (%) 9,00

Os valores médios dos didmetros das VP’s obtidos através das micrografias TEM
mostram-se menores do que os valores obtidos através do DLS, entretanto, confirma
gue o tamanho médio das vesiculas carregadas € menor que 200nm. Essa variagdo de
tamanho pode ocorrer devido a desidratacédo causada pela evaporacao da solucdo em
que as VP’s se encontram no processo de preparacao das amostras para a analise por
TEM e também pela condicéo de alto vacuo ao qual sdo submetidas neste equipamento.
Segundo GIACOMELLI et al., 2006 as diferencas entre os valores apresentados pelo
TEM e pelo DLS séao esperadas, ja que um indica o diametro médio e o outro indica
intensidade média do diametro, respectivamente. Os valores do IP

presentes nas tabelas indicam que existe mais de um tamanho de nanoparticula em
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suspensao, sendo que quanto maior for o seu valor, mais ampla serd a distribuicéo de
tamanho (SILVA, 2015). J& os valores de potencial zeta indicam que as formulacdes
contendo as VP’s, tanto vazias quanto carregadas com AD, apresentam estabilidade, ja
que a carga presente na superficie destas estruturas reduz a probabilidade de
agregacdo. A mudancga no valor da carga superficial das vesiculas indica ainda a
presenca do AD em sua membrana. Devido a presenca do farmaco durante o processo
de autoassociacdo dos copolimeros para formacdo da nanoestrutura ocorre a
dissociagéo do grupo carboxila do farmaco de COOH em COO- (FERREIRA, 2015).

O valor do teor total do farmaco presente na formulagdo apés a sintese das VP’s
carregadas antes de passar pela etapa de filtragem, mostrado na tabela, indica que
89,76% do farmaco inicialmente utilizado permanecia no sistema, mostrando que ha
uma perda de 10,24% durante o processo de sintese das vesiculas. Utilizando-se esse
valor como referéncia, foi possivel obter também o valor da eficiéncia do
encapsulamento do AD pelas vesiculas, mostrando que apenas 9,00% do farmaco foi
encapsulado. Esse valor indica que a EE foi baixa, coincidindo com os resultados
apresentados no trabalho publicado por RAMEZANLI et. al., 2017, que realizou a sintese
de nanoparticulas poliméricas derivadas de tirosina (denominadas TyroSpheres)
contendo o Adapaleno encapsulado, obtendo uma taxa maxima de encapsulamento
igual a 1,3%, que pode ser justificada pela rigidez apresentada pela estrutura do AD.
Em outros trabalhos anteriormente publicados, a taxa de encapsulamento do adapaleno
em sistemas nanoparticulados varia de 69 a 89% (JAIN et al., 2014; HARDE et al.,
2015). Fazendo-se uma analise do processo de sintese das vesiculas, do presente
trabalho, esse baixo valor de encapsulamento obtido pode estar associado ao processo
de filtragc@o no qual é possivel observar uma grande quantidade de material retido, que
pode resultar na perda de uma alta concentracdo de vesiculas carregadas, indicando

gue é necessaria uma revisdo e melhoria do protocolo adotado para a sintese.

5.4 Avaliacao da Presenca de Solvente na Formulacao por FTIR

O 1,4-dioxano (Figura 5.6) € um éter ciclico muito utilizado na dissolug¢éo de copolimeros
anfifilicos por apresentar a capacidade de solubilizar tanto polimeros hidrofilicos quanto

hidrofébicos, favorecendo a formacédo de estruturas vesiculares. A presenca de residuos
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de solventes organicos, como este utilizado, em formulacdes para uso no organismo
humano pode causar irritacdo, quando empregado em tratamentos tépicos, entre outras
reacdes. Devido a isso, ao final do preparo das estruturas, € necessario realizar a sua
eliminacdo. Neste trabalho procurou-se realizar através da rotoevaporacdo (MACY,
1976; SILVA, 2015). Para verificar se houve a eliminacdo do residuo do solvente foi
empregada a andlise por FTIR. Para isso foram realizadas leituras a partir do solvente
puro, que foi utilizado como padréo, e também de amostras das formulagdes contendo

as VP’s vazias e carregadas com AD.

O

O

Figura 5.6 - Estrutura quimica do 1,4-dioxano. Fonte: Sigma Aldrich.

A Figura 5.7 apresenta os espectros de infravermelho para o solvente organico 1,4-
dioxano e para as formula¢des contendo vesiculas vazias e vesiculas carregadas com
adapaleno, obtidos no espectrometro Thermo Scientific Nicolet 6700. O espectro do 1,4-
dioxano mostra-se semelhante ao espectro de infravermelho apresentado pelo
NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY - NIST, 2016 para o
mesmo solvente. Nele é possivel se observar bandas na faixa entre 3020-2800cm™, que
sdo atribuidas ao estiramento assimétrico da ligacdo C-H. Também é possivel observar
bandas na faixa entre 1117-1047cm™ e a banda em 875cm™ que estéo relacionadas a
banda de estiramento assimétrico da ligacdo C-O caracteristico dos éteres (BARBOSA,
2007).
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Figura 5.7 - Espectro de FTIR do 1,4-dioxano, formulag¢éo contendo vesiculas sem adapaleno e

formulag¢é@o contendo vesiculas com adapaleno.

ApOs a realizagdo da rotoevaporagdo as formulagbes contendo as VP’s vazias e
carregadas com o AD foram submetidas & analise por FTIR. E possivel notar a
semelhanca apresentada pelos seus respectivos espectros, onde observa-se a
presenca de bandas amplas entre os nimeros de onda 3600-2900cm™ e 3700- 2900cm’
! que podem ser atribuidas ao estiramento O-H resultantes de conformacdes de
ligagBes de hidrogénio fracas e fortes, provenientes da 4gua presente nas dispersoées,
como também do estiramento C-H proveniente do pico de absorcdo do bloco PS,
comum entre 3100-3020cm™. (ZHANG et al., 2007; LUONG et al., 2011). Ainda, relativo
& 4gua presente, é possivel observar a banda 1635cm™ que representa a flexdo da agua
ligada ao hidrogénio (FROST; KLOPROGGE, 2000). Segundo LUONG et al., 2011, o
formato e a posicdo dos espectros dependem do carater da ligacdo de hidrogénio

presente nas solugdes.
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A auséncia dos picos caracteristicos de éteres relacionados ao estiramento assimétrico
da ligacdo C-O nos espectros das formulacBes sdo um indicativo de que houve a
evaporacao do solvente 1,4-dioxano durante o processo de rotoevaporacao. A presenca
de bandas amplas relacionadas aos estiramentos O-H resultantes das ligacGes de
hidrogénio ocasionadas pela presenca da agua nestas formula¢des corroboram com
esse indicativo, pois segundo LUONG et al., 2011, estes estiramentos da molécula de
agua diminuem com o aumento da concentracdo de 1,4-dioxano, ja que as ligacdes de
hidrogénio da 4gua tendem a enfraquecer na presenca do solvente.

5.5 Termogravimetria (TG)

Na Figura 5.8 sdo apresentadas as curvas TG do copolimero em bloco PS-PEO, do
Adapaleno e das vesiculas contendo o AD carregado. Foi observado que, a
decomposi¢cdo do copolimero iniciou-se a uma temperatura aproximada de 198°C,
sendo que ao atingir a temperatura de 450°C a perda de massa havia sido completa.
CHIEFFI et al. 2014 encontrou, para a amostra de PS-PEO, uma perda de massa quase
completa (>99%) ao atingir uma temperatura de 458°C, indicando que o tratamento

térmico a 600°C promove a remogdo completa do composto orgéanico.
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Figura 5.8 - Analise da TG do copolimero PS-PEO, do Adapaleno e das Vesiculas carregadas com o AD.

Ainda analisando-se a Figura 5.8, € possivel observar que a decomposicdo do
adapaleno inicia-se a uma temperatura aproximada de 203°C. Entretanto, nao foi
possivel obter tal informagéo sobre as vesiculas carregadas, ja que ao ser preparada
para analise a amostra apresentou-se Umida, causando interferéncia na leitura inicial.
WANG et al. (2012a) verificaram em seu trabalho, apds submeter microparticulas de
PS-PEO carregadas com silica (SiO,) a analise termogravimétrica, que ocorreu uma
perda de 10,7% em massa até atingir a temperatura de 200°C. Essa perda foi atribuida
a liberacdo de agua presente nos compdsitos, ocorrendo, a partir desse ponto, a
diminuicdo evidente da massa do copolimero até sua degradagéo completa, que ocorreu

proximo a temperatura de 500°C, restando apenas a silica como residuo.

Tanto o farmaco, quanto as vesiculas carregadas, ndo apresentaram a perda completa
da massa, indicando que ha a presenca de residuos cuja temperatura de degradacéo

total esta acima dos 600°C. O tratamento térmico promovido foi capaz de degradar
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88,43% da massa total do adapaleno e 97,02% da massa total das vesiculas carregadas
com o farmaco, o que indica a presenca de 11,57% e 2,98% de residuos,
respectivamente. Como o copolimero apresentou degradacéao total da sua massa e as
vesiculas sdo constituidas apenas de PS-PEO e AD, podemos concluir que os residuos
apresentados pela amostra contendo as vesiculas carregadas sdo provenientes do

farmaco.

E possivel concluir também que os processos utilizados para a producéo dos filmes de
gelatina e colageno ndo sao capazes de causar a decomposicdo das vesiculas e do
farmaco, ja que a temperatura utilizada para realizar a dissolu¢cao dos polimeros e a
secagem do colageno encontra-se abaixo da temperatura cuja decomposi¢ao se inicia.

5.6 Analise da Presenca de Cristais de Adapaleno por Microscopia

de Luz Polarizada

A Figura 5.9a e a Figura 5.9b foram obtidas por intermédio da microscopia de luz
polarizada com o objetivo de verificar a presenga de cristais de AD antes e ap0s a
realizacdo da filtracdo utilizando filtro de acetato de celulose com poros de 4um de
didmetro. Os resultados mostram que o processo de filtrag&o foi eficiente na retencéo

dos cristais de AD, que séo os residuos do farmaco ndo encapsulado.
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Figura 5.9 - Imagens de microscopia de luz polarizada indicando a presenca de cristais de adapaleno na
amostra sem filtrar (a) e a auséncia dos cristais de adapaleno na amostra apos filtrar (b).

5.7 pH de Superficie

O valor do pH de superficie dos filmes de gelatina e dos filmes de colageno foram
obtidos através do uso de fitas de pH sobre a superficie umedecida das amostras
(Figura 5.10) conforme foi descrito na secdo 4.4.7. Os resultados obtidos sédo
apresentados na Tabela 5.3, e mostram que os filmes apresentam um valor de pH

levemente acido, assim como era esperado.
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Figura 5.10 - Amostras de 8mm dos filmes de gelatina e colageno, respectivamente.

Tabela 5.3 - Valor do pH da superficie dos filmes de colageno e gelatina.

Amostra pH
Gelatina com SSD 56+0,4
Gelatina com vesicula carregada 53+04
Gelatina com AD Livre 53+0,4
Colageno com SSD 56+04
Coladgeno com vesicula carregada 53+04
Coladgeno com AD Livre 53+04

A pele normalmente apresenta um valor de pH levemente acido, variando de 5,4 a 5,9,
enquanto que o pH corporal interno esta préximo do neutro (7 a 9). Esse valor de pH
levemente acido proporciona a pele um ambiente que dificulta a entrada de bactérias e
subsequente desenvolvimento de infecgBes. Além disso, o processo de cicatrizagdo de
um ferimento envolve componentes biologicos como fibroblastos, neutrofilos e
plaguetas, que sé&o influenciados pela alteracdo do pH. Quando ocorre grande variagao
do valor de pH a migracdo de células e a producdo de protease pode ser afetada
(RIPPKE et al., 2002, 2004; ALI; YOSIPOVITCH, 2013).
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Ferimentos ocasionados por queimadura expdem as camadas da pele, sendo essa
exposicdo proporcional ao tamanho e profundidade da lesdo. Quando ocorre o
extravasamento dos liquidos extracelulares, ha um aumento do valor do pH do
ferimento, tornando-o ligeiramente mais alcalino, retardando o processo de cura e
aumentando a probabilidade de ocorrer infec¢des. Devido a esses fatores, € importante
gue os filmes produzidos apresentem um valor de pH semelhante ao da pele, para
guando ocorrer sua aplicacdo em lesbes, 0 mesmo possa realizar a manutencao do pH,
mantendo-o com carater levemente acido (SHARPE et al., 2013; MILNE; CONNOLLY,
2014).

5.8 Ensaio de Liberacao

5.8.1 Avaliagao da Solubilidade dos Farmacos no Meio de Dissolucéo

A manutenc¢édo da condi¢do sink é um requisito crucial para estudos de libertacéo in vitro
de farmacos no campo farmacéutico (DOKOUMETZIDIS; MACHERAS, 2006; PHILLIPS
et al., 2012). Na condi¢éo sink a concentracdo do farmaco no meio de dissolu¢cao ndo
pode exceder 10 a 33% da solubilidade do farmaco nestes fluidos (ROSSI et al., 2007).
Visando manter essa condicéo foi avaliada a solubilidade do AD e da SSD no meio de
liberagdo utilizado (Tabela 5.4 e Tabela 5.5).

Tabela 5.4 - Solubilidade do AD no meio de dissolucéo.

Adapaleno
Amostra Absorbancia Concentracgéo (pg/mL)
AD1 1,410 19,46
AD2 1,516 20,92
AD3 1,457 20,11

Média 1,461 + 0,037 20,16 = 0,504




Tabela 5.5 - Solubilidade do AD no meio de dissolugéo.

Sulfadiazina de Prata

Amostra Absorbancia Concentracéo (pug/mL)
SSD1 11,893 293,37
SSD2 11,859 292,53
SSD3 11,845 292,18

Média 11,867 + 0,018

292,693 + 0,451
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Considerando-se os valores obtidos, e observando-se a presenca de AD e SSD

insolivel na suspensdo do estudo de liberacdo, conforme mostra a Figura 5.11, é

possivel concluir que a solubilidade maxima ocorre a uma concentragdo de 20,16 +

0,504pug/mL e 292,693 + 0,451ug/mL para o Adapaleno e a Sulfadiazina de Prata,

respectivamente.

Adapaleno

Sulfadiazina de
Prata

Figura 5.11 - Suspensao de AD e SSD apés 24 horas de agitagédo e aquecimento a 37°C.

5.8.2 Determinacédo do Adapaleno no Estudo de Liberacéo

Para a determinacao quantitativa do AD nos estudos de liberacdo foram construidas 3

curvas analiticas. Para obtencdo dos pontos da curva foram realizadas diluicdes em

solucdo tampdo PBS:Etanol acrescido de Tween 60 a partir da solucdo estoque,
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conforme foi detalhado na secdo 4.5, obtendo-se uma faixa de trabalho de 0,4 a
20,0pg/mL.

Os valores de limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram de 0,081 e
0,271pg/mL, respectivamente, indicando que o método desenvolvido € suficientemente
sensivel para a quantificacdo do AD.

A andlise estatistica das 3 curvas obtidas mostrou que a inclinagdo e o intercepto das
trés nao diferiram significativamente (p > 0,05), podendo ser obtida uma curva Unica.
Adicionalmente, as curvas obtidas atenderam as premissas basicas para adequacédo do
modelo de regresséao linear: a inclinacdo das retas foi significativamente diferente de
zero (p < 0,0001), sendo observada normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov, p

> 0,10) e homocedasticidade nos dados brutos e nos residuos (teste de Bartlett, p >
0,05), bem como auséncia de correlacdo dos erros (p > 0,05). Assim, a curva obtida a
partir das 3 curvas inicias, representada na Figura 5.12, apresentou coeficiente de
determinacéo adequado (r* = 0,9998), indicando uma forte relacéo linear positiva entre
as concentracdes de AD em solucao e a absorbancia medida no equipamento, estando
de acordo com o exigido pela RE 899 (ANVISA, 2003). Desta forma, o método analitico
mostrou boa linearidade dentro da faixa de trabalho proposta. A equacédo da reta obtida
da andlise de regresséo linear foi: y = 0,07215 x + 0,006175.

16 -

1,4 1 y = 0,0722x+0,0062
R? =0,9998

1,2

1

0,8

Absorbéancia

0,6
0,4

0,2

O T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Concentragdo adapaleno (ug/mL)

Figura 5.12 - Curva analitica para o Adapaleno em Solucdo PBS:Etanol + T60 realizado em UV-Vis.
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5.8.3 Determinacdo da Sulfadiazina de Prata no Estudo de Liberacao

Para a determinacéo quantitativa da SSD nos estudos de liberacdo foram construidas 3
curvas analiticas, usando-se como solucdo estogue uma solucdo de SSD em acido
cloridrico na concentracdo de 500ug/mL. Para construcdo dos pontos da curva foram
realizadas diluicbes em solucéo tampéo PBS:Etanol acrescido de Tween 60 a partir da
solugdo padrdo, conforme foi detalhado na secdo 4.5, obtendo-se uma faixa de
concentracao de 6,5 a 200,0pg/mL.

Os valores de limite de detecgéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram de 1,10 e
3,66pg/mL, respectivamente, indicando que o método desenvolvido € suficientemente
sensivel para a quantificagdo do SSD.

As trés curvas obtidas foram avaliadas quanto as premissas para adequac¢ao do modelo
de regresséo linear, sendo que: os dados amostrais apresentaram distribuicdo normal,
os residuos apresentaram distribuicdo normal (teste de Kolmogorov-Smirnov, p>0,10) e
homocedasticidade (teste de Bartlett); a regresséo linear foi significativa, sendo o valor
de p obtido menor que o nivel de significancia de 0,05, indicando auséncia de desvio da
linearidade. Também foi verificada a aleatoriedade significativa dos erros (p>0,05),

indicando que n&o ha correlagéo entre os residuos.

ApOs a avaliagdo das premissas obrigatorias e, a partir de um modelo de regresséo
linear significativo, observou-se que tanto os valores de inclinagdo quanto de intercepto
para as trés retas ndo foram estatisticamente diferentes entre si (p > 0,05), sendo
possivel concluir que as retas sédo equivalentes. Assim, pode-se obter um valor comum
de inclinacdo e de intercepto entre as trés retas, formando uma Unica equacéao da reta:
y = 0,0405x + 0,0117, mostrada na Figura 5.13. O coeficiente de determinacéo obtido
também foi adequado (r* = 0,09998) indicando uma forte relac&o linear positiva entre as
concentracdes de SSD em solugéo e a absorbancia medida no equipamento, estando
de acordo com o exigido pela RE 899 (ANVISA, 2003).
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Figura 5.13 - Curva analitica para a Sulfadiazina de Prata em Solugdo PBS:Etanol + T60 realizado em
UV-Vis.

5.8.4 Estudo de Liberacao do Adapaleno a partir das Vesiculas Poliméricas

O estudo do perfil de liberacao do AD a partir das vesiculas poliméricas foi conduzido
em solucéo tampéao PBS:Etanol na propor¢éo 70:30 acrescida de 2% de Tween 60. As
amostras coletadas (n= 3) foram lidas em espectrofotdmetro na regido do UV e
gquantificadas com base nas curvas de calibracdo obtidas. Os resultados obtidos estdo
apresentados Tabela 5.6 e na Figura 5.14. E importante ressaltar que a maior taxa de
liberacédo obtida (0,93ug/mL no tempo 28 horas, amostra 2), corresponde a 4,61% da
solubilidade obtida para o AD (20,16ug/mL) nas condi¢des do estudo, mostrando que a

condicéo sink foi respeitada.
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Tabela 5.6 — Valores médios de concentra¢éo de AD, por tempo e acumulada, e taxa de AD liberada (%)

em fung&o do tempo.

Tempo Concentracéao por Concentracéo _
%liberada
(horas) Tempo Acumulada
12 0,42 £ 0,02 0,42 £ 0,02 2,62+0,14
16 0,52 £ 0,03 0,94 £ 0,03 5,85+ 0,20
20 0,70 £ 0,05 1,65+ 0,02 10,21+ 0,12
24 0,80 0,06 2,45+ 0,08 15,18 + 0,47
28 0,86 + 0,06 3,32+£0,13 20,54 + 0,83
25
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Figura 5.14 - Perfil de liberagéo de AD pelas VP's.

O inicio da coleta da amostra a partir das 12 horas no estudo de liberagéo in vitro do AD
a partir das vesiculas foi estabelecido com base em outros ensaios realizados
anteriormente, onde a liberacao foi testada durante um periodo de 24 horas. Nesses
estudos, as aliquotas foram coletadas nos tempos 1, 2, 4, 8 e 24 horas, porém somente
foi possivel quantificar o AD no tempo 24 horas, assim como observado por PORTO

(2011). Assim, o conjunto dos dados mostra que nao foi observado nenhum
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burst release, mas sim uma liberacdo gradual e constante do farmaco. A liberacéo
prolongada de farmaco e auséncia de burst release sdo fundamentais para o

desenvolvimento de formula¢8es de liberagéo controlada.

Para entender melhor o mecanismo de liberacdo do AD a partir das vesiculas
poliméricas, a partir dos pontos obtidos foram realizados calculos de cinética liberagéo
utilizando diferentes modelos cinéticos — ordem zero, primeira ordem, segunda ordem,

Higuchi, Hixson-Crowell conforme descrito na secéo 4.6.

Os graficos das regressodes lineares obtidas para cada um dos modelos estudados estao
ilustrados nas seguintes figuras: Figura 5.15, Figura 5.16, Figura 5.17 e Figura 5.18.
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Figura 5.15 - Representacao grafica do modelo cinético de Ordem Zero.
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Figura 5.16 - Representacao grafica do modelo cinético de Primeira Ordem.
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Figura 5.17 - Representacéo grafica do modelo cinético de Higuchi.
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Figura 5.18 - Representacao grafica do modelo cinético de Hixson-Crowell.

Como pode ser observado nas Figuras 5.15 a 5.18, o maior coeficiente de determinacao
foi obtido para o modelo de ordem zero (R2= 0,9915). Este modelo baseia-se na
liberacdo lenta do farmaco a partir de formas farmacéuticas que ndo desagregam,
liberando o farmaco lentamente. As formas farmacéuticas que seguem esse perfil
liberam a mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo, sendo 0 mecanismo de
liberacdo ideal para a obtencdo de uma acgéo farmacoldgica prolongada (COSTA;
SOUSA LOBO, 2001; DASH et al., 2010).

A fim de se avaliar mais detalhadamente o mecanismo de liberacdo do farmaco, a
cinética de liberagdo também foi avaliada pelo modelo de Korsmeyer-Peppas, Figura
5.19. Como pode ser observado, o modelo apresentou-se adequado (R*= 0,9952) e o

valor de “n” obtido foi de 2,4, cujo mecanismo de liberagdo corresponde ao transporte
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super caso-ll e exibiu uma cinética préxima da ordem zero. Perfis semelhantes também
foram observados por ZOTTOWSKA et al., 2017 e SONAWANE et al., 2016 ao
avaliarem a liberacdo de farmacos a partir de carreadores poliméricos biodegradaveis.
O conjunto desses dados fornecem indicios de que a desestruturacdo das vesiculas
poliméricas acontece muito lentamente, liberando o farmaco de maneira continua ao
longo do tempo (Tabela 5.6).

Peppas
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Figura 5.19 - Representacao grafica do modelo cinético de Korsmeyer-Peppas.

5.8.5 Estudo de Liberacdo do Adapaleno pelos Filmes de Gelatina e Colageno

Estudos de liberagdo do AD a partir dos filmes de gelatina e colageno também foram
conduzidos. Através do valor da concentracdo acumulada foi possivel determinar
também a taxa liberada (%). A Tabela 5.7 exibe os valores da concentragdo de AD
acumulada e da taxa de AD liberada em fung&o do tempo pelos filmes de gelatina, sendo
gue a partir desses valores foi possivel obter perfis de liberacdo do farmaco (Figura
5.20). J4 a Tabela 5.8 exibe os valores da concentracdo de AD acumulada e da taxa
de AD liberada em fungéo do tempo, pelos filmes de colageno, sendo também possivel
obter os perfis de liberacédo do AD a partir desses valores (Figura 5.21). Também nestes
estudos a condi¢do sink foi mantida, visto que as maiores taxas de liberacéo obtidas,
respectivamente para os filmes de gelatina e colageno, foram: 3,56ug/mL (tempo 120
minutos, curva 3) e 3,71ug/mL (tempo 150 minutos, curva 2), correspondendo a 17,7%
e 18,40% da solubilidade obtida para o AD (20,16pug/mL) nas condi¢cbes do estudo.
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Tabela 5.7 — Valores médios de concentra¢éo de AD, por tempo e acumulada, e taxa de AD liberada (%)

em fun¢éo do tempo, pelos filmes de gelatina.

Tempo Concentracéo por Concentracéo

_ %liberada
(minutos) Tempo Acumulada
30 191+0,11 1,91+0,11 13,02 + 0,76
60 3,20+ 0,10 5,11 + 0,08 34,76 £ 0,54
90 3,39+0,09 8,50 + 0,08 57,82 £ 0,53
120 3,47 £0,09 11,97 £ 0,16 81,41 +1,09
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Figura 5.20 - Perfil de liberagdo de AD pelos filmes de gelatina.

Tabela 5.8 — Valores médios de concentragéo de AD, por tempo e acumulada, e taxa de AD liberada (%)

em funcéo do tempo, pelos filmes de colageno.

Tempo Concentracéo por Concentracéo _
_ %liberada
(minutos) Tempo Acumulada
30 1,97 £ 0,08 1,97 £ 0,08 11,51+ 0,44
60 3,05+0,12 5,02 £ 0,20 29,37+ 1,14
90 3,31+0,04 8,33+0,22 48,74 £ 1,28
120 3,60 +0,04 11,93 + 0,26 69,77 + 1,52

150 3,67 £ 0,05 15,60 + 0,31 91,23 +1,80
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Figura 5.21 - Perfil de liberagdo de AD pelos filmes de colageno.

Todas as amostras apresentaram liberacdo do AD nos primeiros 30 minutos de insercao
no meio, o que pode ser explicado pela alta solubilidade da matriz de gelatina e de
colageno na solucdo tampao, que permitiu a liberacéo do analito. Apés o periodo de 120
e 150 minutos os filmes de gelatina e coladgeno apresentaram, respectivamente,
degradacédo completa, impossibilitando a realizagéo do ensaio por um periodo maior de
tempo.

Para entender melhor o mecanismo de liberacao do AD a partir dos filmes de colageno
e gelatina, foram realizados calculos de cinética de liberacdo a partir de diferentes
modelos cinéticos — ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, Higuchi, Hixson-

Crowell conforme descrito na se¢éo 4.6.

Como pode ser observado, novamente, o maior coeficiente de determinagéo foi obtido
para o modelo de ordem zero: 0,9997 e 0,9986, respectivamente para os filmes de
gelatina e colageno. Ao avaliarmos as tabelas com os dados de liberagéo (Tabela 5.7 e
Tabela 5.8) é possivel entender a adequacado da cinética de liberacdo encontrada ao

modelo de ordem zero. Embora a liberagéo do AD seja mais pronunciada a partir do
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filme do que a partir das vesiculas, hd uma liberacdo constante do farmaco por unidade
de tempo. Este perfil de liberagdo tdo controlado, apesar do farmaco se encontrar
inserido em um filme hidrofilico, que intumesce e se desestrutura ao longo do tempo,
pode ser explicada pela baixa solubilidade do AD em meio aquoso, fazendo com que
sua dissolucdo ao longo dos filmes seja lenta e gradual. No entanto, quando
comparamos os valores de AD liberados a partir dos filmes de gelatina (11,97pg/mL em
120 minutos) e de colageno (15,60pug/mL em 150 minutos) com os valores de AD
liberado a partir das vesiculas poliméricas (3,32ug/mL em 28 horas) € possivel entender

a contribuicdo da desestruturagdo maior dos polimeros do filme em relacdo aos
polimeros das vesiculas.

(A) Ordem zero
2 100,0 y = 0,7608x - 10,305
@ 800 R? =0,9997 ¢

(=]
()
23 60,0
= 8 40,0
£ 20,0
(8)
X 0,0

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (minutos)
(B) Ordem zero
=0,6661x - 9,828

100,0 y=9 ’
a R? =0,9986
< 30,0
3

960,0
S3
® 40,0
S22
€ <200
3
° 0,0

0 50 100 150 200
Tempo (minutos)

Figura 5.22- Representacao grafica do modelo cinético de ordem zero. (A) Filmes de gelatina. (B) Filmes

de colageno.
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(A) Primeira ordem
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Figura 5.23 - Representacéo grafica do modelo cinético de primeira ordem. (A) Filmes de gelatina. (B)

Filmes de colageno.
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Figura 5.24 - Representacao grafica do modelo cinético de Higuchi. (A) Filmes de gelatina. (B) Filmes de

colageno.
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(A) Hixson-Crowell
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Figura 5.25 - Representacao grafica do modelo cinético de Hixson-Crowell. (A) Filmes de gelatina. (B)

Filmes de colageno.

A fim de avaliar mais detalhadamente o mecanismo de liberacdo do farmaco, a cinética
de liberacdo também foi avaliada pelo modelo de Korsmeyer-Peppas (Figura 5.26).
Como pode ser observado, 0 modelo apresentou-se adequado (R?= 0,999 e 0,9996,
respectivamente para os filmes de gelatina e colageno) e o valor de -nl obtido foi de
1,36 e 1,32, cujo mecanismo de liberac&o corresponde ao transporte super caso-Il e
exibiu uma cinética proxima da ordem zero. No mecanismo de transporte super caso-ll
€ esperada a desestruturacdo da matriz polimérica, 0 que se observa nos filmes
desenvolvidos, porém uma liberacdo continua por unidade de tempo também é
observada (Tabela 5.7 e Tabela 5.8), o que justifica a adequacdo das curvas de

liberagdo aos modelos cinéticos encontrados.
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(A) Peppas
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Figura 5.26 - Representacao grafica do modelo cinético de Korsmeyer-Peppas. (A) Filmes de gelatina.

(B) Filmes de colageno.

5.8.6 Estudo de Liberacdo da Sulfadiazina de Prata pelos Filmes de Gelatina e
Colageno

Estudos de liberacao da SSD a partir de filmes de colageno e de gelatina também foram
conduzidos. Assim, como nos demais estudos de liberacdo, o meio utilizado para a
liberacdo do farmaco foi uma solugcdo composta por tampao PBS:Etanol na proporcao
70:30 acrescida de 2% de Tween 60. A Tabela 5.9 apresenta os valores da
concentracdo de SSD acumulada e da taxa de SSD liberada em fung&o do tempo, pelos
filmes de gelatina, sendo que a partir desses valores foi possivel se obter perfis de
liberacdo do farmaco (Figura 5.27). J& a Tabela 5.10 exibe os valores da concentracao
de SSD acumulada e da taxa de SSD liberada em funcdo do tempo, pelos filmes de
coldgeno, sendo também possivel se obter os perfis de liberagdo do SSD a partir desses

valores (Figura 5.28). Também para a SSD, a condicao sink foi mantida nos estudos
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de liberacdo, visto que as maiores taxas de liberacdo obtidas, respectivamente para
os filmes de gelatina e colageno, foram: 62,08ug/mL (tempo 120 minutos, curva 3) e
65,77ug/mL (tempo 150 minutos, curva 3), correspondendo a 21,2% e 22,5% da
solubilidade obtida para a SSD (292,69ug/mL) nas condi¢cbes do estudo.

Tabela 5.9 — Valores médio de concentragdo de SSD, por tempo e acumulada, e taxa de SSD liberada
(%) em funcao do tempo, pelos filmes de gelatina.

Tempo Concentracéo por Concentracéo _
_ %liberada
(minutos) Tempo Acumulada
30 31,00 + 1,35 31,00 +1,35 4,25+ 0,19
60 59,90 + 0,89 90,90 + 0,98 12,47 + 0,14
90 60,69 + 1,15 151,59 £ 1,35 20,79+ 0,19
120 61,20+ 1,30 212,79 + 2,32 29,19 + 0,32
35 -
30 - P
25 -
= ,
Q 15 -
X 10-
5 - -
O T T T 1
30 60 90 120
Tempo (min)

Figura 5.27 - Perfil de liberagéo de SSD pelos filmes de gelatina.
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Tabela 5.10 — Valores médios de concentra¢édo de SSD, por tempo e acumulada, e taxa de SSD liberada

(%) em funcao do tempo, pelos filmes de colageno.

Tempo Concentracéo por Concentracéo

_ %liberada
(minutos) Tempo Acumulada
30 26,91 + 3,89 26,92 + 3,89 3,33+0,48
60 51,08 £ 9,92 77,99 £ 13,79 9,65+1,71
90 54,39 £ 9,52 132,38 + 23,09 16,38 + 2,86
120 55,58 + 9,80 187,96 + 32,78 23,26 £ 4,06
150 56,40 + 10,03 244,36 + 42,74 30,24 £ 5,29
40 -

35 -
30 - I

e : . ”
1 5 |
¥
T I I I I

Tempo (min)

Figura 5.28 - Perfil de liberacédo de SSD pelos filmes de colageno.

Assim como foi observado para os filmes contendo AD, todas as amostras apresentaram
liberagdo da SSD nos primeiros 30 minutos de insercdo no meio, o que pode ser
explicado pela alta solubilidade da matriz de gelatina e de colageno na solugéo tampéao,
gue permitiu a liberacdo do analito. Apés o periodo de 120 e 150 minutos, os filmes de
gelatina e colageno apresentaram, respectivamente, degradacdo completa,

impossibilitando a realizacao do ensaio por um periodo maior de tempo.
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Para entender melhor o mecanismo de liberacdo da SSD a partir dos filmes de colageno
e gelatina também foram realizados calculos de cinética liberacdo a partir de diferentes
modelos cinéticos — ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, Higuchi, Hixson-
Crowell, conforme descrito na secéo 4.6.12.

Os graficos das regressodes lineares obtidas para cada um dos modelos estudados estédo
ilustrados nas Figura 5.29, Figura 5.30, Figura 5.31 e Figura 5.32. Mais uma vez, o maior
coeficiente de determinacéo foi obtido para o modelo de ordem zero: 1,0 e 0,9996,
respectivamente para os filmes de gelatina e colageno. Novamente, a libera¢éo continua
por unidade de tempo, esperada em um modelo de cinética de liberacdo de ordem zero,
pode ser comprovada ao avaliarmos a liberacdo da SSD por unidade de tempo,
apresentada nas Tabela 5.9 e Tabela 5.10.

(A) Ordem zero
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2 ® 200
"o
gﬁ 10,0
3
°\° 0,0

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (minutos)

(B) Ordem zero
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2 _
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T 5 R? = 0,9996
>3 200
s 8 Y
=38
g = 10,0
>
(S)
N 0,0

0 50 100 150 200
Tempo (minutos)

Figura 5.29 - Representacéo grafica do modelo cinético de ordem zero. (A) Filmes de gelatina. (B) Filmes

de colageno.
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Figura 5.30- Representacgao grafica do modelo cinético de primeira zero. (A) Filmes de gelatina. (B)

Filmes de colageno.
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Figura 5.31 - Representacao grafica do modelo cinético de Higuchi. (A) Filmes de gelatina. (B) Filmes de

colageno.
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(A) Hixson-Crowell
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Figura 5.32 - Representacao grafica do modelo cinético de Hixson-Crowell. (A) Filmes de gelatina.

(B) Filmes de colageno.

Também para estes estudos de liberacdo, a cinética de liberacao foi avaliada pelo
modelo de Korsmeyer-Peppas (Figura 5.33). Como pode ser observado, o modelo
apresentou adequado (R?*= 0,9958 e 0,9966, respectivamente para os filmes de gelatina
e colageno) e o valor de -nl obtido foi de 1,4 (para ambos os filmes), cujo mecanismo
de liberac&o corresponde ao transporte super caso-Il e exibiu uma cinética proxima da
ordem zero. O mecanismo de transporte super caso- Il esta relacionado com eroséo,
difuséo e desestruturagéo polimérica (NNAMANI et al., 2015; SONAWANE et al., 2016).
Assim, nos filmes estudados, ocorre desestruturacdo polimérica com uma difusdo e
liberacdo do farmaco de forma continua e controlada, obedecendo a uma cinética de

ordem zero.
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(A) Peppas
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Figura 5.33 - Representacao grafica do modelo cinético de Korsmeyer-Peppas. (A) Filmes de gelatina.

(B) Filmes de colageno.

Além dos estudos de liberagdo mostrados acima, foi realizado também o estudo de
liberacao utilizando os filmes de colageno e gelatina contendo as VP’s carregadas com
0 adapaleno. Entretanto, como o periodo maximo de realizacédo do estudo foi de 120 e
150 minutos para a gelatina e o colageno, respectivamente, devido a rapida degradacao
dos filmes, ndo foi possivel detectar a liberacdo do farmaco pelas vesiculas.
Comparando ao resultado mostrado no tépico 5.8.4, onde so foi possivel detectar a
liberacdo do farmaco pelas vesiculas a partir de 12 horas de inser¢do no meio de
liberacéo, é possivel deduzir que o tempo de estudo, ou a técnica de analise selecionada
para quantificacdo do AD, n&o foi suficiente para realizar tal detec¢do. Ao inserirmos as
vesiculas poliméricas contendo AD nos filmes de gelatina e colageno, impomos duas
barreiras a serem rompidas: a barreira polimérica da vesicula e a do filme. Assim, ja
seria esperada uma liberag&o ainda mais lenta do AD.
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A guantidade de farmaco liberado pelo sistema produzido foi calculada a partir do teor
encapsulado inicialmente obtido, utilizando as leituras adquiridas pela espectroscopia
de UV-Vis



87

5.9 Microscopia Eletrénica de Varredura

Também foram obtidas imagens da fratura criogénica dos filmes de colageno puro e dos
filmes de coldgeno contendo adapaleno, sulfadiazina de prata e vesiculas carregadas
com o AD. A Figura 5.34 mostra imagens obtidas a partir dos filmes de colageno, onde
foi possivel observar uma estrutura uniforme para a maioria dos filmes, exceto para o
filme contendo as vesiculas carregadas com o AD, que aparenta ter apresentado
deformacéo plastica durante realizagdo da fratura criogénica, j& que o colageno torna-
se flexivel rapidamente (GIL et al., 2016b). O didmetro médio dos filmes obtidos foi de
127 + 26,24pm. N&o foi observada segregagdo microscopica dos componentes

adicionados na gelatina e colageno.
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38 156 M

Figura 5.34 - Imagem MEV da superficie de fratura de filmes de colageno: (a) e (b) puro; (c) e (d) contendo
AD; (e) e (f) contendo SSD; (g) e (h) contendo SSD e VP's carregadas com AD.
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Capitulo 6: Concluséao

v' Foi possivel produzir nanoparticulas carregadas com o Adapaleno e também
sem o AD, utilizando-se o copolimero em bloco PS-PEO;

v' As vesiculas obtidas foram incorporadas em filmes de gelatina e colageno;

v' As caracterizacdes das vesiculas realizadas por TEM e DLS permitiram observar
a morfologia vesicular, bem como seu didmetro, sua carga superficial e seu indice de
polidisperséo;

v' Através da andlise por FTIR foi possivel verificar a auséncia de residuos do
solvente 1,4-dioxano nas formulagées preparadas;

v' A analise termogravimétrica das vesiculas permitiu constatar que os protocolos
adotados na sintese dos filmes ndo ocasionam degradacéo das vesiculas;

v' A avaliacdo do teor de encapsulamento mostrou que houve perda de farmaco
durante o processo de sintese das VP’s, principalmente apds a etapa de filtragem,
ocasionando um teor de encapsulacao considerado baixo, quando comparado as
formulacdes presentes no mercado;

v' O ensaio de liberacdo das vesiculas carregadas com o farmaco apresentou um
perfil de liberacao constante durante o periodo em que foi avaliado, comprovando a sua
capacidade de liberacao do farmaco de forma lenta e controlada;

v Foram desenvolvidos filmes de gelatina e colageno contendo as VP’s,
adicionando-se uma concentracdo de AD e SSD livres;

v" O ensaio de liberacédo dos farmacos pelos filmes mostrou que estes sédo capazes
de atuar como sistemas de liberag&o controlada;

v A determinacdo do pH de superficie dos filmes mostrou que ha uma
compatibilidade com o pH da pele garantindo uma menor probabilidade de crescimento
de microrganismos e consequente infeccéo;

v' A andlise por MEV da superficie de fratura do filme de colageno apresentou uma

estrutura uniforme.

Tais resultados demonstram a capacidade das VP’s e dos filmes de atuarem como
SLC’s para aplicagdo em queimaduras, jA que apresentam a combinacdo de dois
farmacos capazes de acelerar e melhorar o processo de regeneracdo do tecido,
enquanto inibem os processos inflamatérios e infecciosos, com a vantagem de nao ser

necessaria a sua remocao, ja que o organismo absorve o colageno e a gelatina.
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Capitulo 7: Sugestdes para Trabalhos Futuros

O objetivo deste trabalho foi a sintese de vesiculas contendo Adapaleno, para aplicacao

como sistema de liberacdo controlada.

Pretende-se futuramente: aperfeicoar o processo de sintese das vesiculas, buscando o
aumento do teor de encapsulacao do farmaco e a melhoria do IP; desenvolver filmes de
colageno e gelatina que apresentem maior elasticidade e resisténcia, melhorando o
periodo de permanéncia em feridas, proporcionando assim a liberag&o do principio ativo
de forma mais controlada e gradual;, e em seguida, a realizacdo de testes de

citotoxicidade.
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