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RESUMO

Lesbes cutdnea sao interrupcdes da sua estrutura anatbmica normal e
fisiolégica que causam danos pela perda da funcao barreira da pele tornando-a
exposta a diversos tipos de substancias e microrganismos. Dessa forma uma
rapida cicatrizacao desta lesdo é fundamental para evitar o risco de infec¢oes e
outras complicacdes. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de
nanoparticulas lipidicas, na forma de nanoparticulas lipidicas sélidas e
nanoparticulas poliméricas de nucleo lipidico, para veiculacao de halcinonida
para modulacdo da fase inflamatéria da cicatrizagdo, reduzindo dor,
desconforto, edema e exsudato, aliado a redugédo da toxicidade do farmaco.
Para tanto, as nanoparticulas foram obtidas e caracterizadas quanto ao
tamanho de particula, propriedades fisico-quimicas, estabilidade, eficiéncia de
encapsulagéo do fa&rmaco, microscopia eletrénica de varredura por emisséo de
campo, difracdo de raios X, espectroscopia na regido do infravermelho e
Raman com Transformada de Fourier, calorimetria diferencial de varredura,
analise termogravimétrica, estudo de permeacao cutanea in vitro e avaliagao in
vivo da resposta inflamatoria e da toxicidade do farmaco. Além disso, um
método para quantificacdo do farmaco por cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi desenvolvido e validado. As nanoparticulas apresentaram
didmetro médio variando entre 260 a 500 nm, indice de polidisperséao abaixo de
0,37, potencial zeta proximo a -30 mV, pH entre 5,3 e 6,5 e apresentaram
estabilidade ap6s armazenamento de 60 dias. As imagens obtidas por
microscopia revelaram formato esférico com superficie lisa. A analise de
difracdo de raios x demonstrou a amorfizagdo do farmaco nos sistemas
nanoestruturados. Por espectroscopia na regidao do infravermelho e Raman
puderam-se identificar as bandas caracteristicas dos principais componentes
das formulagdes, indicando que ndo houve ligacdo quimica entre eles. A
analise térmica revelou os picos da fusdo do farmaco e dos lipideos e polimero
utilizados e a temperatura da sua degradacao. As nanoparticulas apresentaram
5,0 % do farmaco permeado em 24 horas de estudo. O estudo in vivo revelou
que a halcinonida livre foi téxica, produzindo efeitos adversos sistémicos e as
nanoparticulas contendo o farmaco foram capazes de modular a inflamacao da
cicatrizagcao, evitando a formacado de edema e exsudato, porém prejudicando
as fases subsequentes do processo de cicatrizagdo. No entanto, a
incorporacdo da halcinonida nas nanoparticulas foi capaz de reduzir a
toxicidade do farmaco pelo controle da sua liberacdo. Em relacdo as amostras,
as duas nanoparticulas desenvolvidas apresentaram resultados semelhantes,
sendo que as nanoparticulas poliméricas de nucleo lipidico mostrou melhor
retracdo da ferida e aspecto macroscépico, possivelmente pelo controle
polimérico associado ao do lipideo para liberacao da halcinonida.

Palavras-chave: nanoparticulas poliméricas de nucleo lipidico, nanoparticulas
lipidicas sélidas, glicocorticoide tépico, toxicidade.



ABSTRACT

Skin wounds are interruptions of the normal physiological and anatomical
structure of the skin causing damage by loss of barrier function becoming the
organism exposed to various types of substances and microorganisms. A fast
healing of the wound is essential to avoid the risk of infections and other
complications. The aim of this work was to the development of lipid
nanoparticles, as solid lipid nanoparticles and lipid-core polymeric nanoparticles
containing halcinonide to modulate the inflammatory phase of wound healing,
reducing pain, discomfort, edema, exudates and to reduced the drug toxicity. To
this end, nanoparticles were obtained and characterized for particle size,
physicochemical properties, stability, encapsulation efficiency, scanning
electron microscopy by field emission, x-ray diffraction, spectroscopy in the
infrared and Raman Fourier Transform, differential scanning calorimetry,
thermal gravimetric analysis, study of the in vitro skin permeation and in vivo
evaluation of the inflammatory response and drug toxicity. Furthermore, a high-
performance liquid chromatography method for quantification of the drug was
developed and validated. Nanoparticles had an average diameter ranging from
260-500 nm, polydispersity index below 0.37, zeta potential close to -30 mV, pH
between 5.3 and 6.5 and were stability after storage for 60 days. The
microscopy images showed spherical shape with smooth surface. The X-ray
diffraction analysis showed drug amorphization in the nanostructured systems.
By infrared and Raman spectroscopy was identified the characteristic bands of
main components of the formulations, indicating no chemical bonding between
them. Thermal analysis revealed the melting peaks of the drug and lipids and
polymer and the temperature of its degradation. Nanoparticles showed 5.0% of
drug permeation in 24 hours. In vivo study showed that the pure halcinonide
was toxic; producing systemic adverse effects and nanoparticles containing the
drug was able to modulate the inflammation healing, avoiding the edema and
exudates formation and however impairing the subsequent stages of the
healing process. However, the incorporation of the halcinonide in nanoparticles
was able to reduce the drug toxicity due to the control of the drug release.
Regarding the samples of lipid nanoparticles, both showed similar results,
wherein the lipid-core polymeric nanoparticles showed better retraction of the
wound and macroscopic appearance, possibly due to the polymer control
associated with the lipid in halcinonide release.

Keywords: lipid-core polymeric nanoparticles, solid lipid nanoparticles, topical
glucocorticoids, toxicity.
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1 INTRODUCAO

A pele é um dos maiores 6rgdaos do corpo humano e é um tecido
dindmico protetor que atua como uma grande barreira entre o ambiente externo
e 0 organismo interno. Ela esta constantemente exposta a uma variedade de
poluentes ambientais, substancias quimicas, microrganismos patogénicos e
materiais fisicos (OTANG & AFOLAYAN, 2016). No entanto, a pele é
continuamente submetida a véarias lesbes e uma area da pele danificada ou
ferida inicia uma série de acontecimentos complexos e bem concebidos para
que a sua integridade seja rapidamente estabelecida, restaurando sua funcéao
normal (CHANDIKA et al., 2015).

A lesdo cutdnea ainda é um problema de saude comum e cerca de 11
milhGes de pessoas sofrem por lesdes cutdneas agudas enquanto que 0,3
milhdes de pessoas sao hospitalizadas por ano somente nos Estados Unidos
(MU et al, 2016). Uma lesdo cutanea é definida como uma interrupcao da
estrutura anatémica normal e fisiolégica do tecido e representa danos das
barreiras naturais de defesa que favorecem a invasdo de microrganismos
(MOMOH et al., 2015).

A cicatrizacdo de lesdes cutaneas é um evento fisiolégico complexo
destinado ndo apenas a restaurar a funcao barreira da pele e a homeostase,
mas também reduzir o risco de infeccao e outras complicacbes (GAINZA et al.,
2015). Em individuos saudaveis, a maioria das lesdes cutaneas cura de uma
maneira relativamente rapida, apds a homeostase, através de trés fases que se
sobrepdem: inflamatéria, proliferativa e de remodelacao ou maturacao (ELLIOT
et al., 2015).

Contudo a recuperacdo da pele e a cicatrizacdo podem levar varias
semanas de acordo com o tamanho da lesdo, o que causa dor, desconforto e
grande probabilidade de infecgdo. Dessa forma, buscam-se mecanismos para
acelerar o processo de cicatrizacdo da pele pela utilizacdo de farmacos e
medicamentos administrados diretamente sobre a ferida.

Como a primeira fase da cicatrizacao é uma inflamacao, a utilizacao de
anti-inflamatérios com a funcdo de modular a inflamagdo pode ser uma
ferramenta interessante para acelerar o processo de cicatrizacao, atenuando a

dor e o desconforto do individuo que tem a pele lesionada, sem interferir na
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cascata de eventos relacionados a essa fase. Uma vez que a fase inflamatéria
€ compreendida por vermelhiddo e presenca de edema e exsudato, a
modulacao da inflamacgéo poderia reduzir esses efeitos fisioldgicos, acelerando
o fechamento da lesdo cutanea pela cicatrizagao.

Glicocorticoides tépicos, como a halcinonida (HAL), sao a classe de
medicamentos mais frequentemente prescritos por dermatologistas
(WIEDERSBERG, LEOPOLD &GUY, 2008) e sao utilizados para tratar um
amplo espectro de doencas inflamatérias e autoimunes (BOARDMAN et al.,
2014). A sua eficacia clinica no tratamento de doencas de pele como a
psoriase e a dermatite atépica é relacionada com a sua acao vasoconstritora,
anti-inflamatoéria e imunossupressora (WIEDERSBERG, LEOPOLD & GUY,
2008).

Sendo assim, o uso de glicocorticoides topicos como a HAL para
promover a modulacdo da fase inflamatéria acelerando a cicatrizacao de lesdes
cutdneas é uma alternativa aparentemente interessante. No entanto, essas
substancias apresentam toxicidade dependente da dose e a administracao
diretamente na pele lesionada, sem a barreira exercida pelo estrato corneo,
poderia levar a absorcao e ao aparecimento de efeitos adversos sistémicos. A
encapsulagéo da HAL em sistemas nanoestruturados como as nanoparticulas,
que promovem a liberagdo controlada do farmaco em sitios de agao
especificos, é uma ferramenta bastante difundida para reduzir a toxicidade de
farmacos e melhorar a sua acao (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003).

Sistemas nanoestruturados na forma de nanoparticulas sao
carreadores de farmacos com tamanho que, normalmente, variam de 10 a 500
nm e tem a capacidade de encapsular eficientemente moléculas de farmacos
com diferentes propriedades fisico-quimicas (SCHAFFAZICK & GUTERRES,
2003). Nanoparticulas com carater lipidico sdo amplamente utilizadas para
carrear farmacos lipofilicos e sdo constituidas em maior proporcao por lipideos
biocompativeis e nao tdéxicos e podem ou nao serem associadas a polimeros
(KELIDARI et al., 2015).

Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) sao um sistema transportador
coloidal para o direcionamento de farmacos, constituidas de lipideos néo
irritantes e nao téxicos e as formulacdes sdo bem adaptadas para uso na pele
inflamada e danificada, formando um filme intacto na superficie da pele (SHAH
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et al., 2015). Nanoparticulas poliméricas de nucleo lipidico (NNL) sao
dispositivos nanoestruturados em que uma parede polimérica rodeia um nucleo
lipidico capazes de estabilizar as substancias encapsuladas e controlar a
liberacdo do farmaco melhorando a sua eficacia (CORADINI et al., 2014; FIEL
etal., 2014)

Dessa forma, a incorporacdo da HAL em sistemas nanoparticulados
constituidos por lipideos como as NLS e NNL seria um interessante mecanismo
de controle da liberacdo do farmaco na pele lesionada, por se tratar de
preparacées biocompativeis, ndo irritantes e nado toxicas, reduzindo a
toxicidade do farmaco. A administracdo da HAL atuaria na fase inflamatéria da
cicatrizagcdo modulando a inflamacéao pela reducao de edema e exsudato, além
da atenuacéao da dor e do desconforto causado pela lesdo cutanea, acelerando

0 processo de cicatrizagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a resposta inflamatéria da
cicatrizacdo e a toxicidade de sistemas nanoparticulados, na forma de NLS e

NNL, carregados com HAL e administrados sobre lesGes cutaneas.

2.2 Objetivos especificos

e Obter NLS e NNL inertes e carregadas com HAL,;

e Desenvolver e validar um método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para quantificacdo da HAL;

e Determinar a eficiéncia de encapsulacao da HAL das nanoparticulas;

e Caracterizar as nanoparticulas carregadas com HAL por anélises fisico-
quimicas, morfoldgicas, espectroscépicas e térmicas;

e Determinar a estabilidade das nanoparticulas;

e Avaliar a permeagéao in vitro da HAL e das NNL e NLS carregadas com
HAL;

e Avaliar in vivo, em modelo animal, o efeito toxico da HAL, das
nanoparticulas carregadas e inertes incorporadas em gel de Natrosol®
administradas sobre a pele lesionada, assim como a resposta

inflamatéria durante a cicatrizacao da lesao cutanea.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A pele

A pele & um dos maiores érgaos do corpo humano com uma éarea de
cerca de 2,0 m? e é a interface entre o organismo e o ambiente, impedindo a
perda de agua e a entrada de materiais estranhos (SHAHZAD et al., 2015;
WIEDERSBERG et al., 2008). A espessura da pele é altamente variavel
dependendo de fatores como a localizacdo anatbmica, idade e sexo. As
funcbes da pele tém sido classificadas como protegdo, homeostatica e
sensorial (SENYIGIT & OZER, 2012).

Conforme é mostrado na Figura 1, a pele é dividida em trés camadas
distintas: a epiderme, a derme e a camada de gordura subcutanea, ou
hipoderme. A epiderme é a camada mais externa da pele e é caracterizada
como a parte mais fina e com espessura variavel (SHAHZAD et al., 2015). E
composta por 4 a 5 subcamadas que, de dentro para fora da pele, sédo: estrato
basal, estrato espinhoso, estrato granuloso, estrato Iucido (presente apenas na
palma da mao e sola do pé) e estrato corneo (SENYIGIT & OZER, 2012). A
maior parte da epiderme é formada por um epitélio escamoso, que consiste
principalmente, por queratindcitos. Essas células se diferenciam em cada
estrato, até que chegam ao estrato cérneo, que é a camada mais externa da
pele (WELSS et al., 2004).

A derme apresenta cerca de 2,0 mm de espessura e contém colageno,
fibras elasticas, vasos sanguineos, nervos, bem como os foliculos capilares e
as glandulas sebaceas e sudoriparas. As principais células da derme sao os
fibroblastos, que estdo envolvidos na resposta imune e inflamatéria e sobre a
qual os receptores de glicocorticoides sdo encontrados. E a fonte de nutrientes
para a epiderme (WIEDERSBERG et al., 2008).

A hipoderme é um tecido subcutaneo que consiste em gordura e
musculo e atua como um isolador de calor, amortecedor de choque e uma
regido de armazenamento de energia (WIEDERSBERG et al., 2008).
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Figura 1: Representagdo das camadas da pele e seus anexos.

Corpisculo de
Meissner

Epiderme - camada cirnea

Epiderme- camada \>¢6" _
espinosa

Epiderme - membrana 'S
basal /

Derme - Camada reticular
Gléndula sudoripara -

Pélo
Glandula sebacea
Misculo eretor

Glandula sudoripara

Glindula sebicea
~_~Fuoliculo piloso

Glindula sebdcea _——Raiz do pélo
- L \ ¥ cs s
Plexo vwascular ﬁulnsn-.—r_ ) i Corpisculo de Pacini
. -' _-Brtéria
we _Veia
Hipoderme - camada | ’__,..--'TEEilil:l adiposo da
superficial hipaderme
windw Ineil-edarginiaedoe., FMHd_SEinddol

A pele € uma barreira natural para a penetragdo de substancias. Dessa
forma, para o tratamento tépico o fa&rmaco deve atravessar o estrato cérneo
para atingir as camadas mais profundas da pele. No entanto, o estrato cérneo é
a principal barreira contra a penetracdo de substancias na pele, por ser
composto por queratinécitos, localizado em uma matriz lipidica organizada em
bicamadas lamelares (BERGH et al., 1997).

O transporte de farmacos através da pele ocorre principalmente por
difusdo das moléculas através das estruturas da pele. Este percurso pode ser
realizado por trés vias: entre os cornedcitos, permanecendo na matriz lipidica
(via intercelular), através dos cornedcitos e da matriz lipidica (via transcelular)
ou através dos anexos da pele (via apéndices). O transporte pode ser mediado
por transporte ativo (os transportadores de proteina facilitam o transporte de
farmacos em certos ambientes) e transporte passivo, pelo qual as moléculas
sdo movidas por correntes locais no sistema linfatico ou vascular ou pelos
espacos intersticiais (JEPPS et al., 2013).
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3.2 Lesdes cutaneas

Toda lesdao que leva a interrupgdo da continuidade de um tecido
corpéreo € chamada de ferida, em maior ou menor extensdo, causada por
qualquer tipo de trauma fisico, quimico, mecéanico ou desencadeada por uma
afeccéao clinica, que aciona as frentes de defesa organica para o contra ataque,
chamado de processo de cicatrizagdo (CESARETTI, 1998). As lesbes
cutédneas, como as feridas, possuem grande importancia clinica em funcao da
alta frequéncia de ocorréncia, da morbidade e da proliferacdo bacteriana
presente em um grande numero delas (WOUK et al., 1998).

A cicatrizacao das lesbes cutdneas é uma reagao natural do organismo
que leva a restauracdo da integridade estrutural e funcional dos tecidos
lesionados (AMMAR et al., 2015). Este processo envolve a interacdo de uma
cascata complexa de ag¢des bioquimicas e celulares que induzem a producgao e
secrecao de citocinas pré-inflamatoérias, tais como interleucina (IL) -1, fator de
necrose tumoral (TNF), fator estimulador de col6nias de granulécitos e
macréfagos e IL-6 (HATANO, 2015).

O processo de reparacao da lesao cutdnea compreende trés estagios
ordenados sobrepostos: fase inflamatéria, fase proliferativa e a fase de
maturacdo (PARK et al., 2015). Geralmente, a inflamacdo comeca 24 horas
apos a lesdao e compreende os processos de hemostasia, onde o endotélio
estimula a acao plaquetaria liberando os fatores de crescimento e ativando a
formacao de fibrina. Forma-se o trombo com a migracao de polimorfonucleares
e liberacdo de mediadores inflamatérios. Os neutrofilos sdo os marcadores de
célula predominante na fase de inflamacao. Juntamente com os macréfagos
removem os detritos de células resultante do ferimento por fagocitose (LI et al.,
2015; MOMOH et al., 2015).

A fase de proliferacdo € iniciada cerca de quatro dias apés a lesao.
Esta fase é caracterizada pela angiogénese e epitelizacao, quando o tecido de
granulagcdo comega a invadir o espago da lesdo e numerosos novos capilares
sao gerados no tecido. As células predominantes da fase proliferativa no local
da lesdao sao os fibroblastos, que sdo responsaveis pela producdo da nova
matriz necessaria para restaurar a funcao e estrutura do tecido lesionado (LI et
al., 2015; PARK et al., 2015).
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A fase de maturagdo ou remodelacdo comeca aproximadamente trés a
quatro semanas apoés a lesdo, mas somente ocorre apos as fases inflamatérias
e de proliferacado terem sido concluidas. Nesta fase, a remodelacao do tecido
de granulacdo ocorre e os tecidos conjuntivos imaturos se transformam em
tecidos conjuntivos maduros através da formagao de colageno extracelular (LI
etal., 2015; MOMOH et al., 2015; PARK et al., 2015).

As prostaglandinas estdo envolvidas tanto na fase inicial de reparacao
dos tecidos quanto durante a propagacdo e a migracdo celular. Assim, a
utilizacdo de anti-inflamatérios pode influenciar a evolugcdo do processo de
cicatrizagdo. O conhecimento da regulacdo das respostas do tecido
proliferativo pode permitir o desenvolvimento de tratamentos que possibilite
melhores condi¢cdes para a homeostase do tecido e a otimizagdo do processo
de cicatrizacdo (CARDOSO et al. 2004).

Cardoso et al. 2004 sugerem que o tempo de inicio e a intensidade da
resposta inflamatéria interferem na velocidade da reparacdo do tecido e
consequentemente no fechamento da lesdo cutanea. Segundo o estudo, a
resposta inflamatéria intensa, iniciada rapidamente contribuiu para um retardo
no fechamento das lesées cutaneas nos primeiros dias apds a lesdo. Esse
atraso prejudicado pode ser devido a uma demora na resolucdo da fase
exsudativa do processo inflamatério. Eles também observaram que a inducao
de uma resposta inflamatéria local menos intensa favoreceu o fechamento das
lesbes na pele mais rapidamente nos primeiros dias apés a lesdo. Dessa
forma, a modulacdo da inflamacdo no inicio da cicatrizacdo aceleraria a

reparagao do tecido pelo fechamento das lesées.

3.3 Corticosteroides tépicos e a HAL

Os glicocorticoides foram introduzidos na terapéutica dermatolégica em
1952, quando a hidrocortisona tépica foi utilizada com sucesso no tratamento
de dermatoses (HENGGE et al, 2006). Sao utilizados no tratamento de
doencas inflamatérias da pele como psoriase, dermatite atépica, dermatite de
contato ou manifestacdes cutaneas de doencas autoimunes (GUICHARD et al,,
2015).
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A poténcia clinica dos varios esteroides sintéticos depende da taxa de
absorcao, da concentracao nos tecidos alvo, da afinidade para o receptor de
esteroides e da taxa de metabolismo e subsequente eliminagdo (SCHACKE,
DOCKE & ASADULLAH, 2002). Formulacdes de glicocorticoides do mesmo
grupo de poténcia tém eficacia semelhante e podem provocar efeitos
secundarios semelhantes. Quanto maior a poténcia, maior é a eficacia
terapéutica, mas também maiores serdo os efeitos adversos. Formulagdes de
baixa e média poténcia sao consideradas aceitaveis para tratamentos de longo
prazo, como em lesdes nas areas do rosto e regides intertriginosas, enquanto
os produtos mais potentes devem ser reservados para tratamentos mais curtos
e para uso em pequenos locais, como as palmas das maos e plantas dos pés,
onde os glicocorticoides de baixa poténcia sao ineficazes (WIEDERSBERG et
al., 2008; HENGGE et al., 2006).

A ocorréncia e a severidade dos efeitos colaterais sdo dependentes do
tempo de utilizacdo, da dosagem, do regime de dosagem e do farmaco
utilizado, juntamente com a variabilidade individual do paciente. No entanto, o
maior fator de risco € o uso prolongado. A concentracado de corticosteroide na
circulacao sistémica e o risco de efeitos colaterais sistémicos sdo aumentados
através da terapéutica prolongada com os glicocorticoides topicos (SENIYGIT
& OZER, 2012).

Os efeitos dos glicocorticoides sdo mediados via receptores e podem
ser resumidos como anti-inflamatério ou imunossupressor; metabdlicos e
toxicos. Os efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores incluem mudancas
na circulacado e migracao de leucocitos (por exemplo, neutrofilia, linfopenia, e
monocitopenia) e alteragdes nas fungdes celulares especificas, como inibicdo
de sintese de linfoquinas. Os efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores
sdo esperados, porém os efeitos metabdlicos e toxicos sdo geralmente
indesejados (SCHACKE, DOCKE & ASADULLAH, 2002).

Os efeitos colaterais mais importantes dos glicocorticoides, resultantes
do uso tépico, incluem atrofia da epiderme e da derme, ou até mesmo do tecido
subcutaneo, que pode resultar no surgimento irreversivel de estrias. Também
incluem o aumento do crescimento de pelos, acne esteroide, dermatite perioral
e disturbios de pigmentacao da pele (SENYIGIT & OZER, 2012; SCHACKE,
DOCKE & ASADULLAH, 2002). Os principais efeitos colaterais sistémicos
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associados com glicocorticoides topicos sdao o ganho de peso corporal,
sindrome de Cushing, desequilibrio eletrolitico, hipertenséo arterial, diabetes
mellitus, pseudo aldosteronismo primario, retardo do crescimento, osteoporose,
Ulcera péptica e gastrite (SENYIGIT & OZER, 2012).

HAL é um glicocorticoide de alta poténcia (Classe Il) com baixo
potencial irritativo topico, poucos efeitos adversos locais com seu uso
adequado, prolongado periodo de atividade e alta taxa de aceitacdo pelo
paciente. E um derivado da hidrocortisona e comparada a ela, HAL apresenta
importantes modificacées na sua estrutura que alteram a sua absorcao,
poténcia e efeitos adversos. E um farmaco que pode ser utilizado para uma
grande variedade de doencas inflamatérias da pele sensiveis a esteroides,
como eczema, psoriase, lUpus discoide eritematoso, Vvitiligo e alopecia
(TAHERI & FELDMAN, 2012).

HAL & um po cristalino branco, com carater lipofilico e insoluvel em
agua. Possui férmula molecular C24Hs2CIFOs, estrutura quimica (1183,16a) -21-
Cloro-9-fluoro-11-hidroxi-16,17-[(1-metiletilidene)bis(oxi)] pregn-4-ene-3,20-
diona e sua formula estrutural esta representada na Figura 2. No Brasil, é
encontrado comercialmente sob o nome de Halog®, produzido pelo laboratério
Bristol, nas formas farmacéuticas de creme e pomada, em concentracdes de
0,025% e 0,1%.

Figura 2: Estrutura quimica da HAL.
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Fonte: http://www.abcam.com/Halcinonide-ab145820.html
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3.4 Nanoparticulas como sistemas de liberagao de farmacos

A nanotecnologia farmacéutica é uma area das ciéncias farmacéuticas
direcionada ao desenvolvimento, a caracterizacao e a aplicacao de sistemas
terapéuticos de escala nanométrica. O estudo desses sistemas tem sido
realizado com o objetivo de direcionar e/ou controlar a liberacao de farmacos
(SAKATA et al., 2007).

Essa tecnologia surgiu nos anos 60, resultante do elevado
desenvolvimento da microencapsulacao, técnica de transformacgéao de liquidos,
polimeros e outras substidncias em particulas soélidas com tamanho
micrométrico. A microencapsulacédo ja apresentava um amplo potencial em
diversas industrias como, por exemplo, na area alimenticia, téxtil, farmacéutica
e cosmeética, pela protecao que é capaz de conferir as substancias labeis e
volateis (MARQUES et al.,2009). Entretanto, foi no final da década de 1960 que
Peter Paul Speiser desenvolveu as primeiras nanoparticulas. Embora seu
objetivo inicial fosse a liberacdo sustentada de farmacos a partir de
nanocapsulas com o propoésito de permitir a administracao intravenosa, Speiser
centrou-se no desenvolvimento de nanoparticulas para fins de vacinagao
(KREUTER, 2007).

Dentre os sistemas desenvolvidos pela nanotecnologia, incluem-se os
sistemas coloidais, como lipossomas, sistemas estabilizados por tensoativos e
as nanoparticulas. As nanoparticulas constituidas por polimeros
biodegradaveis tém atraido grande atencado dos pesquisadores devido as suas
potencialidades terapéuticas e a estabilidade nos fluidos biolégicos e durante o
armazenamento (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003). A nanotecnologia
voltada para a liberacdo de farmacos foi desenvolvida como uma estratégia
para melhorar os efeitos terapéuticos dos farmacos, uma vez que o efeito
desejado das substancias incorporadas pode ser conseguido com doses baixas
e a duragao da acao pode ser aumentada, podendo reduzir a dose e o numero
de administracdes (FIEL et al., 2014).

Dentre as vantagens que as nanoparticulas oferecem ao tratamento
medicamentoso incluem: maior estabilidade do farmaco no sangue, menor
toxicidade, melhor solubilidade aquosa ou lipofiica e melhoria da
biodisponibilidade, além de prolongar a meia vida sanguinea, proteger a
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substancia encapsulada contra a degradacado e reduzir efeitos colaterais
aumentando a eficacia terapéutica. Sao compativeis com a maioria das vias de
administracdo, podendo resolver problemas ligados a adesdo a terapia
(OLIVEIRA et al., 2013; PARVEEN, MISRA & SAHOO, 2012; KUMARI, YADAV
& YADAV, 2010).

As nanoparticulas sédo sistemas estruturados capazes de promover a
liberacao controlada de farmacos e apresentam todas as vantagens relativas a
estes sistemas, como a manuten¢do da concentragdo sanguinea nos niveis
terapéuticos evitando os niveis téxicos. Assim, o desenvolvimento de
nanoparticulas € altamente vantajoso quando se deseja reduzir a toxicidade de
farmacos, uma vez que o farmaco estara encapsulado ou disperso em uma
matriz polimérica ou lipidica ficando protegido no interior ou entre a matriz da
particula e a sua liberacdo sera realizada lentamente e de forma controlada,
garantindo que pequenas quantidades da dose sejam disponibilizadas ao longo
do tempo.

3.4.1 Nanoparticulas poliméricas de nucleo lipidico (NNL)

As NNL sao sistemas carreadores de farmacos que apresentam
diametro inferior a 1,0 ym. Séo classificadas como nanocapsulas, por serem
constituidas por um invélucro polimérico e um nucleo oleoso, podendo o
farmaco estar dissolvido neste nulcleo e/ou adsorvido a parede interna
polimérica. Nas NNL o nucleo oleoso é formado por uma dispersdo de um
lipideo liquido e um lipideo sélido, que é rodeado por uma parede polimérica e
normalmente é estabilizada com polissorbato 80 (CORADINI et al., 2014).

As NNL possuem alta capacidade de encapsular substancias pouco
soliveis em agua e tém sido utilizadas para liberacao de farmacos por diversas
vias de administracdo, como tdpica e sistémica, além de serem capazes de
estabilizar substancias fotoldbeis para controlar a liberacdo do farmaco e
melhorar a eficacia (CHARAO et al., 2015; FRIDRICH et al., 2015).

O tratamento de doencas tépicas pode ser melhorado com o uso de
uma terapia local realizada com nanoparticulas. Alguns autores sustentam a
hipétese de que as nanoparticulas podem se fixar na matriz lipidica do estrato

cérneo da pele ou em seus anexos e, subsequentemente, serem lentamente
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liberadas para a camada dérmica mais profunda. No entanto, ndo é adequado
classificar as propriedades de permeacéo das nanoparticulas apenas com base
nos seus parametros intrinsecos, como dimensdo ou composi¢cao quimica de
superficie, visto que as caracteristicas das nanoparticulas podem mudar
completamente quando interagem com meios fisiolégicos. Fatores como
veiculo, densidade e temperatura, por exemplo, podem determinar a agregacao
e aglomeracao das nanoparticulas, atingindo dimensées ndo nanométricas e
alterando a carga de superficie (FILON et al., 2015).

Existem diversos métodos relatados na literatura para a preparacao de
NNL (PINTO REIS et al., 2006). Entre eles, o método mais utilizado é o do
deslocamento do solvente ou nanoprecipitacdo, também chamado de método
da deposicao interfacial do polimero pré-formado, o qual foi desenvolvido por
Fessi et al. em 1986. O método inicialmente proposto consiste na mistura de
um solvente miscivel com a agua (acetona ou etanol), do farmaco a
encapsular, de um polimero e um tensoativo lipofilico. Essa disperséo € vertida
sobre um solvente que nao dissolve o polimero (normalmente a agua),
contendo um tensoativo hidrofilico.

Por este método as nanoparticulas sdo formadas instantaneamente
pela rapida difusdo do solvente, o qual é removido por pressado reduzida. O
mecanismo de formacdo das nanoparticulas pode ser explicado pela
turbuléncia interfacial gerada durante o deslocamento do solvente, devido a
mutua miscibilidade entre este e a 4gua. Em 1989, Fessi e colaboradores
adaptaram o método para a obtencdo de nanocépsulas, adicionando-se um
6leo a fase orgéanica (Figura 3) (SOUTO, SEVERINO & SANTANA, 2012;
SCHAFFAZICK, 2006). Ja para a obtencdo das NNL adiciona-se um lipideo
sélido dissolvido na fase organica, que ficara rodeado pela parede polimérica
na nanocapsula (CORADINI et al., 2014).
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Figura 3: Representagédo esquematica do método da nanoprecipitagdo ou deposigao interfacial
do polimero pré-formado (SCHAFFAZICK, 2006).
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A obtencao de nanoparticulas pelo método da deposicao interfacial é
normalmente realizada com uso de polimeros sintéticos. Esses polimeros
devem ser biocompativeis e serem capazes de liberar completamente o
solvente ou outros materiais utilizados durante o processo de
nanoencapsulagao (SOUTO, SEVERINO, SANTANA, 2012).

A poli(e-caprolactona) (PCL) foi um dos primeiros polimeros
sintetizados pelo grupo Carothers no inicio da década de 1930 (AZOUZ et al.,
2016). E um polimero alifatico semicristalino com férmula quimica (CeH1002)n.
Apresenta baixo ponto de fusdo (60 °C) e propriedades como boa
biocompatibilidade, biodegradabilidade e resisténcia mecanica. Sua férmula
estrutural esta representada na Figura 4 (AZOUZ et al., 2016; ABDELRAZEK et
al., 2015; SONG et al., 2015; WOODRUFF, HUTMACHER, 2010).

Figura 4: Estrutura quimica da PCL.
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Em sistemas de liberacdo controlada de farmacos a utilizacdo da PCL
apresenta como vantagens a sua alta permeabilidade aos farmacos e poucos
produtos de degradacdo acidos, em comparagcdo com outros tipos de
poliésteres alifaticos como acido poli-latico (PLA) e &cido poliglicélico (PGA),
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sendo que seu produto de degradacdo da PCL é o acido 6-hidroxi-hexandico,
um metabolito que ocorre naturalmente no corpo humano (LI, TAN, 2014).

Nas formulacées de NNL entre os lipideos que podem sem utilizados
esta o triglicerideo do Aacido caprico/caprilico. E um triglicerideo de cadeia
média constituido principalmente por ésteres de acidos caprilicos e capricos
derivados do 6leo de coco. Apresenta baixa viscosidade e espalhamento como
resultado de sua caracteristica saturada, além de ser biocompativel e pouco
suscetivel a oxidacao. Devido ao tamanho da cadeia, o triglicerideo do acido
caprico e caprilico apresenta excelente solubilidade em alcool e dai sua
importancia na aplicabilidade em produtos farmacéuticos. Pode ser usado
como uma alternativa aos 6leos vegetais, com a vantagem de deixar uma
sensacao menos oleosa na pele e ser um bom solvente para substancias

lipossoluveis (BARS et al., 2015; www.mapric.com.br; www.fagron.com.br).

3.4.2 Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)

As NLS tém sido utilizadas como um transportador eficiente de
farmacos por apresentarem boa estabilidade, baixa toxicidade, elevada
biocompatibilidade, boa biodisponibilidade e capacidade de producdo em
grande escala (ARANA et al., 2015; NEGI et al., 2013). As NLS permitem a
incorporacao de farmacos lipofilicos com capacidade de transportar grande
quantidade de farmacos promovendo liberacdo controlada e protegendo os
compostos ativos. Ainda apresenta baixo custo e nao é irritante na pele
(ARANA et al., 2015; SHAH et al., 2015; GHADIRI et al., 2012).

As NLS sao definidas como nanocarreadores lipidicos, que se
apresentam geralmente de forma esférica, contendo em seu nucleo um lipideo
sblido a temperatura ambiente e corporal podendo ser um mono, di ou
triglicerideo, acidos graxos, esteroides e ceras, entre outros, estabilizados por
varias classes de agentes emulsionantes (SHAH et al., 2015). A solidez
caracteristica dos lipideos que formam as NLS confere pouca mobilidade aos
farmacos nelas incorporadas sendo capazes de sustentar e controlar a
velocidade da liberagao desses farmacos (MEHNERT, MADER 2012).

A producdo das NLS pode ser realizada em grande escala sem a
utilizacdo de solvente organico e as nanoparticulas apresentam estabilidade
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fisica por um longo prazo (JESUS, ZUHORN, 2015). Para a obtengao das NLS
um dos métodos mais utilizados € a homogeneizacao a quente, a qual ocorre a
temperaturas acima do ponto de fusdo do lipideo. Uma emulsao do tipo 6leo-
em-agua (O/A) é obtida com o farmaco dissolvido na fase lipidica e uma fase
aquosa contendo um emulsionante hidrofilico e sdo aquecidos a mesma
temperatura e sdo misturados sob agitacdo na temperatura de fusdo do lipideo
por alta rotacdo como a proveniente pelo agitador do tipo Ultra-Turrax
(MEHNERT, MADER, 2012). Dessa forma, as NLS s&o obtidas pela adi¢gdo da
emulsao ainda quente em agua gelada, seguido de forte agitacédo e retirada do
excesso de agua. Assim, como a fase interna da emulsdo € composta por
lipideos de baixo ponto de fusdo, quando ela entra em contato com a agua
gelada as nanogotas lipidicas sofrem cristalizacdo (MARENGO et al., 2000).

Em geral, temperaturas elevadas resultam em tamanhos de particulas
menores devido a diminuicdo da viscosidade da fase interna. No entanto,
temperaturas muito elevadas podem aumentar a taxa de degradacao do
farmaco e do lipideo (MEHNERT, MADER, 2012).

Os compostos utilizados para produzir NLS sao bem tolerados e
apresentam pouca toxicidade (JESUS, ZUHORN, 2015). O acido estearico
(AE) e os seus derivados tém sido utilizados na preparacao de produtos
farmacéuticos e cosméticos. Apresenta varios beneficios para a saiude quando
consumido por via oral ou aplicado localmente sobre a pele (SAGIRI et al,
2015).

AE é o segundo acido graxo saturado natural mais abundante, depois
do acido palmitico (SAGIRI et al., 2015). Possui caracteristicas desejaveis para
producao de NLS incluindo baixa temperatura de fuséo, estabilidade térmica e
quimica e nao apresenta toxicidade (LATIBARI et al., 2015). Tem ponto de
fusdo mais elevado do que a temperatura corporal (69,6 °C), é biocompativel
com os tecidos humanos e tem sido utilizada na composicdo de formas
farmacéuticas para a liberagéo controlada de farmacos (SAGIRI et al., 2015).

AE é um &cido graxo saturado com estrutura molecular CHs-(CHz2)16-
COOH (SOUZA et al., 2015) e sua férmula estrutural € mostrada na Figura 5.
Devido ao rearranjo dos grupos carboxila e metila para a forma cristalina,
muitas fases polimérficas podem ser obtidas dependendo das condicdes da
cristalizacao e do tipo de solvente utilizado (SOUZA et al., 2015).
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Figura 5: Estrutura quimica do AE.
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Polimorfismo é a capacidade que uma molécula possui de cristalizar-se
em duas ou mais formas. O polimorfo é uma fase cristalina sélida de um
determinado composto que embora tenha a mesma composicdo apresentam
diferentes estruturas e propriedades, como por exemplo, ponto de fusédo, ponto
de ebulicdo, condutividade, volume, densidade, cor, morfologia,
higroscopicidade, solubilidade, dissolucao e estabilidade quimica. O surgimento
de uma determinada forma cristalina é influenciada pela temperatura, taxa de
cristalizacao, natureza do solvente, pureza do préprio acido e pelo nimero de
atomos de carbono presentes na cadeia (ALMEIDA, 2014). A forma polimérfica
influencia na concentragdo de saturacao sendo que a solubilidade é maior para
as modificacdes polimérficas que apresentam alta energia interna e baixo ponto
de fusdo. Em geral, sabe-se que a forma mais cristalina de um polimorfo é a
mais estavel devido, principalmente, a sua baixa energia livre, 0 seu alto ponto
de fusdo e a sua baixa solubilidade (DURAN et al., 2010).

Acidos carboxilicos saturados normais podem ser representados pela
férmula geral CH3(CH2)» + 2C0O0H, onde n pode ser par ou impar, apresentam
um complexo e variado comportamento polimoérfico. O polimorfismo dos acidos
graxos depende da paridade do niumero n e € uma funcao de temperatura.
Quando os &cidos carboxilicos apresentam n par estes se cristalizam nas
formas A1, Az, As, Asuer, Bom, C € Eom. J& para aqueles que apresentam n
impar sdo observadas as formas cristalinas A”, B”, C’, C” e D”. Os polimorfos
que possuem formas cristalinas A7, Az, As, Asuer COrrespondem a simetria
triclinica. Ja as formas Bom, C e Eomcorrespondem a simetria monoclinica. No
que diz respeito aos polimorfos designados por A” e B” pode-se obter a
cristalizacdo dos mesmos na simetria triclinica. As formas cristalinas C’ e C”

pertencem a simetria monoclinica. No acido estearico podem ocorrer as fases
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A2 (triclinico), Bm (monoclinico), By (ortorrémbico), C (monoclinico), Em
(monoclinico) e Eo (ortorrombico) (ALMEIDA, 2014).

As NLS podem ser aplicadas com seguranca sobre a pele inflamada
e/ou danificada. O pequeno tamanho das particulas lipidicas assegura a sua
intima associacao com o estrato cérneo controlando a quantidade de farmaco
que penetra na pele e apds aplicacao topica as propriedades oclusivas das
suspensoes de NLS evitam a perda de agua. As NLS sao uma 6tima alternativa
para o transporte de farmacos glicocorticoides por permitir a liberagao
prolongada do farmaco no local de acao reduzindo, assim, os efeitos
secundarios dependentes da dose desses farmacos, conforme relatado por
Prahdan, Singh, Singh (2015) com o uso de NLS contendo fluocinolona para
tratamento da psoriase.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento (SOLAB, modelo SL-91,
Piracicaba, Brasil);

Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Sao Paulo, Brasil);
Balanca termogravimétrica (SHIMADZU, modelo TGA-50, Quioto,
Japao);

Bomba de vacuo (FISATOM, modelo 830, Sao Paulo, Brasil);
Ultracentrifuga refrigerada (HITACHI, modelo Himac CR21Gll, Téquio,
Japao);

Destilador de 4gua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil);
Difratdbmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima 1V, Quioto, Japao);
Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japao);

Espectrdmetro de auto-correlacdo a laser (MALVERN INSTRUMENTS,
modelo Zetasizer Nanoseries ZS90, Malvern, Reino Unido);
Cromatografo liquido de alta eficiéncia (MERCK-HITACHI, modelo
Lachrom D-7000, Téquio, Japao);

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japao);
Microscépico eletrénico de varredura (SHIMADZU, modelo SSX-550,
Quioto, Japao);

Sistema de ultrapurificagdo de agua (Milli-Q®, MILLIPORE, Bedford,
Estados Unidos);

Potenciémetro digital de bancada (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI
221, Sao Paulo, Brasil).

Dispersor ULTRA TURRAX IKA T 18 Basic de alta performance.
Equipamento de Termogravimetria — Calorimetria exploratéria diferencial
simultdneas - NETZCH STA 409 PC/PG.

4.2 Matérias primas e solventes

Halcinonida (HAL) - C24H32CIFOs, 454.96 g.mol ', teor de pureza 99,2%
(FAGRON, Sao Paulo, Brasil);
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® Poli(ecaprolactona) (PCL, Mw 10.000-14.000 g.mol', SIGMA-ALDRICH,
St. Louis, MO, Estados Unidos);

e Agua ultrapura obtida através de filtragao Milli-Q® (MILLIPORE, Bedford,
Estados Unidos).

e Acetona P.A (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil);

e Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (SIGMA-ALDRICH, St.
Louis, Estados Unidos);

e Metanol grau HPLC (EMD CHEMICALS INC., Darmstadt, Alemanha);

¢ Monooleato de sorbitano etoxilado (polissorbato 80, Tween®80,
DELAWARE, Porto Alegre, Brasil);

e Monoestearato de sorbitano (Span 60®, SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
Estados Unidos);

e Acido estearico (FAGRON, Sao Paulo, Brasil).

e Triglicerideo do acido caprico e caprilico (FAGRON, Sao Paulo, Brasil).

e Alcool etilico absoluto (JAND QUIMICA, Sao Paulo, Brasil).

¢ Natrosol® (PHARMA NOSTRA, Rio de Janeiro, RJ).

e Citrato de fentanila (CRISTALIA, Itapira, SP).

e Ketamina (CEVA,Paulinia, SP).

e Xilazina (HERTAPE CALIER, Juatuba, MG).

4.3 Desenho experimental

O fluxograma da Figura 6 apresenta de forma esquematica as etapas
realizadas. Inicialmente as NNL e NLS foram obtidas por diferentes métodos.
Um método analitico para quantificacdéo da HAL incorporada nas
nanoparticulas foi desenvolvido e validado por CLAE. As NNL e NLS foram
caracterizadas quanto a sua morfologia, suas propriedades fisico-quimicas por
técnicas espectroscopicas e pelo comportamento térmico. A estabilidade fisica
das nanoparticulas foi avaliada apdés armazenamento das amostras por 60
dias. A permeacao in vitro da HAL pela pele, simulada por membrana sintética,
foi realizada, assim como um estudo in vivo para avaliacdo da resposta

inflamatéria e da toxicidade do farmaco liberado a partir das nanoparticulas.
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Figura 6: Fluxograma das etapas realizadas no desenvolvimento da pesquisa.
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4.4 Procedimento experimental
4.4.1 Obtencao das NNL

Para o preparo da formulagdo das NNL, foi utilizado o método da
deposicao interfacial do polimero pré-formado, segundo descrito por Fiel et al.,
(2014). A fase organica contendo o polimero PCL (0,1 g), triglicerideo de acido
céprico/caprilico (0,3 g), Span® 60 (0,077 g) e a HAL (0,03 g) foram dissolvidos
em acetona (27 mL) e acrescentados a fase aquosa contendo Tween® 80
(0,077 g em 53 mL) por gotejamento e sob moderada agitagédo e temperatura
constante de 40° C. O solvente organico foi removido por evaporagao sob
pressao reduzida. A suspensao foi evaporada até volume final de 10 mL. As

amostras foram preparadas com e sem farmaco (controle) em triplicata.
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4.4.2 Obtencédo das NLS

As NLS foram obtidas pelo método de homogeneizacdo a quente
modificado segundo descrito por DOLATABADI et al. (2014). O AE (2,5 g) foi
aquecido a aproximadamente 70 °C (para sua completa fusdo) juntamente com
a HAL (0,150 g). A solugao aquosa contendo Tween® 80 (0,5 g em 30 mL) foi
aquecida a mesma temperatura da fase lipidica, em béquer separado. Entao, a
fase aquosa foi vertida sobre a fase lipidica e homogeneizada com o auxilio de
Ultra-Turrax, na velocidade de 16000 rpm durante 10 min a 70 °C. A
solidificacdo das nanoparticulas foi obtida dispersando esta emulsdo formada
em agua gelada (20 mL a 0 °C) a 3400 rpm em Ultra-Turrax durante 1 min.
Apébs este tempo, a dispersdo de nanoparticulas foi mantida em repouso em
banho de gelo por 5 min e armazenadas em geladeira. As amostras foram
preparadas com e sem farmaco (controle) e em triplicata.

4.4.3 Obtencéo das misturas fisicas

As misturas fisicas (MF) entre o polimero (PCL) e a HAL e entre o
lipideo sélido (AE) e a HAL foram preparadas para estudos de caracterizacao
comparativos com as formulagcées das nanoparticulas desenvolvidas. Essas
misturas foram constituidas na propor¢ao, em massa, de 1:1 (PCL:HAL) e (AE:
HAL) com auxilio de gral e pistilo.

4.4.4 Desenvolvimento e validacdo do método analitico de quantificagéo da
HAL por CLAE

4.4.4 .1 Equipamentos e condi¢bes cromatograficas

As andlises por CLAE foram realizadas em cromatégrafo MERCK-
HITACHI (Lachrom D-7000), equipado com detector de UV L-7400, bomba L-
7100, degaseificador e injetor manual Rheodyne (volume de injecdo: 20 pL),
controlado por software Chromquest. As amostras foram injetadas com seringa
de 100 pL (HAMILTON, Microliter 710).

Uma coluna analitica de fase reversa GL Sciences Inertsil® ODS3 (150
mm x 4.6 mm, 5 pum) e uma pré-coluna GL Sciences Inertsi® ODS3
(10 mm x 4 mm, 5 um), mantidas a temperatura ambient, foram utilizadas. A

eluicdo foi realizada de modo isocratico, com fase mével (FM) constituida de
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metanol:agua (85:15 v/v) e vazao de 1,0 mL.min2'. O tempo de analise foi de
10 minutos e a deteccao ocorreu em 239 nm (KIRSCHBAUM et al., 1980).

4.4.4.2 Validagdo do método analitico

A validacao do método analitico por CLAE foi realizada segundo os
critérios propostos pelo International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH,
2005) e pela Resolucdo 899 de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003). Os
parametros avaliados foram especificidade, linearidade, precisdo, exatidao,
limites de deteccao e de quantificacédo e robustez.

A especificidade foi determinada pela analise dos cromatogramas
obtidos para as nanoparticulas sem HAL (controle negativo) e para as
contendo o farmaco, com o objetivo de avaliar a interferéncia dos outros
componentes das formulag¢des no tempo de retencdo da HAL.

Para o estudo da linearidade, foram elaboradas trés curvas analiticas
nas concentragdes de 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 e 40,0 ug mL' de HAL, na FM
metanol:agua (85:15 v/v). A equacéao da reta e o coeficiente de correlagéo ()
foram determinados com base no célculo de regressao linear de minimos
quadrados.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacao (LQ) foram
calculados segundo as equacgdes descritas no ICH (2005), através da
inclinacao da reta da curva analitica.

A precisdo foi determinada pela repetibilidade, reprodutibilidade e
precisao intermediéria. A repetibilidade foi realizada a partir da andlise de seis
amostras independentes, na concentragdo de 25,0 ug.mL"', no mesmo dia e
nas mesmas condicdes experimentais. Para a reprodutibilidade foram
analisadas 6 amostras (25,0 yg.mL") pela manha e 6 amostras a tarde, no
mesmo dia, seguida por mais 6 amostras na manha seguinte. Para a avaliagéo
da precisao intermediaria as amostras (n=6) foram preparadas e analisadas por
outro analista. Os resultados foram expressos por desvio padrao relativo
(DPR).

A exatiddao foi determinada utilizando trés niveis de concentracao:
baixo, intermediario e alto, concentracbées essas intermediarias a curva de

calibracao (17,5; 25,0 e 35,0 ug.mL"") e efetuadas em triplicata. A recuperagao
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foi realizada preparando-se uma solugdo inicial na concentragéo de 200 pg.mL"
1; em seguida uma nova solugdo com concentragdo conhecida de farmaco foi
preparada utilizando a primeira solucdo como diluente, resultando assim numa
concentragdo final de 700 pg.mL'. Essas solugdbes foram preparadas em
triplicata e diluidas para a concentragdo de 25 ug.mL' para que se mantivesse
dentro da faixa de linearidade estabelecida pelo método. Para ambas as
técnicas utilizadas, a verificagdo da exatiddo do método foi realizada pelo valor
da concentracao média obtida comparada ao valor teérico, considerado 100 %.

Para o estudo da robustez, a vazao do fluxo foi alterada para 0,995 e
1,005 mL.min~" e a FM foi alterada para metanol:agua 84:16 (v/v) e 86:14 (v/v).
Os estudos foram realizados em sextuplicata e os resultados foram analisados
por DPR.

4.4.4.3 Analise estatistica da validacao do método analitico por CLAE

A anadlise estatistica foi realizada por Analise de Variancia (ANOVA) e
andlise de residuos, utilizando software Statistica 8.0 (Statsoft, Inc.).

4.4.5 Caracterizacao das NNL e NLS

4451 Avaliagdo da Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) da HAL nas

nanoparticulas

As NNL e NLS foram submetidas a ultrafiltracao/centrifugacdo em
centrifuga a 40000 rpm durante 10 minutos com auxilio de uma membrana de
100 kDa (Amicon® 10.000 Mw, Milipore), que faz a separacdo da fase aquosa
(contendo o farmaco livre) da parte da suspensao coloidal, sendo possivel
determinar a concentragdo do farmaco livre, através da determinacao indireta.
A HAL livre foi determinada no ultrafiltrado e a EE (%) foi calculada pela
diferenca entre a concentracdo tedrica e a concentragdo encontrada de

farmaco livre, empregando o método de CLAE validado.

4.4.5.2 Determinacgao do pH das suspensdes das nanoparticulas

A determinacdo do pH foi realizada em potencidmetro digital
previamente calibrado com solucbes tampéao pH 4,0 e 7,0, diretamente nas
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suspensoes coloidais, ap6s a preparacao. Os resultados representam a média
da triplicata.

4.4.5.3 Determinacdo do diametro médio das nanoparticulas, do indice de

polidispersao (IPD) e do potencial zeta (PZ)

O didmetro médio das NNL e NLS e o IPD, referente a distribuicao de
seu tamanho, foram avaliados (n=3) por espectroscopia de correlacdo de
fétons apds diluicdo de uma aliquota de suspensao de nanoparticulas em agua
ultrapurificada (1:500 v/v). As medidas foram realizadas utilizando o
equipamento Zetasizer Nano Series ZS90 (MALVERN INSTRUMENTS). No
mesmo equipamento, o PZ foi determinado por meio da técnica de mobilidade
eletroforética, com o mesmo preparo de amostras para a analise do tamanho

de particula.

4.4.5.4 Andlises morfolégicas e de superficie por microscopia eletrbnica de
varredura por emissao de campo (Field Emission Gun Scanning Electron
Microscopy — FEG-SEM)

A avaliacdo morfoloégica e de superficie das NNL e NLS foram
realizadas em microscopico eletrbnico de varredura por emissdo de campo
(TESCAN, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca). As suspensdes foram
depositadas sobre os stubs de analise, secos em estufa a 37° C e submetidas
a metalizagdo com ouro em metalizador 1C-50 lon Coater (SHIMADZU, Quioto,
Japao). Para obtencao das eletromicrografias, foram empregadas voltagens de
aceleracao de 10 e 15 kV em varios aumentos.

4.4.5.5 Analise por difragédo de raios X (DRX)

As suspensdes de NNL e de NLS foram depositadas sobre laminula de
vidro e secas em estufa a 37 °C. HAL, PCL, AE e MF nao receberam
tratamento prévio a analise. Na sequéncia, as amostras foram examinadas em
difratdmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima 1V), scan de 2°.min~' e 26 de
5° a 60°, radiacdo Ko de cobre (A=1.5418A), corrente de 40 mA e voltagem 30

kV, para a observagéo de possiveis picos indicativos de cristalinidade.
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4.45.6 Avaliagdo por espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (Fourier transform infrared spectroscopy - FTIR)

As NNL e de NLS liofilizadas foram analisadas por espectroscopia na
regidao do infravermelho, em pastilha com KBr, empregando 4 mg de cada
amostra e 196 mg de KBr grau espectroscopico (2% m/m), no equipamento IR
Prestige-21(SHIMADZU), 32 scans.min™', resolucdo de 4 cm™!, na faixa de
4000 a 400 cm™.

4.4.5.7 Avaliagdo por espectroscopia RAMAN com Transformada de Fourier
(FT-RAMAN)

As NNL e NLS liofilizadas foram analisadas por espectroscopia FT-
RAMAN utilizando um equipamento com laser de Nd:YAG com comprimento de
onda de 1064 nm, poténcia nominal de 500 mW e detector de germanio,
mantido sob refrigeracdo de nitrogénio liquido. Os dados do espectrometro
foram coletados através do software OPUS 6.5, onde ocorre a correcao de
background e os interferogramas s&o convertidos em espectros via
transformada de Fourier. O equipamento operou com resolucao espectral de 4
cm', nimero de varreduras igual a 150, intervalo espectral de 4000 a 400 cm™
e poténcia do laser de 50 mW. As amostras foram analisadas com o apoio da
COMCAP (UEM).

4.4.5.8 Analise térmica
A estabilidade térmica das amostras liofilizadas foi estudada por

andlise termogravimétrica (TGA) e por calorimetria diferencial de varredura
(DSC), realizadas por aquecimento até 500 °C em equipamento da NETZCH
STA 409 PC/PG. Foram pesadas aproximadamente 10 mg de cada amostra e
acondicionadas em cadinhos de platina. As curvas térmicas foram obtidas sob
fluxo de nitrogénio (20 mL.") a uma taxa de aquecimento de 10° C. min™'. As

amostras foram analisadas com o apoio da COMCAP (UEM).

4.4.5.9 Estudo de estabilidade das NNL e NLS
As suspensdes de NNL foram armazenadas a temperatura ambiente

(25 °C) e protegidas da luz em frascos ambar e as NLS foram armazenadas em
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refrigeracdo. As amostras foram monitoradas durante 60 dias pelas
determinacdes de pH, diametro médio de particula, IPD e potencial zeta e os
resultados foram comparados com as analises realizadas apds a preparacao.

4.4.6 Estudos de permeacao cutanea in vitro da HAL a partir das NNL e NLS

O estudo de permeacdo cutanea in vitro foi realizado em células
verticais de difusdo, com um compartimento receptor de 12 mL e uma area
disponivel de 1,77 cm2. Membranas sintéticas Strat M (Merck Millipore®) foram
utilizadas no estudo por apresentarem alta similaridade com a pele humana.

As amostras de NNL e NLS carregadas com HAL e o farmaco livre
foram individualmente incorporadas em gel de natrosol a 0,5 %, mantendo a
concentracao do farmaco em 0,1 % em todas as amostras. A membrana foi
posicionada entre o compartimento doador e receptor das células verticais de
difusdo, conforme indicacdo do fabricante. No compartimento doador foi
adicionado 1,0 g de gel contendo as amostras e o sistema foi mantido sob
agitacao constante e a temperatura de 37 °C. Considerando o carater lipofilico
da amostra em estudo, o compartimento receptor foi preenchido com alcool
isopropilico, garantindo a condicao “sink”. Foram retiradas aliquotas de 3,0 mL
do meio receptor nos tempos 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas e o volume foi reposto.

O farmaco permeado contido nas aliquotas, considerando o volume
total da célula e a area efetiva para liberagdo na célula foi quantificado por
CLAE utilizando o método analitico validado. O estudo foi realizado em

triplicada.

4.4.7 Avaliacao in vivo da resposta inflamatéria e da toxicidade da HAL a partir
das NNL e NLS

O estudo in vivo foi realizado com 72 ratos Wistar com peso entre 200
e 250 g. Os animais foram distribuidos em seis grupos (n=12) e em cada
animal foi produzida uma lesdo na regido lombar de 2,0 cm?, ap6s anestesia
com ketamina (40,0 mg.kg') e xilazina (5,0 mg.kg™) por via intraperitoneal.
Ap6s a producao das lesdes, os animais receberam citrato de fentanila (2,0
mg.kg'), para que fosse minimizado o desconforto no pds operatério e assim

gue 0s animais retornaram da anestesia, receberam agua e racao comercial ad
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libitum. A metodologia foi realizada conforme projeto de pesquisa aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEPG (Protocolo
050/2015).

O tratamento das lesdes iniciou-se aproximadamente 12 horas apés a
producédo das lesdes e cada animal foi tratado diariamente, durante 15 dias,
com 0,5 mL de gel de natrosol a 0,5 % contendo as amostras administrados
sobre as lesbes. Os grupos de animais tratados foram: (i) gel com NNL-HAL;
(i) gel com NLS-HAL; (iii) gel com NNL inerte; (iv) gel com NLS inerte; (v) gel
com HAL livre; (vi) gel sem amostra (controle). A concentragcdo da HAL em
todas as amostras que a continham foi de 0,1 %. Durante o tratamento nao
ocorreu nenhuma aproximacao dos bordos da lesdo cutdnea e a avaliacao da
cicatrizagao foi realizada por segunda intengéo.

As lesbes de cada animal foram avaliadas segundo a clinica
macroscopica por hemorragia local, presenca de coagulos, crostas, tecido de
granulagao, epitelizacdo e presenga de exsudato. A drea de cada lesdo foi
mensurada nos dias 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18, posicionando um plastico
transparente sobre a lesdo e demarcando com caneta de retroprojetor a sua
area para a avaliacao da retracdo média da area da lesao por grupo. A medida
da area foi realizada pela digitalizacdo das imagens obtidas utilizando o
programa ImageJ® e os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey.
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5 RESUTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao das NNL

As suspensdes de NNL obtidas apresentaram macroscopicamente o
aspecto de um liquido leitoso e opalescente com reflexo azulado, relacionado
ao movimento browniano das estruturas coloidais (Efeito Tyndall) em acordo
com os resultados previamente relatados para outros sistemas
nanoparticulados (SCHAFFAZICK et al.,, 2003; MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010).

5.2 Obtencgao das NLS
As NLS obtidas apresentaram-se macroscopicamente como uma
emulsdo branca leitosa, sem separacdo de fase, formagdo de creme ou

qualquer outro aspecto que pudesse indicar instabilidade fisica.

5.3 Desenvolvimento e validagdo do método analitico de quantificacao da HAL
por CLAE

O método analitico para quantificacdo da HAL nas nanoparticulas foi
desenvolvido por CLAE e a Figura 7 mostra o cromatograma obtido pela
injecdo de uma solugdo de HAL na FM (metanol:agua, 85:15, v/v) de 25,0
ng.mL'. O tempo de retencdo do farmaco foi de 4,21 minutos.

Figura 7: Cromatograma obtido para HAL (25,0 pug. mL'; FM: metanol:agua, 85:15, v/v).
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5.3.1 Validacao do método analitico

Para garantir que o método analitico desenvolvido forneca informacdes
confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve passar por um processo
de avaliacdo denominado validagdo, que garante a confiabilidade e a
rastreabilidade dos resultados (RIBANI et al., 2004).

5.3.1.1 Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente uma
substancia na presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos
de degradacao e componentes da formulacao (BRASIL, 2003).

Para garantir a especificidade do método desenvolvido foram
comparadas as formula¢des de nanoparticulas inertes com as que continham o
farmaco. O método desenvolvido demonstrou ser especifico para a HAL,
conforme demonstrado pela Figura 8, uma vez que o pico referente ao farmaco
(tr = 4,2 min) ndo apareceu nas formulacées NNL e NLS inertes (sem HAL),
indicando que nado houve interferéncia dos demais componentes das

formulacbes das nanoparticulas para a quantificagéao do farmaco.

Figura 8: Cromatograma das nanoparticulas: (A) NLS inerte; (B) NLS-HAL; (C) NNL inerte e (D)
NNL-HAL (FM: metanol:agua, 85:15, v/v).
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5.3.1.2 Linearidade

A linearidade do método analitico corresponde a capacidade do
método em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracao da
substancia em andlise dentro de um determinado intervalo (BRASIL, 2003).

A equacgado geral da reta foi obtida através da média de trés curvas
analiticas. O intervalo estudado foi de 10 a 40 pg.mL" (Figura 9) e a equacgéo
da reta representativa da linearidade € y = 43639,9632x — 8299,2874 (n=3)
com coeficiente de correlacao (r) igual a 0,9994. O método se mostrou linear
dentro do intervalo de concentracdo determinado e o valor de r foi maior que
0,99; valor minimo aceitavel segundo a RE 899/2003 (ANVISA).

Figura 9: Representacéo gréafica da curva analitica da HAL obtida por CLAE (FM: metanol:agua
85:15 v/v; A = 239 nm)

2000000

1800000 -

1600000 -

1400000 -

1200000 -

1000000 -

Area (mAU)

800000 -

600000 -

400000 A

200000 T T T T
10 20 30 40 50

Halcinonida (ug.mL™)

De acordo com o Analytical Methods Committee, um valor de
coeficiente de regressao proximo a 1,00 ndo é, necessariamente, o resultado
de uma relacéo linear e, em consequéncia, o teste para a falta de ajuste que
avalia a variacao dos valores residuais deve ser aplicado (GOMES et al., 2015;
KLEIN et al., 2012). A ANOVA para a linearidade do método esta apresentada
na Tabela 1. O valor de F para a falta de ajuste foi menor que o valor de F
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tabelado para o intervalo de 95% de confiangca (a = 0,05) indicando que a

regressao linear ndo mostrou falta de ajuste.

Tabela 1: Resultado ANOVA para a linearidade do método desenvolvido para HAL.

SS df MS F Ftab
Modelo 1.8581 x 108 1 1.8581 x 108 0.60 3.04
Residuo  4.0503x10° |  31156x10° Linear
Falta de 8 8
ajuste 2.2397 x 10 3 0.7465 x 10 0.195117 2.72
9 1 8 Né&o ha falta
Erro puro 3.8263 x 10 0 3.8263 x 10 de ajuste

SS: soma dos quadrados dos residuos; df: graus de liberdade; MS: quadrados médios dos residuos; F:
valor do teste F; Fab: valor de F tabelado

5.3.1.3 Limite de Detecgao (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)

O LD é a menor quantidade de analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, porém nado necessariamente quantificada. Ja o LQ
representa a menor quantidade presente em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigdes
experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003). Os valores obtidos para LD e LQ
da HAL pelo método desenvolvido foram de 0,04 ug.mL' e 0,14 pg.mL™,

respectivamente.

5.3.1.4 Precisao

Os resultados obtidos para a precisdo estdo descritos na Tabela 2. As
analises de repetibilidade, reprodutibilidade e precisao intermediaria mostraram
que o método desenvolvido para a quantificacdo da HAL foi preciso, pois 0s
valores de DPR de todos os paradmetros foram menores que 5,0 %, conforme
estabelecido pela RE 899/2003 (ANVISA).
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Tabela 2: Resultados obtidos para precisdo (repetibilidade, reprodutibilidade e precisdo
intermediaria).

Concentracao Concentracao  Recuperacdao DPR

tedrica experimental (%) (%)
(ug.mL") (ug.mL" £ DP)

Repetibilidade 25.0 25.9+0.75 103.6 £ 2.99 2.88
(n=6)
Reprodutibilidade
Manha 1 (n=6) 25.0 25.61£0.28 102.45 +1.14 1.09
Manha 2 (n=6) 25.0 25.1 £0.52 102.09 + 4.46 4.37
Tarde 1 (n=6) 25.0 25.23+0.34 100.93+1.36 1.35
Precisao
Intermediaria
Analista 1 (n=6) 25.0 25.9+0.75 103.6 + 2.99 2.88
Analista 2 (n=6) 25.0 25.72 £ 0.33 102.9 £1.33 1.29

DP: desvio padrao; DPR: desvio padréo relativo

5.3.1.5 Exatidao

A exatidao foi determinada utilizando concentragdes intermediarias e
através da recuperacao (Tabelas 3 e 4). Os resultados obtidos para os dois
métodos utilizados apresentaram DPR menor que 5,0 % e, ainda, o método por
recuperacao apresentou porcentagem de recuperacao proxima a 100 %, de
acordo com o estabelecido pela RE 899/2003 (ANVISA).

Tabela 3: Resultados obtidos para exatidao através da variagao dos niveis de concentracao da
amostra.

Niveis de Concentracao Concentracao Recuperacao DPR

concentracao teorica experimental (%) (%)
(ng.mL™) (ng.mL* £ DP)

Baixa 17.5 16.68 £ 0.25 95.31 +1.44 1.51

Média 25.0 24.52 +0.18 98.06 +0.72 0.73

Alta 35.0 34.35 +0.30 98.14 + 0.89 0.90

DP: desvio padrao; DPR: desvio padrao relativo

Tabela 4: Resultados obtidos para exatiddo através da recuperagéo.

Concentracao Concentracao Recuperacao DPR

teorica (ug.mL')  experimental (%) (%)
pg.mL" + DP)

200 198.48 +6.18 99.24 +3.09 3.11

700 704.6 £ 22.69 100.65 +£ 3.24 3.22

DP: desvio padrédo; DPR: desvio padréo relativo
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5.3.1.6 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variagbes dos paradmetros analiticos
(BRASIL, 2003). Assim, foram realizadas variacdes no fluxo e na composicao
(proporcao) da FM. Os resultados, mostrados na Tabela 5 (DPR < 5,0 %),
indicam a confianca do método diante de pequenas variagdes que podem
ocorrer durante o processo, demonstrando que o método desenvolvido é
robusto.

Tabela 5: Resultados obtidos para robustez.

Condicoes Concentracao Recuperacao DPR

experimental (%) (%)
(ug.mL"' + SD)

Fluxo

0.995 mL.min" 25.89 + 0.26 103.56 + 1.05 1.00

1.005 mL.min"’ 26.00 = 0.41 104.03 + 1.64 1.54

Fase movel

84:16 26.25 + 0.24 105.00 £ 0.95 0.90

86:14 26.48 £ 0.19 105.93 £ 0.75 0.70

DP: desvio padrao; DPR: desvio padrao relativo

5.4 Caracterizacao das NNL e NLS
5.4.1 Avaliagédo da EE da HAL nas NNL e NLS

Para a determinacdo do teor de farmaco incorporado utilizou-se o
método indireto e as amostras foram analisadas em triplicata (Tabela 6). A EE
encontrada foi préxima a 100 %, indicando que o farmaco foi totalmente
incorporado as nanoparticulas.

Tabela 6: Teor de HAL incorporada e EE.

Amostra Concentracao teérica HAL encapsulada EE (% + DP)

(ng.mL™) (1g.mL'+ DP)
NNL 3000 2997,092 + 1,14 99,90 + 0,04
NLS 3000 2999,01 £ 0,1 99,96 + 0,005

DP: desvio padrédo; EE: eficiéncia de encapsulagido. NNL: nanoparticula polimérica de nicleo
lipidico; NLS: nanoparticula lipidica solida; HAL: halcinonida.

Nao foram encontrados na literatura estudos sobre a HAL incorporada
em sistemas nanoestruturados, assim, também nao ha relatos sobre a EE

deste farmaco. Entretanto, Silva et al.(2015) conseguiu EE semelhante ao
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encapsular betametasona, um farmaco da mesma classe farmacéutica da HAL,

em nanopatrticulas poliméricas.

5.4.2 Determinacgéo do diametro médio, do IPD, do pH e do PZ das NNL e NLS

As andlises morfolégicas, de superficie e de estabilidade das NNL e
NLS carregadas com HAL logo apds a preparacao e apdés 60 dias de
armazenamento estdo demonstrados na Tabela 7. As anadlises estatisticas
entre as nanoparticulas carregadas e sem farmaco, realizadas pelo teste t de
Student, revelaram que ndo houve diferenca significativa em nenhum dos
parametros estudados (diametro médio, IPD, PZ e pH), indicando que a
incorporacdo da HAL ndao modificou essas caracteristicas fisico-quimicas nas

nanoparticulas.

Tabela 7: Diametro médio, PZ, IPD e pH das NNL e NLS carregadas com HAL apés a
preparacao e apds 60 dias de armazenamento.

NNL-HAL NNL-HAL NLS-HAL NLS-HAL
(apds 60 dias) (apds 60 dias)
Diametro 267,30 +1,172 279,66 +11,622 494,90 + 27,72° 466,76 + 6,03
(nm=DP)
Pz -32,06 £4,792  -3421+5,023  -28,33 + 3,74 -32,8 +1,80P
IPD 0,21 + 0,032 0,26 + 0,082 0,37 +0,02° 0,30 + 0,01¢
pH 6,53 + 0,142 6,12 + 0,332 5,36 + 0,06° 5,69 +0,152¢

DP: desvio padrao. PZ: potencial zeta; IPD: indice de polidispersdo. NNL: nanoparticula polimérica de
nucleo lipidico; NLS: nanoparticula lipidica solida. Letras iguais indicam que ndo ha diferenga
estatistica significativa entre as amostras para cada andlise (p>0,05) pelo teste t de Student.

Estudos tém sido desenvolvidos para avaliar os principais fatores que
afetam o didmetro das particulas nos sistemas nanoestruturados. No caso do
método de obtencdo das NNL por deposicdo interfacial, a presenca do
polimero (PCL) pode conduzir a uma maior diminuicdo do tamanho das
particulas em relacdo ao método de obtencdo de NLS por microemulsificacao
devido, provavelmente, a reducdo da energia livre interfacial do sistema
mediante um efeito estabilizador causado também pelo polimero ao redor das
goticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Esse efeito poderia justificar a diferenca
encontrada entre os diametros médios das nanoparticulas obtidas, NNL e NLS
(p = 0,0037), uma vez que as NLS nao contém polimeros na sua constitui¢éo.

NNL e NLS foram caracterizadas em relacdo ao PZ que é uma medida

que indica o potencial elétrico que surge na suspensao coloidal quando
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nanoparticulas adquirem carga elétrica em sua superficie em contato com um
liquido. Este potencial elétrico é influenciado pelas mudancas na interface das
particulas com o meio dispersante, em razdo da dissociagcdo de grupos
funcionais de superficie ou da adsorcao de espécies idnicas presentes no meio
aquoso da dispersado (SAVIAN et al., 2015; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Dessa forma a medida do PZ auxilia a avaliagcdo da estabilidade das
dispersdes coloidais durante armazenamento. De modo geral, a agregacao
entre nanoparticulas € menos provavel em particulas carregadas com altos
valores de PZ e valores préximos a 30 (em médulo) indicam repulsao elétrica
entre elas (ARANA et al.,, 2015). Os valores de PZ obtidos das amostras
analisadas (préximos a -30 mV) indicaram estabilidade elétrica das
nanoparticulas, sendo que as NNL apresentaram maior estabilidade do que as
NLS (p = 0,035). Em relagdo a analise apdés armazenamento de 60 dias em
cada tipo de nanoparticula (NNL ou NLS) ndo houve diferenca estatistica entre
0 Mesmo grupo.

Os resultados de IPD mostraram diferenca estatistica entre as NNL e
NLS (p = 0,0018), porém ambos indicaram homogeneidade de tamanho de
particula, uma vez que o IPD é um indice que varia de zero, quando todas as
nanoparticulas da dispersdao apresentam relativamente o mesmo tamanho e
um (1,0), quando o diametro médio das particulas € bastante heterogéneo
(DAL PIZOL, 2014) e valores de IPD menores que 0,3 indicam formagao de
sistemas monodispersos (NEMEN & LEMOS-SENNA, 2011), conforme
encontrado nas NNL. Ap6s o armazenamento por 60 dias, houve reducao
significativa do IPD das NLS (p = 0,0028), indicando que durante o
armazenamento a distribuicdo do tamanho das particulas tornou-se mais
homogénea, provavelmente devido a presenga do tensoativo (Tween® 80) na
superficie das particulas, reduzindo a tensdo interfacial e proporcionando
impedimento estérico que evita a agregacao (DAL PIZOL, 2014).

Todas as formulacdes apresentaram pH levemente acido (variando de
5,3 a 6,6), devido as caracteristicas de seus constituintes. A presenca da PCL
contribui para a obtencao de suspensdes de carater acido, conforme descrito
por outros autores (KULKAMP et al., 2009), assim como o AE que resulta em

nanoparticulas de carater acido.
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No estudo de estabilidade, os valores de pH das NNL néo
apresentaram diferenca estatistica indicando que nédo houve degradacédo da
formulacdo mantendo a estabilidade. Ja as NLS apresentaram um pequeno
aumento do pH da suspensdo (p = 0,0290) apés os 60 dias de
armazenamento, o que pode indicar a formacado de nanoparticulas de AE
durante o armazenamento, tornando a dispersdao um pouco menos acida. O
estudo de estabilidade das NLS mostrou reducédo do IPD e aumento do pH,
estatisticamente significativas, resultando em uma dispersao de nanoparticulas
mais homogénea e menos acida.

5.4.3 Microscopia eletrdnica de varredura por emissao de campo (FEG-SEM)
Através das fotomicrografias apresentadas na Figura 10 (a e b),
observou-se que as nanoparticulas apresentaram estruturas esféricas e de
superficie lisa. Essa caracteristica pode indicar a encapsulagdo da HAL, que
apresenta baixa solubilidade em agua e, portanto, maior afinidade ao nucleo
lipidico das nanoparticulas. Beck et al. (2003) identificaram nanoparticulas
com as mesmas caracteristicas ao examinar a morfologia de nanoparticulas

contendo dexametasona.

Figura 10 (a): Fotomicrografia da NNL (50.000 x); (b) Fotomicrografia da NLS (37.700 x).

SEM HV: 10.0 kV WD: 14.66 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 10.0 kV WD: 14.59 mm I I MIRA3 TESCAN

View field: 2.77 pm Det: SE View field: 3.68 pm Det: SE 1pm

SEM MAG: 50.0 kx | Date(m/d/y): 06119115 Performance in nanospace SEM MAG: 37.7 kx | Date(m/dly): 06/19/15 Performance in nanospace
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5.4.4 Difracdo de Raios X

A DRX caracteriza a amostra em termos de cristalinidade e traz
informacdes sobre os tamanhos dos cristais, a orientagdo da cadeia de
polimero ou alteragdes na morfologia cristalina (KOTZIANOVA et al., 2014).

A Figura 11a apresenta o difratograma do AE. Ele é encontrado em
diferentes formas polimérficas e com base na analise do pico em relacao as
posicoes do pico e ao espacamento (d) do difratograma, AE corresponde a
forma-C ou forma monociclica, assim como descrito por SAGIRI et al. (2015).
As anadlises de DRX para o AE revelaram picos caracteristicos em 26 iguais a
21,57° e 23,79°, condizente com o encontrado por Latibari et al. (2015) de 21,6°
e 23,8" e também por Severino et al. (2011) de 21,5° e 24,1°.

A PCL (Fig. 11b) apresentou dois picos distintos de difracdo em 26
iguais em 21,69° e 23,77, sendo esses valores adequados e muito préximos
aos ja descritos por Azous et al. (2016) que obteve picos de 21,3° e 23,6° e
também por Abdelrazek et al. (2015) com os picos de 21,4° e 23,8".

Figura 11 (a) DRX do AE; (b) DRX da PCL.
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A Figura 12 apresenta o difratograma da HAL, revelando quatro picos
caracteristicos do farmaco em 26 iguais a 12,50°, 14,70°, 18,17° e 19,63°. Nao

consta na literatura nenhuma informacgéo sobre a DRX de HAL.
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Figura 12: DRX da HAL.
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A DRX das NLS (Figura 13) mostrou desaparecimento dos picos da
HAL, indicando a amorfizacdo do farmaco nas nanoparticulas e reducdo
significativa na intensidade do pico em 23,79° referentes ao AE. Nas NLS a
manutencdo dos picos da AE em menor intensidade pode representar a
presenca de cristais muito finos na superficie da nanoparticula, fato este que foi
relatado por Kelidari et al. (2015) ao desenvolver NLS carregadas com
espironolactona.

Além disso, foi observado um deslocamento do pico em 21,57° do AE
nas NLS carregadas e inertes para 19,49° indicando modificagdo da estrutura
cristalina do AE e também uma possivel amorfizacdo do lipidio durante o
processamento para obtencdo das NLS, ja que houve o desaparecimento do
pico em 6,72°.
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Figura 13: DRX das NLS. AE: &cido estearico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL: mistura fisica;
NLS-HAL: NLS carregada; NLSO — NLS inerte.
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Ja nas NNL houve total amorfizacdo da HAL e da PCL, indicando que o

método utilizado para obtencdo das nanoparticulas foi ideal para a
incorporacao da HAL (Figura 14).

Figura 14: DRX das NNL. PCL: poli(e-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-HAL: mistura
fisica; NNL-HAL: NNL carregada; NNLO — NNL inerte.
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5.4.5 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

FTIR é uma técnica para a identificacdo, elucidacdo estrutural,
determinacao da pureza e quantificacdo de substancias organicas, bem como
no controle e acompanhamento de reacoes (LOPES & FASCIO, 2004).

O espectro do AE obtido por FTIR (Figura 15a) mostra o estiramento
dos grupamentos simétricos C—Hs e C—H2, representado pelas bandas 2916 e
2851 cm' respectivamente. A banda 1697 cm™ representa o estiramento do
grupo C=0. A alocacéao para vibragao no plano de curvatura do grupo funcional
O-H esta representada pelas bandas 1462 e 1294 cm. A banda 928 cm
mostra a vibracao fora do plano de curvatura do grupamento O—H e a banda
722 cm™ é referente a vibragdo oscilante do grupo O-H. O espectro do AE
obtido esta de acordo com outros relatados por Latibari et al. (2015) e Chen et
al. (2013).

No espectro da PCL (Figura 15b) foram identificadas as bandas 2960 e
2865 cm™ referentes ao grupamento C-H2 assimétrico e simétrico
respectivamente. A banda 1719 cm™' representa a vibragdo de estiramento do
grupo C=0, as ligacbes C—H2 sédo representadas pelas bandas 1460, 1372 e
719 cm™ e as bandas 1171 e 1037 cm™ se referem ao estiramento da fase
amorfa C-O e a vibracdo de estiramento do grupamento C-O-C,
respectivamente. As bandas da PCL encontradas estdo de acordo com as
relatadas por Catauro et al. (2016) e Abdelrazek et al. (2015).

Figura 15: Espectro FTIR de: (a) AE; (b) PCL.
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Em relacdo a caracterizagdao da HAL por FTIR a literatura ndo traz
informacgdes. Sendo assim, as principais bandas caracteristicas deste farmaco
foram identificadas e descritas (Fig. 16): a banda 3431 cm™ refere-se ao
estiramento da ligagdo O—H e a banda 2943 cm™ a ligagdo C—H:. A ligacdo
C=0 é representada pela banda 1723 cm’!, enquanto a banda 1666 cm
refere-se a ligacdo C=C. O grupamento C—Hzs é representado pela banda 1366
cm’, a banda em 1057 cm™ é referente a ligacdo C—F e a ligacdo C-Cl é
representada pela banda 690 cm™,

Figura 16: Espectro FTIR da HAL.
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A HAL é um derivado da hidrocortisona, que apresenta apenas dois
atomos de F e um de Cl a mais, e comparando os espectros da HAL e da
hidrocortisona as mesmas bandas relativas aos grupamentos comuns da
estrutura dos dois farmacos, com excecado das ligagdes C-F e C-CI, foram
encontrados. Essas bandas relativas aos grupamentos encontram-se citadas
na literatura por Lam et al. (2012) e Hussain et al. (2013).

Nos espectros de NNL carregada e inerte (Figura 17) foi possivel
observar as bandas referentes ao triglicerideo do acido caprico/caprilico
utilizado em aproximadamente 70% composicdo das nanoparticulas. As
bandas identificadas para o triglicerideo por Silverstein, Bassler & Morril (1991)
e que também estdo presentes nas nanoparticulas foram: 2921 e 2851 cm
referentes a deformacdo axial de CH2, 1739 cm™' relacionada a deformacéo



57

axial de ligacdo C=0, 1458 cm™' referente a deformacéo angular de CHs e as

bandas 1153 e 1107 cm™ que dizem respeito a deformacéo axial da ligacdo C-
O-C.

Figura 17: Espectros de FTIR de NNL. PCL: poli(e-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-
HAL: mistura fisica; NNL-HAL: NNL carregada; NNLO — NNL inerte.
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As Figuras 18 e 19 sao referentes a ampliacao dos espectros das NNL
de 4000 a 2000 cm™ e 2000 a 400 cm', respectivamente. Podem-se observar
as bandas referentes ao triglicerideo do acido caprico/caprilico, marcadas com
as setas tanto nas NNL carregadas com HAL quanto nas inertes.
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Figura 18: Espectro FTIR de NNL de 4000 a 2000 cm-1. HAL: halcinonida; PCL: poli(e-
caprolactona); MF PCL-HAL: mistura fisica; NNL-HAL: NNL carregada; NNLO: NNL inerte.
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Figura 19: Espectro FTIR de NNL de 20000 a 400 cm-1. HAL: halcinonida; PCL: poli(e-
caprolactona); MF PCL-HAL: mistura fisica; NNL-HAL: NNL carregada; NNLO: NNL inerte.
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As NLS carregadas com HAL e inertes apresentaram espectros
semelhantes com as bandas referentes ao AE devido ao fato de este compor
aproximadamente 80 % da formulacdo das NLS (Figura 20). As bandas das
misturas fisicas correspondem as bandas do AE e da HAL (LOPES; FASCIO,
2004).
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Figura 20. Espectro FTIR de NLS. AE: &cido estearico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL: mistura
fisica; NLS-HAL: NLS carregada; NLSO — NLS inerte.
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As Figuras 21 e 22 sao referentes a ampliacdo dos espectros das NLS
de 4000 a 2000 cm™ e 2000 a 400 cm', respectivamente. Podem-se observar
as bandas referentes ao AE evidenciadas, marcadas com as setas tanto nas
NLS carregadas com HAL quanto nas inertes.

Figura 21: Espectro FTIR de NLS em 4000 e 2000 cm-1. AE: acido estearico; HAL: halcinonida;
MF AE-HAL: mistura fisica; NLS-HAL: NLS carregada; NLSO — NLS inerte.
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Figura 22: Espectro FTIR de NLS em 2000 e 400 cm-1. AE: acido esteérico; HAL: halcinonida;
MF AE-HAL: mistura fisica; NLS-HAL: NLS carregada; NLSO — NLS inerte.
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5.4.6 Espectroscopia de Raman com Transformada de Fourier (FT-RAMAN)

FT-Raman é uma técnica na qual a luz dispersa é utilizada para definir
a natureza das moléculas dentro de um volume irradiado; € o espalhamento
inelastico da luz de uma amostra (SMITH et al., 2015). O comportamento das
bandas Raman pode dar informagdes importantes relacionadas com a
estrutural e/ou alteragcbes de simetria na célula unitaria. A analise das
modificacbes pode determinar mudangas que ocorrem no cristal. Tais
alteracées moleculares podem ser compreendidas de duas formas diferentes:
(i) a fase de transicao sofrida pelo cristal e (ii) rotagdo ou tor¢cdo da molécula na
célula unitaria (fase de transicao conformacional originado pelo rearranjo das
ligacdes de hidrogénio entre os grupos COOH dos dimeros) (SOUZA et al.,
2015).

Na andlise do espectro do AE (Figura 23a) foram identificadas as
bandas ja relatadas por Souza et al. (2015): 1062 e 1127 cm™' referente ao
alongamento da ligagdo C—C, 1277 cm™' indicando vibracdo de tor¢do do CHa,
1428 cm' representando deformacdes das ligagdes CHz e CHs, e a banda 2865
cm ' que é referente as vibragdes de alongamento de grupos metil.

No FT-Raman do polimero PCL (Figura 23b) foram identificadas
bandas em 1097 cm™' referente ao alongamento da cadeia, 1309 e 1437 cm™!
correspondentes as vibragdes de deformacgio do grupo CHz, 1720 cm™ que se

refere ao componente cristalino da vibragcdo C=0 e a banda mais proeminente
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da PCL em 2928 cm™ que se refere ao grupamento CH2. Essas bandas estio
de acordo com as encontradas por Kotzianova et al. (2014) e por Carbone et al.
(2015).

Figura 23: Espectro FT-Raman de: (a) AE, (b) PCL.
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O espectro de HAL (Figura 24) revelou como principais bandas os
comprimentos de onda de 658 cm que indica a ligacdo C-Cl, 929 cm
referente ao grupamento C— —C, 1456 cm™' referente a vibracéo da ligacdo C=C
da cadeia aromatica, 1653 cm™' que indica o estiramento da ligagdo C=C e
2959 cm' que representa o estiramento do grupo C - H. Ndo existem relatos na

literatura sobre FT-Raman de HAL.

Figura 24: Espectro FT- Raman da HAL.
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O espectro das NNL (Figura 25) apresenta as bandas referentes ao
triglicerideo do acido caprico/caprilico, condizente com o espectro observado
por Anantachaisilp et al. (2010), com bandas em 2905 e 2777 cm™'. Devido a
grande proporcao dessa matéria-prima utilizada na formulagdo os picos do
farmaco nao foram evidenciados.

Figura 25: Espectro FT- Raman de NNL. PCL: poli(e-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-
HAL: mistura fisica; NNL-HAL: NNL carregada; NNLO — NNL inerte.
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As Figuras 26 e 27 sao referentes a ampliacao dos espectros das NNL
de 4000 a 2000 cm™' e 2000 a 400 cm', respectivamente. Na Figura 26 pode-
se observar a banda referente ao triglicerideo do &cido caprico/caprilico
evidenciada, marcadas pelas setas tanto nas NNL carregadas com HAL quanto
nas inertes.
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Figura 26: Espectro FT- Raman de NNL em 4000 e 2000 cm-1. PCL: poli(e-caprolactona); HAL:
halcinonida; MF PCL-HAL: mistura fisica; NNL-HAL: NNL carregada; NNLO — NNL inerte.
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Na Figura 27 pode-se observar as bandas referentes a PCL nas NNL
carregadas e inertes, marcadas pelas setas.

Figura 27: Espectro FT- Raman de NNL em 2000 e 400 cm-1. PCL: poli(e-caprolactona); HAL:
halcinonida; MF PCL-HAL: mistura fisica; NNL-HAL: NNL carregada; NNLO — NNL inerte.
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Nas NLS (Fig. 28) verifica-se a presenca de picos bem definidos
referentes ao AE, componente de maior propor¢cao na formulacdo, omitindo os
picos referentes ao farmaco, como pode ser comprovado ao analisar
separadamente os espectros entre 4000 e 2000 cm™' e 2000 e 400 cm™ pelas
Figuras 29 e 30, respectivamente, tanto das NLS carregadas com HAL quanto

nas inertes, conforme marcado pelas setas.



Figura 28: Espectro FT-Raman de NLS. AE: acido estearico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL.:
mistura fisica; NLS-HAL: NLS carregada; NLSO — NLS inerte.
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Figura 29: Espectro FT-Raman de NLS em 4000 e 2000 cm-1. AE: acido esteérico; HAL:
halcinonida; MF AE-HAL: mistura fisica; NLS-HAL: NLS carregada; NLSO — NLS inerte.
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Figura 30: Espectro FT-Raman de NLS em 2000 e 400 cm-1. AE: 4cido estearico; HAL:
halcinonida; MF AE-HAL: mistura fisica; NLS-HAL: NLS carregada; NLSO — NLS inerte.
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5.4.7 Andlise térmica

DSC é um dos métodos mais comuns utilizados para estudar as
interagbes fisico-quimicas entre farmaco e polimero em nanoparticulas
(RESCIGNANO et al., 2015; BERNABEU et al., 2014). Esta técnica nos permite
elucidar se o farmaco esta em estado amorfo ou cristalino e se o procedimento
de nanoencapsulagdo modifica ligeiramente a temperatura de fusdo do
polimero (BERNABEU et al., 2014).

A TGA é uma técnica util para a definicao de estabilidade térmica e de
ativacdo de energia relacionados com a cinética de decomposicao do estado
solido das nanoparticulas (DOGAN, TEMIZKAN & KAYA, 2015). Na analise de
TGA a variacdo de massa de uma determinada amostra em uma atmosfera
controlada é registrada continuamente como uma funcao da temperatura ou do
tempo. As curvas TGA permitem conhecer as alteragdes que o aquecimento
pode provocar nos materiais e determinam também a que temperatura os
materiais comecam a se decompor, ou seja, a estabilidade térmica do material
e por fim ainda permite acompanhar o andamento das reacbes de
desidratacao, oxidacao, combustao, decomposicao entre outras (DIAS, 2013).

A Figura 31 mostra a curva DSC das NLS. HAL apresentou
temperatura de fusédo de 277,14 ‘C. AE fundiu a 56,5 °C, conforme descrito na
literatura por Djefel et al. (2015), Wang et al. (2015) e Chen et al. (2013). O pico
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de fusdo da HAL desapareceu nas NLS carregadas, indicando que o farmaco

esta no estado amorfo ou dissolvido no nucleo lipidico.

Figura 31: Curva de DSC das NLS. AE: &cido estearico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL: mistura
fisica; NLS-HAL: NLS carregada; NLSO — NLS inerte.
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A DSC é frequentemente aplicada no estudo das NLS a fim de
investigar o estado fisico do lipideo, devido as variacées das propriedades da
matriz lipidica durante a formagdo da dispersdao coloidal. Mesmo quando
lipideos cristalinos sdo utilizados no preparo das dispersdes, as particulas do
lipideo ndo necessariamente se apresentam com as mesmas propriedades
apoés a formacéao da dispersao, especialmente quando o método utilizado exige
aquecimento (LASSERA et al.,2015).

Tanto as NLS inertes quanto as carregadas com o farmaco,
apresentaram pico bem definido para o lipideo, mas foi levemente deslocado a
temperaturas mais baixas. O pico de fusédo reduzido do lipideo nas NLS sugere
que a matriz de AE foi solidificada com éxito durante a preparacado das
nanoparticulas, confirmando assim que foram obtidas adequadamente. O
desvio do sinal endotérmico para temperaturas mais baixas pode estar
relacionado com o tamanho de particula, de acordo com a equacao de Gibbs-
Thomson, em que para um determinado tamanho de particula, é possivel
observar uma diminuigdo da temperatura de fusdo em comparagdo com o
material puro (LASSERA et al., 2015).
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A curva de DSC das NNL esta apresentada na Figura 32. PCL é um
polimero termoplastico com uma temperatura relativamente baixa de fuséo (60
°C) e baixo indice de fluxo de fusdo, que depende do peso molecular. E
biocompativel e totalmente biodegradavel com taxa mais lenta de degradacao.
Segundo Venkatraman et al. (2015) na anadlise de DSC, 40 °C pode ser
considerada a temperatura imediatamente antes de comecar a fusao da PCL,
enquanto 50 °‘C e 55 °C sao os pontos de inicio e pico de fusao,

respectivamente. A fusdo da PCL encontrada foi em 59 °C.

Figura 32: Curvas de DSC das NNL. PCL: poli(e-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-
HAL: mistura fisica; NNL-HAL: NNL carregada; NNLO — NNL inerte.
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A curva DSC das NNL mostrou a auséncia de picos exotérmicos,
indicando pouca ou nenhuma interacdo entre o farmaco e os outros
excipientes, assim como descrito por Kumar, Verma & Singh (2015). As NNL
carregada com HAL e inertes apresentaram pico de fusdo em 53 °C,
correspondente a fusdao do ftriglicerideo do acido caprico/caprilico
(ANANTACHAISILP et al. 2010).

A Figura 33 representa as curvas de decomposicao (TGA) das NLS. A
decomposicado da HAL pura ocorreu em dois momentos distintos, iniciando em
283,4 °C e concluindo a decomposicao com temperatura de 485,3 °C. A curva
de TGA ilustra que o AE se degradou em um Unico passo iniciando na
temperatura de 223 °C, de acordo com o relatado por Wang et al. (2015) e

Latibari et al.(2015). A decomposicao das NLS seguiu a degradacao do AE.
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Figura 33: Curva de TGA das NLS. AE: acido estearico; HAL: halcinonida; MF AE-HAL: mistura
fisica; NLS-HAL: NLS carregada; NLSO — NLS inerte.
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As curvas de TGA que representam as NNL e seus componentes estao
descritas na Figura 34. A analise de TGA mostrou que o inicio da
decomposicdo da PCL se deu em 274 °C, passando por 373,8 °C e
completando a decomposicao em 456,8 °C, demonstrando concordancia com o
descrito por Hoque et al. (2014), Kim et al. (2015) e Venkatraman et al. (2015).
A curva da NNL carregada com HAL mostrou trés fases de decomposicao,
iniciando em 185 °C, a segunda fase em 260 °C e ultima fase em 370 °C até
440 °C, restando menos de 10 % de massa. O perfil de decomposicao das NNL
foi semelhante ao da curva da PCL, contudo a decomposicao das

nanoparticulas se iniciou em temperaturas mais baixas.
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Figura 34: Curvas de TGA das NNL. PCL: poli(e-caprolactona); HAL: halcinonida; MF PCL-HAL.:
mistura fisica; NNL-HAL: NNL carregada; NNLO — NNL inerte.
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5.5 Estudos de permeacao cutanea in vitro da HAL a partir das NNL e NLS

Os estudos de permeacao cutanea in vitro foram realizados em células
verticais de difusdo com membranas sintéticas que apresentam alta
similaridade com a pele humana. O farmaco livre e as NLS e NNL carregadas
com HAL foram analisadas e o perfil de permeacao da HAL esta demonstrado
na Figura 35.

Pode-se observar que em relagdo ao farmaco livre, em até 6 horas de
analise cerca de 18 % da HAL permeou para o compartimento receptor,
enquanto que ao final de 24 horas 50 % da HAL permeou pela membrana.
Uma vez que a membrana utilizada apresenta similaridade a pele humana, este
resultado mostra indicios de que a HAL seria capaz de permear através do
estrato cérneo devido ao seu carater lipofilico.
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Figura 35: Perfil da permeacao cuténea in vitro da HAL livre e a partir das NNL e NLS.
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Em relacdo as nanoparticulas, nao houve diferenca entre a permeacéao
cutdnea de NLS e NNL e em 24 h ndo mais que 9 % da HAL foram permeados
para o meio receptor. Esse resultado indica que, apesar da natureza lipidica
das nanoparticulas que poderia promover a permeacao cutanea do farmaco, o
efeito reservatorio promovido pelas NLS e NNL foi fundamental para o controle
da liberacao da HAL, uma vez que o perfil de permeacao se mostrou constante

a partir das nanoparticulas, e o fdrmaco permaneceu na regidao cutanea.

5.6 Avaliagao in vivo da resposta inflamatéria e da toxicidade da HAL a partir
das NNL e NLS

A resposta inflamatéria e a toxicidade da HAL durante os processos de
cicatrizacdo das lesdes na pele foram analisadas em animais apds sofrerem
leséo e retirada de parte da epiderme. As avaliacdes realizadas foram: analise

macroscopica e da medida da area da lesdo durante 18 dias.
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Na avaliacdo macroscépica descritiva da fase inflamatéria da
cicatrizagcdo, os grupos NNL e NLS carregadas com HAL apresentaram lesdes
mais lisas com bordos delgados, sem rubor na regido periférica da leséo e
ainda apresentavam-se nao exsudativas até o 6° dia de avaliagdo. Essa
observagao demonstra o efeito anti-inflamatério da HAL. Os grupos NNL e NLS
inertes (sem HAL) e o grupo controle de gel sem nanoparticulas apresentaram
visualmente lesdes exsudativas, avermelhadas e com bordos edemaciados até
o 6° dia de avaliacdo, resposta essa ja esperada, pois durante a fase
inflamatéria do processo de cicatrizacao ocorre a liberacao local de histamina,
serotonina e bradicinina que causam vasodilatacdo e aumento de fluxo
sanguineo no local e, consequentemente, sinais inflamatérios como calor e
rubor e também a permeabilidade capilar aumenta causando extravasamento
de liquidos para o espacgo extracelular, e consequente edema (TAZIMA,
VICENTE & MORIYA, 2008).

O grupo da HAL livre incorporado no gel, apresentou lesbes
exsudativas e até o terceiro dia se mantiveram com o aspecto de feridas vivas.
Ap6s o0 quarto dia as lesdes comecaram a apresentar-se excessivamente
crostosas e ampliaram a area da leséo inicial. Nessa fase inicial de avaliagéo
pode-se observar que a HAL incorporada no gel acarretou em efeitos deletérios
a cicatrizagdo. Wang et al. (2013) em sua revisdo compila trabalhos que
demonstram o efeito negativo dos corticoides na cicatrizacdo de pele; esse
efeito pode ser explicado pela inibicdo na atuacédo das células inflamatérias que
sd0 necessarias para o progresso do processo cicatricial, conforme
demonstrado por Guichard et al. (2015).

Até o 6° dia da avaliacao os tratamentos com NNL e NLS carregadas
com HAL apresentaram efeitos benéficos, como auséncia de exsudato e de
vermelhiddo, além de uma melhor aparéncia das lesbes. Esses resultados
indicam que a HAL presente nas nanoparticulas foi capaz de modular a
inflamacédo da fase inflamatéria da cicatrizagdo. Ja quando a HAL livre foi
incorporada no gel essa modulagéao da inflamagao n&o foi observada, fato este
que pode ser resultado da alta dose do farmaco disponivel para absor¢dao nos
animais do grupo da HAL livre, diferente dos grupos que receberam as
nanoparticulas, que sao sistemas reservatérios, onde a HAL esta encapsulada
e é liberada de forma controlada.
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A Figura 36 mostra as imagens dos animais de todos 0s grupos que
receberam tratamento com as respectivas legendas. As fotos foram registradas
no 3°dia apos a realizacao da leséo, quando a fase inflamatéria da cicatrizacao

esta completando e se tem o inicio da fase de proliferacao.

Figura 36: Imagens dos animais tratados no 3° dia apos sofrer a lesdo. NNL-HAL e NLS-HAL:

nanoparticulas carregadas com HAL; NNLO e NLSO: nanoparticulas inertes; HAL: farmaco livre.

Entre 0 6° e 0 9° dias de avaliacdo as lesdes dos grupos das NNL e
NLS carregadas e inertes e o0 grupo controle (gel) ndo apresentaram
macroscopicamente diferenga, contudo nos animais do grupo HAL livre era

possivel observar os efeitos deletérios da HAL na cicatrizagdo. Nesse momento
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do experimento os animais estavam saindo da fase inflamatéria da cicatrizagao
e iniciando a fase fibroblastica e de deposicdo da matriz extracelular, conforme
descrevem Balbino, Pereira e Curi (2005), fase em que os efeitos deletérios
dos corticoides podem ser mais bem evidenciados.

A Figura 37 mostra as imagens dos animais de todos 0s grupos que
receberam tratamento com as respectivas legendas. As fotos foram registradas
no 9° dia apbs a realizagcdo da lesdo, quando a fase de proliferacdo esta
finalizando, iniciando a maturacao dos tecidos.

Figura 37: Imagens dos animais tratados no 9° dia apos sofrer a lesdo. NNL-HAL e NLS-HAL:

nanoparticulas carregadas com HAL; NNLO e NLSO: nanoparticulas inertes; HAL: farmaco livre.
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Apbs o 9<%ia de avaliacdo foi visivel a melhora da cicatrizacdo nos
grupos controles (NNL e NLS inertes e gel) e até o final do experimento as
lesbes destes animais sempre tiveram avaliacdo macroscéopica melhor que os
animais que receberam formulacbes contendo as nanoparticulas carregadas
com HAL, indicando que a presenca do farmaco apds a fase inflamatdria
causou retardo na cicatrizacao.

Entre os animais que receberam HAL, as lesdes nos grupos NNL e
NLS mostraram-se melhores do que as do grupo HAL livre. Entre os grupos
NNL e NLS evidenciou-se diferenca macroscopica e qualitativa entre eles a
partir do 9° dia, sendo observado que o grupo NNL com HAL apresentou
melhor retracao e aspecto macroscopico das lesdes na pele dos animais. Esse
efeito pode ser resultado da natureza polimérica das NNL que auxilia na
retencédo do farmaco dentro das nanoparticulas nas regides inflamadas da pele
controlando a liberagcdo do farmaco nestes locais, o que modula o efeito
terapéutico e reduz os efeitos secundarios sistémicos. J& as NLS poderia
interagir com os componentes lipidicos da pele aumentando a probabilidade de
absorcao sistémica da HAL (ABDEL-MOTTAALEB et al., 2012).

O processo de cicatrizacdo se mostrou pior nos grupos tratados com as
nanoparticulas carregadas com HAL, comparado com as inertes, devido ao fato
do anti-inflamatério inibir a inflamacéo, interferindo no processo de cicatrizacao
da pele, como relatado por Hussni et al. (2004). De acordo com os resultados
até o 6° dia de avaliacao, a continuidade do tratamento atrapalhou o processo
da cicatrizacado, indicando que a HAL poderia ser utilizada apenas como
moduladora da inflamagdo na fase inicial da cicatrizagdo, melhorando os
aspectos iniciais da lesdo cutanea e, possivelmente, reduzindo a dor local.

Os resultados obtidos mostram que a HAL foi absorvida e passou a
exercer efeitos sistémicos e ndo somente locais na lesdo cutanea, pois no
grupo da HAL livre, a partir do 9° dia, alguns animais comegaram a apresentar
efeitos toxicos do farmaco e trés deles foram a 6bito durante o experimento por
pneumonia. Outros animais deste grupo desenvolveram conjuntivite. Esses
efeitos podem estar relacionados a baixa da imunidade. Senyigit e Ozer (2012)
descreveram essas reagdes adversas que podem ocorrer no organismo

decorrente da baixa da imunidade pelo uso de glicocorticoides tdpicos.
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A figura 38 mostra os animais que receberam tratamento com as NNL
carregadas e inertes e o farmaco livre no ultimo dia do experimento (18° dia),

exemplificando os resultados discutidos.

Figura 38: Imagens dos animais tratados com NNL carregada com HAL, NNL inerte e HAL livre
no 18°dia apds sofrer a lesao.
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A medida das areas das lesdes na pele dos animais foi realizada até o
18° dia apo6s a realizagdo da lesdo; e os valores das areas médias estao
apresentados na Tabela 8. Essas medidas demonstram como ocorreu o
processo de retracao das lesdes durante o tratamento. As areas dos grupos
das NNL e NLS inertes (controle) apresentaram retragdo da lesao
significativamente melhor que os grupos tratados com HAL, e entre os grupos
tratados, NNL e NLS, ndo houve diferenca estatistica significativa.

Tabela 8: Area média das lesdes dos grupos tratados.

Grupo DO(cm D3(cm* D6(cm* D9(cm’+ Di12(cm’ D15(cm* D18 (cnm’

+DP) +DP)  +DP) DP) +DP) +DP) +DP)

472t  523%  413¢% 430 % 3,03 ¢ 362¢ 230¢%

NNL-HAL - o542 (069)2  (0,69)° (0,87) 2 (0,88) 2 (1,53) @ (1,37) 2
530+ 661+ 597+ 591+ 473+ 3,68 + 2,78 +

NLS-HAL  h9g)s (1282  (0,68)° (0,54) ° (1,29) 2 (0,93) 2 (1,15) 2
447+ 415+ 390+ 182+ 0,51+ 0,452 + 0,09 +

NNLO 047)2 (1,07  (1,24)° (1,19) ¢ (0,34) ® (0,25)° (0,08) °
500+ 525+ 418+ 2,48 + 0,51+ 0,26 + 0,03 +

NLSO (0,952  (0,40)2  (0,71)2 (0,95) ° (0,21)° (0,13)° (0,94) °
495+ 490+ 474+ 4,80 + 4,09 + 472 + 3,60 +

HAL (0,70)2  (0.24)2  (057)2  (0,73)® (0,55) 2 (0,32) 2 (0,57) 2
Gelde D24t 578  479: 2,22+ 0,64 + 0,38 + 0,15 +
natrosol  (0,65)2  (0,57)2  (0,60)2 (1,04) ° (0,15) ° (0,15)° (0,15) ®

D: dia; DP: desvio padrao. Letras iguais indicam que ndo hé diferenga estatistica significativa
entre as amostras (p>0,05) por ANOVA seguido de Teste de Tukey.

NNL-HAL e NLS-HAL: nanoparticulas carregadas com HAL; NNLO e NLSO: nanoparticulas
inertes; HAL: farmaco livre.

As éareas das lesdes do grupo HAL livre nos 15° e 18° dias
apresentavam-se, em média, 1,0 cm? maiores do que os grupos NNL e NLS
carregadas com o farmaco, contudo essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa.

A retracdo das areas das lesbes durante todo o tratamento pode ser

visualizada na Figura 39.
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Figura 39: Representagao grafica da evolugéo do processo de cicatrizagdo de acordo com a
area das lesdes. NNL-HAL e NLS-HAL: nanoparticulas carregadas com HAL; NNLO e NLSO:
nanoparticulas inertes; HAL: farmaco livre.
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Os grupos controle (NNL e NLS inertes e gel) ndo apresentaram
diferenca entre si em nenhum momento da avaliagdo, indicando que a
formulagdo das nanoparticulas ndo interferiu na cicatrizagdo. A retragéo
completa das lesdes na pele nestes grupos ocorreu aos 18 dias.

Em relacdo as formulagbes contendo HAL, os sistemas
nanoparticulados NNL e NLS apresentaram melhor avaliagdo macroscépica da
cicatrizacdo da lesdo, sem presenca de vermelhiddo e exsudato na fase
inflamatéria da cicatrizacdo e nao apresentaram alteracées patoldgicas, como
ocorreu com o0s animais tratados com HAL livre, demonstrando a reducédo da
toxicidade do farmaco devido ao efeito reservatério proporcionado pelas

nanoparticulas.
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6 CONCLUSAO

Nanoparticulas lipidicas sélidas e nanoparticulas poliméricas de nucleo
lipidico incorporadas com halcinonida foram obtidas e caracterizadas. Os
estudos de caracterizagdo mostraram que as nanoparticulas apresentaram
didmetro médio variando entre 260 a 500 nm, indice de polidisperséao abaixo de
0,37, potencial zeta proximo a -30 mV, pH ente 5,3 e 6,5, apresentaram
estabilidade ap6s armazenamento de 60 dias e formato esférico com superficie
lisa.

A analise de difracao de raios x demonstrou a amorfizacdo do farmaco
nos sistemas nanoestruturados. As analises espectroscépicas na regidao do
infravermelho e Raman com Transformada de Fourier foram capazes de
identificar as bandas caracteristicas dos principais componentes das
formulacdes: acido estearico, triglicerideo do acido caprico/caprilico, poli(e-
caprolactona) e da halcinonida, indicando que nao houve ligagdo quimica entre
eles. A andlise térmica revelou os picos da fusao do farmaco, dos lipideos e do
polimero e mostrou o desaparecimento do pico de fusdo da HAL nas
nanoparticulas indicando que o farmaco esta no estado amorfo ou dissolvido
no nucleo lipidico.

O estudo de permeacao in vitro mostrou que pouca quantidade do
farmaco (9 %) foi permeada durante 24 horas, mostrando o efeito reservatério
das nanoparticulas, importante para o controle da liberacdo da halcinonida.

O estudo in vivo revelou que a halcinonida livre administrada sobre a
lesdo cutdnea foi tdxica, por ser absorvida e produzir efeitos adversos
sistémicos. Ja as nanoparticulas contendo o farmaco foram capazes de
modular a inflamacdo da cicatrizacdo, evitando a formacdo de edema e
exsudato, porém prejudicando as fases subsequentes do processo de
cicatrizacdo. No entanto, a incorporacdo da halcinonida nas nanoparticulas foi
capaz de reduzir a toxicidade do farmaco pelo controle da sua liberacao,
impedindo a absorgao sistémica do farmaco.

Em relacgdo as amostras, as duas nanoparticulas lipidicas
desenvolvidas apresentaram resultados semelhantes, sendo que as
nanoparticulas poliméricas de nucleo lipidico mostraram melhores retragéo da

lesdo e aspecto macroscopico, possivelmente causado pela presenca do
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polimero que, além do nucleo lipidico, permite maior controle da liberacdo da
halcinonida.

Dessa forma, este estudo permitiu concluir que apesar das
nanoparticulas serem capazes de reduzir a toxicidade da halcinonida, evitando
os efeitos sistémicos indesejaveis, pelo controle da liberagcdo do farmaco, a
administracdo desses sistemas durante todo o periodo da reparacao da pele
apresentou um efeito prejudicial a cicatrizacdo da lesao cutédnea, demonstrando
que o tratamento indicado poderia ser a administracdo das nanoparticulas
somente durante a fase inflamatéria, com o objetivo de modular os efeitos da
inflamacédo, como o rubor da area lesionada, dor, edema e a presenca de

exsudato, conforme observado nos estudos em animais.
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