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RESUMO
DE OLIVIERA, IF. Nanocristais de Lapdesf GL-FT 5 para o tratamento do
Edema Macular Diabético: preparacdo e caracterizacdo fisico-quimica.
2022. no. f. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farméacia-Bioquimica —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo,
2022.
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O edema macular diabético (EMD) é caracterizado como doenca inflamatéria,
ocasionada pela progressao da retinopatia diabética, que por sua vez pode ser causada
por alteracBes na microvasculatura ocular, gracas ao aumento cronico da glicemia. O
EMD é a principal doencga responsavel por promover a cegueira em pessoas em idade
produtiva que possuem diabetes no mundo. Além disso, os tratamentos disponiveis
atualmente séo caros, com efeitos adversos graves e administragdo pouco conveniente.
O composto Lapdesf GL-FT 5, formado a partir de hibridagdo da budesonida com a
ftalimida se mostra como alternativa promissora para ser usado no tratamento do EMD,
gragas a sua acao anti-inflamatéria. No entanto, sua baixa solubilidade em agua impede
gue testes in vitro e in vivo sejam realizados para demonstrar sua aplicacdo ocular. O
desenvolvimento de formulacdo contendo nanocristais de Lapdesf GL-FT 5 corresponde
a uma proposta inovadora para superar os desafios de solubilidade em agua desse
composto. Assim, o presente projeto tem como objetivo desenvolver formulacdo
otimizada contendo nanocristais de Lapdesf GL-FT 5 e realizar sua caracterizacao
fisico-quimica e morfolégica. O processo de producdo dos nanocristais foi realizado por
moagem via Umida em escala super reduzida, enquanto o planejamento experimental
por superficie de resposta foi aplicado na etapa de otimizacdo. Apds o estudo foi
proposta a formulacédo que continha 1,0% (m/m) de Lapdesf GL-FT 5 e 0,092% (m/m)
de cloreto de cetilpiridinio, como a preparagdo de nanocristais otimizada (tamanho
aproximado de 165,00 nm). Esta formulacdo foi caracterizada pelos métodos
morfologico e fisico-quimicos e apresentou potencial para uso oftalmico com frequéncia
reduzida de aplicacdo do produto, maior eficiéncia e seguranca, o que pode promover
superior adesao do paciente. O presente estudo foi desenvolvido em estagio de
iniciacdo cientifica, realizado entre 2018 e 2020, com bolsa auxilio da Fundag&o de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) de 2019 a 2020 (2018/24529-
4).



l.Introducéo

1.1. Edema Macular Diabético: fisiopatologia e tratamento

Atualmente, cerca de 1 em cada 10 adultos sé&o portadores de Diabetes
Mellitus (DM) no mundo, sendo 32 milhdes apenas na América do Sul. A
incidéncia global tende a crescer cerca de 67% entre 2019 e 2045 (CHO et al.,
2019; THOMAS et al., 2019). O consideravel aumento pode ser explicado pelo
envelhecimento populacional, sedentarismo e principalmente por dietas pouco
saudaveis, ricas em acucares refinados e gorduras. A hiperglicemia crbnica
resulta em estresse oxidativo, glicacdo em estagio elevado e ativacdo da
proteina quinase C. Esse quadro inflamatério tem como resultado a producéo
exacerbada de Fator de Crescimento Endotelial Vascular (sigla em inglés
VEGF), o que aumenta a permeabilidade vascular (TOTO et al., 2017).

Quando néo tratado, o aumento da glicemia tende a provocar extensas
complicagbes microvasculares, podendo causar diversos processos
degenerativos, como a Retinopatia Diabética (RD), caracterizada pela
diminuicdo da acuidade visual devido aos danos aos vasos sanguineos que
irrigam a retina (MAZZOLI et al., 2020). A RD é responsavel pela perda parcial
da visdo em aproximadamente 30% dos portadores da DM (THOMAS et al.,
2019). Entretanto, quando esta doenca ndo é tratada, os danos a
microvasculatura ocular podem progredir até que haja o desenvolvimento do
Edema Macular Diabético (EMD). Outros fatores gerais como tendéncias
genéticas, ocorréncia de hipoxia, isquemia e quadros inflamatérios anteriores
sdo apontados como fatores de risco para o desenvolvimento do EMD
(GUNDOGAN et al. 2016).

Estima-se que, entre 2015 e 2019, cerca de 4,6% da populacdo mundial
sofria de EMD (THOMAS et al., 2019). Esta doenca é descrita como a ampliacdo
dos danos nos vasos que irrigam a retina, de modo que haja o comprometimento
da barreira hemato-retiniana e aumento da permeabilidade dos capilares que
formam esta barreira, com consequente extravasamento do liquido intravascular
para a retina, especificamente para a macula (GUNDOGAN et al. 2016).

O EMD pode ser prevenido com a realizagdo de exames periédicos para
avaliar a glicemia, o tratamento correto e continuo da DM, redug&o do consumo

de carboidratos simples, préatica assidua de exercicios fisicos, além de outros



habitos benéficos para estabelecer estilo de vida mais saudavel. Por outro lado,
guando a patologia é instaurada é necessério adotar medidas clinicas para evitar
a perda da acuidade visual (BHAGAT et al., 2009).

O diagnostico e tratamento precoce sdo as formas mais eficientes de
deter a progressdo do EMD. Dentre as terapias ndo medicamentosas, destaca-
se a terapia com laser focal. Todavia, para melhora consideravel na condicéo do
EMD é necessério que esse tratamento seja associado com triancinolona a 4mg,
causando efeitos adversos tipicos de corticosteroides. Além disso, o fato de que
17% dos pacientes apresentaram grave perda da acuidade visual mesmo apoés
o tratamento e a ocorréncia de ao menos um efeito adverso, como a formagéo
de cicatrizes na regido da méacula, em 30% dos casos, restringiram a aplicacao
dessa abordagem terapéutica (BAKER et al., 2019).

Na tentativa de reduzir o processo inflamatério e consequentemente o
avanco da permeabilidade vascular, a triancinolona é usada off-label no
tratamento do EMD, ja o lluvien®, implante intravitreo de fluocinolona acetonida
(FACc), foi aprovado pela FDA em 2014 e pode ser usado com 0 mesmo objetivo
(FLAXEL; BEARDSLEY; MESSENGER, 2013). Entretanto, ambos os
corticosteroides apresentam efeitos adversos graves. Estima-se que 51% das
pessoas sofreram com aumento significativo da presséo intraocular e 30% dos
pacientes com aumento do risco de desenvolver glaucoma. Além disso, estudos
demonstraram maior ocorréncia de catarata nesses pacientes (DIBAS et al.,
2016; JONAS et al., 2005). Tais efeitos adversos limitam a adesdo do paciente
e impedem o tratamento adequado.

O marco para o tratamento do EMD ocorreu em 2015, com a aprovacéao
de dois inibidores de VEGF: Lucentis® e Eylea®. O mecanismo para reduzir a
producédo de VEGF consiste na administracdo de farmacos com potencial para
inibir a proteina quinase C de forma inespecifica. Por outro lado, o custo elevado
dos medicamentos, que pode chegar a R$ 4.000 por injecdo, associado com a
forma de administracdo intravitrea representam o0s principais obstaculos na
aplicacdo ampla dessa terapia (KLAASSEN et al , 2013).

Atualmente, as abordagens terapéuticas para o tratamento do EMD
disponiveis no mercado apresentam elevado custo e graves efeitos adversos
advindos do uso constante e prolongado. Assim, torna-se necessario o

desenvolvimento de novas terapias medicamentosas, que melhor associam



custo com o aumento da eficacia, a seguranca, e consequentemente a adesao

do paciente.

1.2. Sistema de visao

O olho humano é formado por sistema complexo de estruturas cujo
principal objetivo é garantir que a funcdo desse érgao nao seja prejudicada por
agressores exoégenos ou endoégenos. As barreiras podem ser anatomicamente
divididas em duas regifes: o segmento anterior do olho, constituido pelo filme
lacrimal, a cérnea, a conjuntiva e a esclera; e o segmento posterior, destacando-
se a barreira hematoaquosa, a coroide e a barreira hematorretiniana. Além disso,
o olho também é constituido pela iris, pupila, corpo vitreo, cristalino, retina e
nervo optico; estruturas que nao atuam como barreira, mas séo diretamente
responsaveis pela funcéo ocular (SOBOTTA, 2010).

O filme lacrimal é a barreira dinamica que recobre toda a regido pré-
corneal e desempenha sua funcéo impedindo a adeséo e entrada de particulas
e micro-organismos a superficie ocular, ja que seu volume é constantemente
drenado pelo ducto lacrimal para a circulacdo sanguinea a taxa de
aproximadamente 38 = 18% por minuto (GARASZCZUK et al., 2018). Esse
mecanismo representa a primeira camada de protecdo do olho, entretanto,
também € responsavel por remover os farmacos que sdo administrados por via
topica, ndo apenas inviabilizando a eficacia da terapia, mas também
promovendo efeitos adversos sistémicos devido a grande frequéncia de
aplicacao de doses (KAKIZAKI; ALI, 2017).

Essa barreira é composta de 600 lipideos, 1796 proteinas e eletrélitos
sendo dividido em 3 camadas. A porcdo mais interna é formada por células de
Globet, que secretam a mucina, glicoproteinas de alto peso molecular, com
carater negativo gracas a ligacdo do acido sialico e os residuos de sulfato. A
mucina € responsavel pela lubrificacdo ocular, além de manter a estabilidade do
filme. O gel formado por essas proteinas limita a permeabilidade de particulas
com tamanho superior a 550+ 50 nm. J& a camada intermediaria possui
composicdo aquosa, enquanto a por¢cao mais externa é formada por lipideos que
impedem a evaporacao da agua (JUNG et al., 2017; XU et al., 2013).

A coOrnea, por sua vez, corresponde a primeira barreira estatica do olho.

Sua estrutura composta de 5 camadas (epitélio, camada de Bowman, estroma,



membrana de Descemet e o0 endotélio) é responsavel por limitar a
permeabilidade de particulas grandes e hidrofilicas. J& a conjuntiva é altamente
irrigada por vasos sanguineos e linfaticos, sendo capaz de promover o clearence
de aproximadamente 34-79% dos farmacos que atingem esta regido (JANAGAM
et al., 2017; SOBOTTA, 2010)

A barreira hematorretiniana € responsavel por proteger a retina e o nervo
otico de agressores enddgenos. Essa estrutura impede a absorcao de particulas
devido a baixa permeabilidade dos capilares que comp8e sua por¢cdo mais
interna. Além disso, a presenca de transportadores da familia ABC também pode
contribuir para reduzir a entrada de farmacos administrados via sistémica. Dos
receptores de efluxo, destacam-se as glicoproteina-p e o Bcrp (presentes
apenas na porgcao mais interna da barreira hematorretiniana), e os receptores
MRP 1 e MRP 4 (localizados no lumen dos capilares que compde a porcéo
externa da barreira). Em contrapartida, a barreira hematorretiniana também
possui transportadores de influxo, como o Novo Transportador de Cations
Organicos, que pode internalizar farmacos com carga positiva (CHOLKAR et al.,
2013; KUBO et al., 2017).

A estrutura do olho é finamente regulada para que sua funcéo seja
exercida sem prejuizos. Entretanto, esses mecanismos de protecdo acabam por
remover também farmacos usados no tratamento doencas que afetam regides
como a retina, o que limita sua absorcao nesse local (KLAASSEN et al., 2013).
Assim, torna-se indispensavel o desenvolvimento de formulacBes capazes de
atravessar essas barreiras e atingir o segmento posterior do olho, possibilitando
a reducdo do numero de doses necessarias para atingir o efeito desejado,
consequentemente, amenizando os efeitos adversos e aumentando a adeséo do
paciente (PETERS et al., 2019).

1.3 Lapdesf GL-FT 5. um candidato a farmaco inovador

O composto hibrido Lapdesf GL-FT 5 foi sintetizado pelo grupo da
Professora Dra. Chung Man Chin (FCF/UNESP) a partir da ftalimida (grupo
farmacoférico da talidomida, destituida do seu efeito teratogénico) e o
glicocorticoide budesonida (Figura 1), com o objetivo de obter melhor perfil
terapéutico, com a reducédo dos efeitos adversos desses farmacos (MACHADO
et al., 2019).



Figura 1: Representacdo do mecanismo de sintese do Lapdesf GL-FT 5

(Desenhado no programa Chem Draw 12.0).

Os glicocorticoides atuam principalmente como imunossupressores por
suprimir a transcricdo de genes relacionados a imunomodulagcédo, como aqueles
responsaveis pela producéo de ciclooxigenase-2 e citocinas pro-inflamatorias,
em todas as fases da resposta imune (NECELA, 2004). Esses farmacos também
atuam como anti-inflamatorios, por reduzir a acéo de neutrofilos, macrofagos, a
proliferacdo monoclonal dos linfocitos B e a acéo das células T (NECELA, 2004).
Os derivados ftalimidicos também possuem acdo anti-inflamatéria e
antiangiogénica, por suprimir a producédo da citocina TNF- a. Glicocorticoides
tiveram sua eficacia demonstrada para o tratamento de doencas oculares
inflamatorias. Entretanto, quando usados em elevadas concentragdes ou quando
muitas doses sdo necessarias, seu uso exige cautela devido aos efeitos
adversos, como aumento da pressao intraocular e maior tendéncia a ocorréncia
de catarata (SHARMA et al., 2010).

Estudos realizados no tratamento da colite ulcerativa com o composto
Lapdesf GL-FT 5 confirmaram sua propriedade anti-inflamatoria, além de
mostrar que o candidato a farmaco possui baixa citotoxicidade, com viabilidade
celular acima de 70%. Entretanto, sua baixa solubilidade em agua nao permitiu
testes in vitro e in vivo para avaliar sua acao no tratamento de doencas oculares
(MACHADO et al., 2019). Assim, o desenvolvimento de preparacfes contendo
nanocristais de Lapdesf GL-FT 5 se mostra como alternativa inovadora para
viabilizar os estudos da eficacia desse composto hibrido para o tratamento do
EMD (PETERS et al., 2021).



1.4. Nanocristais: consideracdes gerais

Nanocristais sdo particulas de compostos puros com caracteristica
amorfa ou cristalina, preferivelmente entre 100 e 500 nm em ao menos uma de
suas dimensdes. O fato de os nanocristais ndo possuirem matriz lipidica ou
polimérica representa vantagem significativa, j& que os compostos legalmente
aprovados para a aplicacdo em preparacfes oftalmicas sdo extremamente
limitados (MOSCHWITZER et al., 2013).

O aumento da area superficial dos nanocristais quando comparados com
a estrutura micrométrica pode promover a elevacao da velocidade de dissolucao,
de acordo com a equacéao (Equacéao 1) de Noyes-Whitney (NOYES; WHITNEY,
1897).

dc _ Cs—Cx

Nesta equacao, A representa a area superficial da particula, enquanto D
€ o coeficiente de difusdo, Cs é solubilidade de saturacédo, Cx € a concentracao
em massa, h é distancia de difusdo, por fim, a razdo dc/dt corresponde a
velocidade de dissolucéo.

O aumento da area superficial pode contribuir para ampliar o potencial
de internalizac&o do farmaco na estrutura do olho, ja que é capaz de melhorar a
adesividade da particula as membranas celulares, prolongando o tempo de
residéncia ocular e aumentando sua liberacdo no sitio de acdo (SHARMA;
PATEL; MEHTA, 2016). Essa caracteristica € particularmente importante para
preparacdoes oftalmicas, uma vez que torna possivel aumentar a
biodisponibilidade do farmaco e consequentemente limitar o nimero de doses
necessarias para atingir o efeito terapéutico. E descrito que, quando a dose é
reduzida em 10 vezes, a citotoxicidade reduz 2 vezes (LEE et al., 2015).
Portanto, essa vantagem dos nanocristais, quando comparadas com as
preparacdes convencionais, contribuem em moderar os efeitos adversos, tendo
potencial para aumentar a adesdo do paciente (PETERS et al., 2019).

Duas abordagens podem ser aplicadas na producdo de nanocristais:
bottom-up e top-down. A primeira consiste em dissolver o farmaco em solvente
e posteriormente precipitar as particulas em escala nanométrica pela aplicagdo
de antissolvente, em que o farmaco seja imiscivel (geralmente agua) (SHARMA;

PATEL; MEHTA, 2016). Entretanto, essa técnica ndo é comumente aplicada em



processos industriais, devido aos problemas causados pelos residuos de
solventes organicos, altamente danosos para o meio ambiente, além da grande
dificuldade em controlar o tamanho dos nanocristais (SHEGOKAR; MULLER,
2010).

O método de top-down parte da particula em escala micrométrica até
gue o farmaco seja reduzido mecanicamente a escala nanométrica, utilizando os
processos de homogeneizacdo por alta pressdo ou moagem por via umida. A
primeira técnica emprega o0 equipamento homogeneizador por alta pressao.
Nesse caso a suspensao coloidal € aplicada em uma abertura de apenas alguns
micrometros em que a pressado pode variar tipicamente de 1000 a 2000 bar,
promovendo a reducdo da particula por meio da aplicacdo de forcas de
cavitacdo, cisalhamento e colisio (MOSCHWITZER, 2013).

Ja o método de moagem por via imida em escala reduzida consiste em
sistema formado por recipiente de vidro, agitadores magnéticos, esferas de
zircOnia, tensoativos apropriados e a suspensdo aquosa do farmaco. O sistema
€ submetido a agitacdo durante determinado periodo, até que ocorra a
fragmentacao mecéanica do composto pelas forcas de cisalhamento que ocorrem
pelo choque do farmaco com as esferas de zirconia, do farmaco com a parede
do recipiente e das particulas do farmaco entre si (MOSCHWITZER, 2013). Essa
técnica possui elevado custo-beneficio, visto que ndo exige elevada quantidade
de amostra ou alta energia para que haja a reducdo, permitindo que o0s
parametros do processo sejam avaliados em escala reduzida, e posteriormente
otimizados (ROMERO; KECK; MULLER, 2016;).

Assim, o desenvolvimento de nanocristais por método de moagem via
Umida demonstra ser a alternativa mais promissora para a elaboracdo de
preparacdo contendo Lapdesf GL-FT 5, considerando que essa abordagem
permite melhorar o perfil de solubilidade de saturacdo em agua e adesividade,
consequentemente, com potencial para viabilizar a realizacdo de testes para
avaliar seu potencial para aplicacdo oftalmica (ROMERO; KECK; MULLER,
2016; PETERS et al., 2021).



10

2. Objetivos

O objetivo do presente estudo € a obtencdo e a caracterizacao fisico-
guimica de formulag&o contendo nanocristal de Lapdesf GL-FT 5, por moagem
via Umida em escala ultra reduzida, com caracteristicas compativeis para o0 uso
oftalmico, que possa ser posteriormente avaliada no tratamento do EMD.

3. Material

Composto Lapdesf GL-FT 5 (fornecido pelo Laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento de Farmacos, UNESP, Brasil), poloxamer 407 (BASF,
Alemanha), poloxamer 188 (BASF, Alemanha), polissorbato80 (SIGMA-
ALDRICH, EUA), tocoferol polietileno glicol succi-nato (TPGS) (BASF,
Alemanha), cloreto de cetilpiridinio (SIGMA-ALDRICH, EUA), cloreto de
benzalconio (SIGMA-ALDRICH®, Dinamarca) e agua ultrapura, obtido de um
Milli-Q®appa-ratus (Millipore GmbH, Alemanha), esferas de zircdnia de 0,1mm
(Retsch, Alemanha); recipientes de vidro (capacidade de 1,5mL —vial de HPLC
e capacidade de 10mL); barras magnéticas de 3 x 5 mm e em formato de cruz
(Lisa Teflon), agitador magnético RCT basic (IKA-Werke GmbH & Co. KG,

Germany).

4. Método

4.1. Preparacdo e otimizacdo da formulacdo de nanocristal de
Lapdesf GL-FT5.

4.1.1 Ensaio exploratorio para selecdo dos parametros do processo
de desenvolvimento de formulacdo de nanocristal de Lapdesf GL-FT 5

O primeiro ensaio exploratério foi realizado a fim de determinar os
tensoativos com potencial para promover a reducdo do diametro hidrodinamico
médio (DHM) do composto. Desenvolveu-se seis formulagdes (F1-F6)
empregando o método de moagem via Umida em escala reduzida, adaptado de
Romero et al (2016) (Tabela 1). O sistema continha 1 recipiente de vidro de 1,5
mL, 0,200 g de esfera de zirconia, 2 barras magnéticas cilindricas (5,0 x3,0 mm),
composto Lapdesf GL-FT 5 a 3% (m/m), tensoativo a 3% (m/m) e a massa final
foi ajustada com agua até 1,0 g. Os tensoativos aprovados para o uso ocular
selecionados foram o0s estabilizantes nao-ibnicos: poloxamer 407 (F1),
poloxamer 188 (F2), tween 80 (F3) e tocopherol polyethylene glycol succinate

(TPGS) (F4); e tensoativos cationicos: cloreto de benzalcénio (BAK) (F5) e
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cloreto de cetilpiridinio (CPC) (F6). O sistema foi submetido a agitagdo de 800
rpm por 96h a 25 °C (Tabela 1).

Posteriormente, o segundo ensaio exploratorio (F7-F12) teve como base
0s tensoativos selecionados no primeiro ensaio, poloxamer 407, cloreto de
benzalcdnio e cloreto de cetilpiridinio, com o objetivo de observar se a reducao
do DHM se manteve com a diminuicdo da concentracdo dos tensoativos
selecionados. Além disso, verificou-se a possibilidade das mudancas na
guantidade de esferas de zircOnia e na velocidade de agitacao afetarem o perfil
de reducéo do DHM. A concentracao da suspensédo de Lapdesf GL-FT 5 e do
tensoativo foram ambas de 1% (m/m), em propor¢do de 1:1 (Tabela 1).
Novamente, a massa foi ajustada com agua para 1,0g. O sistema foi formado
por recipiente de vidro de 1,5 mL, 2 barras magnéticas (5,0 x 3,0 mm) e foi
submetido a agitacao por 96h, em placa de agitacdo magnética, a 25°C (Tabela
1).

Todas as preparacdes (primeiro e segundo ensaio exploratorio) tiveram
seu DHM e Potencial Zeta (PZ) avaliados ao final do processo de moagem e
durante 7° e 30° dias de armazenamento a 4 °C.

Por fim, o terceiro ensaio exploratorio avaliou se 0s tensoativos
catiénicos foram capazes de manter a reducédo do DHM quando a concentracéo
foi ajustada para os valores aprovados pela FDA para uso oftalmico. Quatro
preparacoes foram desenvolvidas com o composto Lapdesf GL-FT 5 a 1% (m/m)
e os tensoativos CPC e BAK a 0,05% (m/m) (F13 e F14, respectivamente) e a
0,1% (m/m) (F15 e F16, respectivamente) (Tabela 1). O sistema, formado por
recipiente de vidro de 1,5 mL, 0,200 g de esferas de zircbnia e 2 barras
magnéticas cilindricas (5,0 x 3,0 mm), foi submetido a agitacdo de 800 rpm em
agitador magnético por 96 h a 25°C. O DHM e o PZ foram avaliados apds o

término da moagem e durante o dia 7 e 60 de armazenamento a 4°C.
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Tabela 1: Ensaios exploratorios para a selecdo do tipo de tensoativo e
sua concentracao (%m/m), concentragao do composto Lapdesf GL-FT 5 (%om/m)
e dos parametros do processo.

. Lapdesf GL- Tensoativo Concentracao do Esferas de Velocidade de
Formula FT 5 tensoativo (%m/m) zircodnia (Q) agitacao (rpm)
(%m/m)
1° Ensaio exploratério
F1 3,0 poloxamer 407 3,0 0,200 800
F2 3,0 poloxamer 108 3,0 0,200 800
F3 3,0 tween 80 3,0 0,200 800
F4 3,0 TPGS 3,0 0,200 800
F5 3,0 CPC 3,0 0,200 800
F6 3,0 BAK 3,0 0,200 800
2° ensaio exploratorio
F7 1,0 poloxamer 407 1,0 0,200 800
F8 1,0 CPC 1,0 0,200 800
F9 1,0 BAK 1,0 0,200 800
F10 1,0 poloxamer 407 1,0 0,300 1200
F11 1,0 CPC 1,0 0,300 1200
F12 1,0 BAK 1,0 0,300 1200
3° Ensaio exploratério
F13 1,0 CPC 0,05 0,200 800
F14 1,0 BAK 0,05 0,200 800
F15 1,0 CPC 0,1 0,200 800
F16 1,0 BAK 0,1 0,200 800

TPGS: tocoferol polietileno glicol succi-nato; CPC: cloreto de cetilpiridinio; BAK: cloreto de
benzalconio.

4.1.2 Planejamento experimental empregando método de superficie
de resposta para otimizacao da formulacdo de nanocristal de Lapdesf GL-
FT5

A otimizacdo das formulacfes foi realizada empregando planejamento
estatistico pelo método de superficie de resposta. As variaveis selecionadas a
partir dos resultados dos 3 ensaios exploratérios prévios, foram: concentracéo
de poloxamer 407 (%m/m), concentracdo cloreto de cetilpiridinio (%om/m) e a

velocidade de agitacdo do sistema (rpm), conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Perfil dos niveis das variaveis selecionadas no planejamento

estatistico para otimizacdo da formulacdo de nanocristal de Lapdesf GL-FT 5.

Nivel Cloreto de cetilpiridinio Poloxamer 407 Velocidade de agitagao
(%om/m) (%om/m) (rpm)
Minimo (-1) 0,050 0,0 800
Ponto central (0) 0,075 0,5 1000
Maximo (+1) 0,100 1,0 1200

As preparagbes foram desenvolvidas mantendo a concentracdo de

Lapdesf GL-FT 5 constante em 1,0% (m/m). Para o0 processo empregou-se 0
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recipiente de vidro de 1,5 mL, 2 barras magnéticas cilindricas (5,0 x 3,0 mm) e
0,200 g de esfera de zirconia. O sistema foi submetido a agitacao por 96h a 25°C.
O DHM foi avaliado apés o término do processo de moagem. O software Minitab

18® foi utilizado para gerar a matriz de ensaio e para a avaliacdo dos resultados.

4.1.3 Verificagcdo do modelo mateméatico pelo método de superficie
de resposta para otimizacdo da preparagcdo de nanocristal de Lapdesf GL-
FT5

A verificacdo do modelo estatistico gerado no item 4.1.2 foi realizada a
partir da formulacao proposta pela equacao matematica derivada da analise do
método de superficie de resposta (Fa e Fb) (Tabela 3).

Tabela 3: Formulagdes para a verificacdo do modelo pelo método de
superficie de resposta para otimizacao da formulacdo de nanocristal de Lapdesf
GL-FT 5

Formulagso cloreto de cetilpiridinio Poloxamer 407 Velocidade de agitacao
(Yom/m) (Yom/m) (rpm)
Fa 0,092 0,000 800
Fb 0,080 0,299 800

As formulagbes foram preparadas com 1% (m/m) de Lapdesf GL-FT 5.
Para o0 processo empregou-se 0 recipiente de vidro de 1,5 mL, 2 barras

magnéticas cilindricas (5,0 x 3,0 mm) e 0,200 g de esfera de zirconia.

4.2 Caracterizacdo da formulacédo de nanocristal de Lapdesf GL-FT

4.2.1 Diametro Hidrodindmico Médio (DHM) e Iindice de
Polidisperséo (IP)

O DHM e o IP das particulas foram determinados por espalhamento de
luz dindmica, observando-se a luz espalhada em angulo de 90°. O DHM e o IP
foram determinados empregando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments, Malvern, UK). Para a analise, diluiu-se as amostras na razéo de

1:24, em solucéo saturada filtrada do farmaco, recém-preparada.
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4.2.2 Viscosidade aparente

A viscosidade foi medida a 25°C utilizando o equipamento Brookfield
modelo DV_IPrime. O Spin utilizado para o experimento foi do tipo 00 e a
velocidade foi de 100 rpm.

4.2.3 Potencial Zeta (PZ)

O Potencial Zeta foi determinado empregando o equipamento Zetasizer
Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, UK). O céalculo do Potencial Zeta foi
efetuado empregando a equacdo de Helmholtz-Smoluchowski a partir das
medidas de mobilidade eletroforética, relacdo entre a velocidade da particula e
0 campo elétrico aplicado:

Ue. 3n

- 2e F(ka) (Eq.2)

¢

Em que, ¢ corresponde ao potencial zeta, Ue a mobilidade eletroforética,
n a viscosidade, ¢ a constante dielétrica e F(ka) a funcdo de Henry. As amostras
foram diluidas em solucéo saturada filtrada de Lapdesf GL-FT 5, na proporcao
de 1:24.

4.2.4 pH

O pH das preparacdes foi medido utilizando pHmetro Seven Excelente
Multiparameter (Mettler Toledo, USA), apds a calibracdo do equipamento com

solucdes tampédo pH 7,0 e 4,0.

4.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN-C*3)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) de C?*3 foi realizada com o
equipamento Bruker Avance DPX 300 MHz com sonda de 5mm multinuclear, a
fim de observar a presenca do composto na preparacdo e a integridade da
particula do candidato a farmaco Lapdesf GL-FT 5 apds processo de moagem,
utilizando a preparacdo Fa (1% de Lapdesf GL-FT 5 e 0,092% de cloreto de

cetilpiridinio).

4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
O ensaio de MEV foi executado no Laboratério de Biotecnologia no
Nucleo de Bionanomanufatura do Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT).

Primeiramente, a amostra de 0,05 mL da nanossuspenséo Fa (1% de Lapdesf
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GL-FT 5 e 0,092% de cloreto de cetilpiridinio) foi depositada em laminula e
submetida a processo de secagem em dessecador por 24 horas. Transferiu-se
o0 sOlido resultante para o suporte metédlico (stubs), que foi posteriormente
coberto com ouro de paladio (Au-Pd) por meio de processo de pulverizacao (mini
Sputter Coater modelo POLARON EMITECH SC7620). Para a MEV utilizou-se
0 microscopio eletrdnico de varredura modelo ZEISS EVO MA10, com geracao
de elétrons por filamento de tungsténio, camara de alto vacuo, modo secundario
de deteccao de elétrons e tensdo de aceleracao de elétron de 20 kV. A analise
da morfologia e do tamanho, antes e apds o processo de moagem, foram
efetuadas por meio do programa ImageJ®, considerando a menor extensao da

particula.

5 Resultado e discussao

5.1 Ensaio exploratorio para selecdo dos parametros do processo
de desenvolvimento de formulacdo de nanocristal de Lapdesf GL-FT 5

A primeira etapa do estudo consistiu na selecdo dos tensoativos,
devidamente aprovados para a aplicacdo ocular, adequados para reduzir o
tamanho de particula e que fossem capazes de manter o farmaco em escala
nanomeétrica.

Os estabilizantes poloxamer 407 (F1), cloreto de cetilpiridinio (F5) e
cloreto de benzalcénio (F6) apresentaram diametro hidrodinamico médio (DHM)
de 237,5 £ 20,8; 237,8 + 2,9; 150,0 £ 2,2 nm, respectivamente, logo apds o
término do processo de moagem (dia 0) (Tabela 4). Além disso, os tensoativos
foram capazes de manter o tamanho na escala nanométrica em 30 dias (F1:
227,8 1,4 nm; F5: 200,0 £ 2,9 nm; F6: 139,9 £ 2,0 nm) (Tabela 4).

O indice de polidisperséo (IP), indicador do grau de homogeneidade do
DHM na formulacdo para as preparacbes F1l, F5 e F6 foi 0,202+0,008;
0,293+0,107, e 0,203+0,100 respectivamente, ao fim do processo de moagem
(dia 0) (Tabela 4). Valores de IP préximos de O indicam que o sistema é
homogéneo, enquanto valores préximos de 1 mostram elevado grau de
heterogeneidade da formulagéo. Assim, para nanosuspensodes, o IP abaixo de

0,3 aponta grau adequado de homogeneidade (DANAEI et al., 2018).
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Os tensoativos cationicos (F5 e F6) permitiram manter o potencial zeta
(PZ) acima de +30 mV, mesmo 30 dias apos o término de processo de moagem
(F5:+62,3+7,1a +56,0 £ 1,9 mV; F6: +45,3+1,8 a +45,1 + 1,1 mV, nos dias O
e 30, respectivamente) em condutividade 50 uS/cm e pH 6,50 (Tabela 4). Valores
de PZ acima de C=| 30| mV tem potencial para evitar a agregacao das particulas
por promover a estabilizacdo eletrostatica do sistema (SUN et al., 2012).

Por outro lado, o tensoativo poloxamer 188 (F2) apresentou o DHM de
937,6 + 249,8 nm, logo apds o término da moagem (dia 0). Enquanto o
estabilizante polissorbato 80 (F3) apresentou agregacéo ao final do periodo de
avaliagdo, com o DHM aumentando de 239,2 + 16,6 para 545,6 + 86,8 nm, nos
30 dias de monitoramento (Tabela 4). Dentre os tensoativos né&o-ibnicos, a
melhor performance do poloxamer 407 (massa molecular: 10000- 14600 g/mol)
frente ao poloxamer 188 e o polissorbato 80 pode ser explicada pela diferenca
da massa molecular entre os estabilizantes. A menor massa molecular do
poloxamer 188 (7680- 9510 g/mol) e do polissorbato 80 (604.8 g/mol) forma
camada estérica fina, incapaz de superar as forcas de Van de Waals que existem
entre as particulas, permitindo a agregacdo do composto. Além disso, o
poloxamer 407 apresenta o balanco hidrofilico-hidrofébico (HLB) intermediario
(18 a 23), sendo mais adequado para a reducéo de particula quando comparado
com os valores mais extremos do polissorbato 80 (HLB: 14 a 18) e do poloxamer
188 (HLB>24) (CHAUDHARI et al., 2017).

A formulacao contendo TPGS (F4) (Log P 9.9) apresentou o DHM e IP
de 348,9+25,3 nm e 0,148+0,135, respectivamente logo apés o término do
processo de moagem (Tabela 4). O pior desempenho da formulacdo F4 frente a
F1 pode ser explicado pela alta lipofilicidade do Lapdesf GL-FT 5 (Log P tedrico
de 6,07+1,03 calculado pelo programa ACD/Labs Release: 12.000) e do
estabilizante, o que impede a solubilizacdo adequada do candidato a farmaco
em agua e consequentemente a reducao do DHM (VAN EERDENBRUGH et al.,
2009).
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Tabela 4: Diametro hidrodinAmico médio (nm), IP e potencial zeta (mV)

para nanossuspensdes de Lapdesf GL-FT 5 referentes ao primeiro ensaio

exploratorio (3,0% em peso; variando os tensoativos em 1:1)

Formulagéo Dia
0 7 30

DHM P Pz DHM = Pz DHM P Pz

(nm) (mVv) (nm) (mV) (nm) (mV)
1°Ensaio
exploratério
F1 237,5+£ 20,8 0,202+0,008 -7,0+0,5 134,1+2,8 0,527+0,017 -9,1+0,2 227,814 0,149+0,046 -10,2+0,3
F2 937,6+249,8 0,251+0,238 -6,2+1,6 629,0£23,8 0,333+0,073 -10,4+0,2 - - -
F3 239,2+16,6 0,1830,180 -20,6x0,5 264,7+24,7 0,179+0,121 -16,4+0,5 545,6+86,8 0,428+0,290 -17,4+0,4
F4 348,9+25,3  0,148+0,135 -8,9+0,5 314,6+5,0 0,170+0,049 -9,9+0,3 335,0£2,9  0,207+0,006 -6,4+0,0
F5 237,8+2,9 0,293+0,107 +62,3+7,1 261,7+2,1 0,163+0,013 +58,5+0,6 200,0+2,9 0,17+0,031 +56,0+1,9
F6 150,0+ 2,2 0,203+0,000 +45.3+1,8 141,8+0,8 0,196+0,007 +43,3+0,9 139,9+2,0 0,203+0,002 +45,11,1

DHM: diametro hidrodinamico médico; IP: indice de polidispers&o; PZ: potencial zeta; F1: poloxamer
407; F2: poloxamer 188; F3: polissorbato 80; F4: TPGS; F5: cloreto de cetilpiridinio; F6: cloreto de benzalconio;
(-): n&o medido devido & agregagao.

Assim, a partir dos resultados obtidos na primeira etapa foi possivel
selecionar os tensoativos poloxamer 407, CPC e BAK para as fases seguintes
do processo de preparo de nanocristal de Lapdesf GL-FT 5. O segundo ensaio
exploratorio teve como objetivo analisar o impacto dos parametros do processo
na moagem. Também objetivou-se analisar se os tensoativos foram capazes de
manter a reducdo do DHM mesmo em concentracdes menores. Para esta etapa,
a quantidade de Lapdesf GL-FT 5 e de tensoativo foram reduzidas de 3% para
1% (m/m), sendo que a proporc¢éao foi mantida em 1:1. Os resultados de DHM, IP
e PZ obtidos durante o segundo ensaio exploratério estdo descritos na Tabela 5
(F7-F12).

Demonstrou-se que para o poloxamer 407 (F7 e F10), os parametros
mais adequados para a reducdo do DHM foram 0,300 g de esfera de zircénia e
velocidade de agitacdo de 1200 rpm (F10: 201,0 £ 2,9 e 156,6 = 1,3 nm, no
término da moagem e apds 30 dias, respectivamente) (Tabela 5). Em
contrapartida, para os tensoativos CPC (F8 e F11) e BAK (F9 e F12), melhores
resultados foram obtidos quando se aplicou 0,200g de esfera de zircénia e 800
rpm de velocidade de agitagéo (F8: 99,1 + 2,0 e 103,2 + 0,6 nm; F9: 107,8 £ 2,3
e 952 +*

respectivamente) (Tabela 5).

0,9 nm no término do processo de moagem e com 30 dias,
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Tabela 5: DHM (nm), IP e potencial zeta (mV) para nanosuspensoes de
Lapdesf GL-FT 5 referentes ao segundo exploratorio (1,0% em massa; variando
0s estabilizadores, mantendo a proporgao em 1:1).

Formulagao Dia
0 7 30

DHM P Pz DHM P Pz DHM P Pz

(nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV)
2°Ensaio
exploratério
F7 244,9+0,3 0,235+0,089 -8,9+0,6 219,5+4,6 0,189+0,007 -8,7+0,2 233,4+1,5 0,249+0,018 -11,3+0,6
F8 99,1+2,0 0,218+0,007 +44,6%1,3 87,4+1,2 0,18 £0,009 +43,1+1,5 103,2+0,6 0,249+0,009 +45,2+1,2
F9 107,8+2,3 0,248+0,006 +52,3+1,8 100,7+1,6 0,225+0,009 +53,2+0,2 95,2+0,9 0,203+0,005 +55,8+0,6
F10 201,0£2,9 0,209+0,034  -10,0+0,6 183,9+1,0 0,184+0,010 -9,6+0,2 156,6+1,3 0,124+0,022 -12,5+0,3
F11 185,0+0,8 0,203+0,014 +42,4+0,2 233,7+2,8 0,234+0,012 +40,5+0,6 250,7+2,7 0,237+0,016 +42,9+0,8
F12 250,3+11,1 0,598+0,096  +58,3+0,2 171,1+6,0 0,479+0,018 +54,6+0,6 123,2+3,0 0,549+0,067 +56,6+1,4

DHM: diametro hidrodindmico médio; IP: indice de polidispersao; PZ: potencial zeta; F7 e F10:
poloxamer 407; F8 e F11: cloreto de cetilpiridinio; F9 e F12: cloreto de benzalcénio; F7, F8 e F9: os parametros
do processo foram 800 rpm de velocidade de agitacdo e 0,200 mg de esfera de zircdnia; F10, F11 e F12: os
parametros do processo foram 1200 rpm de velocidade de agitagdo e 0,300 mg de esfera de zirconia;

O uso de tensoativos catibnicos se mostra bastante vantajoso em
preparacdes de aplicacdo ocular. Esses beneficios decorrem da carga positiva
gue os estabilizantes conferem as particulas, sendo adequados para interagir
com os componentes de carga negativa presentes na mucina que recobre a
superficie ocular. Esta interacdo eletrostatica € capaz de aumentar o tempo de
residéncia da particula no olho, diminuindo sua remocéo pelos mecanismos de
protecdo ocular. Logo aumenta-se a internalizacado do farmaco, tendo potencial
para reduzir a dose necessaria para atingir o efeito terapéutico. Assim, diminui-
se também os efeitos adversos e amplia-se a adeséao do paciente. Além disso,
0s tensoativos catidbnicos também auxiliam na estabilidade da formulacéo, ndo
apenas por formar a barreira eletrostatica entre as particulas, colaborando para
evitar a agregacdo, mas também por conferir protecdo antimicrobiana, ja que
esses compostos possuem conhecida aplicacdo como conservantes em colirios
de multiplas doses (ROMERO et al., 2016).

Entretanto, os tensoativos catibnicos apresentam alta toxicidade, assim,

as concentracbes aprovadas para aplicagdo em produtos oftalmicos sao
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limitadas a 0,1% tanto para o CPC quando para o BAK. Dessa forma, ensaios
foram realizados para verificar se esses tensoativos seriam capazes de manter
a estabilizacdo eletrostadtica mesmo em concentracdes aprovadas para uso
ocular. Os resultados de DHM, IP e PZ obtidos estédo descritos na Tabela 6. As
formulacdes contendo 0,05% de CPC e BAK (F13 e 14 respectivamente) e 0,1%
(F15 e F16 respectivamente) foram capazes de manter tanto DHM em escala
nanomeétrica, quanto o PZ acima de + 30 mV, nos 60 dias de avaliagdo.
Entretanto, o CPC foi o tensoativo que apresentou melhor perfil de estabilidade
apos o término do periodo de avaliacdo (F15: DHM= 127,0+2,1 nm; IP:
0,229+0,015; PZ: +50,1+1,4 mV, apos 60 dias). A condutividade medida foi de
50 pS/cm, enquanto o pH medido foi de 6,50. Assim, esse tensoativo foi
escolhido para as etapas subsequentes de otimizacgéo.

Tabela 6: Diametro hidrodindamico médio (nm), IP e potencial zeta (mV)
para nanosuspensdes de Lapdesf GL-FT 51% em peso), variando a

concentracdo do estabilizante catibnico.

Formulacéo Dia
0 7 60

DHM P Pz DHM P Pz DHM P Pz

(nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV)
3°Ensaio
exploratério
F13 291,5+1,9 0,169+0,031 +24,3+0,8 272,617,3 0,148+0,035 +25,5+0,8  358,6+22,7 0,310+0,071 +26,9+0,8
F14 144,4+1,4 0,170+0,008  +29,9+0,3 142,4+0,7 0,152+0,019 +30,440,6  163,56,6 0,231+0,040 +30,0+1,1
F15 116,5+0,9 0,216+0,006  +48,2+1,0 110,3+0,4 0,167+0,024 +47,410,4  127,0+2,1 0,229+0,015 +50,1+1,4
F16 137,8+1,8 0,160+0,008  +33,0+0,6 136,8+2,5 0,153+0,028 +34,5+0,2  149,3+3,5 0,242+0,014 +35,6+0,5

DHM: diametro hidrodindmico médio; IP: indice de polidispersao; PZ: potencial zeta;F13: 0,05% em peso de
cloreto de cetilpiridinio, F14: 0,05% em peso de cloreto de benzalconio; F15: cloreto de cetilpiridinio 0,1% em
peso; F16: 0,1% em peso de cloreto de benzalconio.

5.2 Otimizacado da formulacéo de nanocristal de Lapdesf GL-FT 5

Apés a finalizacdo dos ensaios exploratérios foi possivel definir os
parametros do processo para a realizacao da otimizacédo da nanossuspensao de
Lapdesf GL-FT 5. Para o planejamento de experimento por superficie de
resposta selecionou-se como niveis minimo e maximo de concentracdo de
tensoativo cloreto de cetilpiridinio 0,05 e 0,1%, respectivamente. Esses valores

apresentaram perfil adequado de reducéo de DHM e estédo dentro do permitido
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pela legislacdo. Para o poloxamer 407, o nivel minimo foi definido como a
auséncia desse tensoativo, ja que 0s ensaios exploratérios demonstraram que o
DHM foi mantido na escala hanométrica mesmo sem o estabilizante nao-idnico.
A concentracdo maxima de poloxamer 407 foi definida como 1,0%, de acordo
com os resultados obtidos no segundo ensaio exploratério. Por fim, a velocidade
de agitacdo minima e méaxima foram estabelecidas em 800 e 1200 rpm,
respectivamente, também de acordo com o0s resultados positivos obtidos no
segundo ensaio exploratorio.

5.2.1 Otimizacao das formulacfes de nanocristal de Lapdesf GL-FT
5, contendo o tensoativo cloreto de cetilpiridinio, utilizando planejamento

de experimento por superficie de resposta

Os resultados obtidos a partir dos parametros definidos para o
planejamento de experimento por superficie de resposta estdo descritos na
Tabela 7.

Tabela 7: DHM obtidos para as preparacfes de nanocristal de Lapdesf

GL-FT 5 da matriz de ensaio de experimentos por superficie de resposta.

Formulacéo Ordem Ponto cPC Poloxamer Velocidade DHM

central 407 (rpm) (nm)
F17 12 -1 0,075 1,0 1000 268,20 +2,5
F18 4 1 0,100 1,0 800 265,40 +1,2
F19 11 -1 0,075 0,0 1000 164,90 +1,6
F20 20 0 0,075 0,5 1000 246,50 1,7
F21 6 1 0,100 0,0 1200 192,54 +0,2
F22 13 -1 0,075 0,5 800 252,50 £2,4
F23 2 1 0,100 0,0 800 137,02 +0,9
F24 8 1 0,100 1,0 1200 267,40 1,7
F25 9 -1 0.050 0,5 1000 266,10 16,4
F26 17 0 0,075 0,5 1000 274,80 £1,4
F27 10 -1 0,100 0,5 1000 227,00 4,4
F28 3 1 0,050 1,0 800 231,30 4,2
F29 15 0 0,075 0,5 1000 266,20 3,4
F30 18 0 0,075 0,5 1000 256,00 £3,4
F31 5 1 0,050 0,0 1200 164,82 +3,2
F32 1 0,050 0,0 800 251,88 +1,9
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F33 19 0 0,075 0,5 1000 269,70 £3,4
F34 16 0 0,075 0,5 1000 270,65 £3,4
F35 14 -1 0,075 0,5 1200 241,10 £3,2
F36 7 1 0,050 1,0 1200 233,70 +6,3

DHM: diametro hidrodinamico médio

O menor e o0 maior valor de DHM foram, respectivamente, de 137,02
10,9 (F23) e 270,65+3,4nm (F34). Esses valores estao dentro da faixa esperada
para nanocristais (até 500 nm) (KECK, MULLER 2006) (Tabela 7). A primeira
avaliacdo demonstrou que a concentracdo de cloreto de cetilpiridinio foi a
variavel que impactou o DHM, assim como a menor concentracéo de poloxamer
407, permitindo que o menor valor de tamanho fosse obtido (F23). A distribuicao
do tamanho das particulas apresenta perfii monomodal, com excecdo das
formulacdes F18 e F28. A caracteristica adequada de reducéao do tamanho de
particula utilizando o cloreto de cetilpiridinio se deve provavelmente a
lipofilicidade do tensoativo (log P 3,47). Essa caracteristica permitiu adsorcéo
adequada a superficie da particula de nanocristal de Lapdesf GL-FT 5 (log P
tedrico 6,07 =+ 1,03), bem como a sua solubilizacdo em agua.

Os resultados obtidos a partir da matriz de experimento foram descritos
na Tabela 8, que mostra a resposta da analise de variancia para o DHM. As
variaveis independentes, assim como, suas interacdes sao consideradas
estatisticamente significativas quando os valores-p forem inferiores a 0,05
(a=0,05) (PALLANT, 2011). Assim, os termos considerados significativos foram:
no modelo linear, a concentracdo de cloreto de cetilpiridinio, a concentracao de
poloxamer 407 e a velocidade de agitacdo, enquanto no modelo quadratico,
apenas a concentracdo de poloxamer 407. Na interacdo com dois fatores, a
concentracdo de cloreto de cetilpiridinio com a concentracdo de poloxamer 407
e a concentracdo de poloxamer 407 com a velocidade de agitacdo foram os
fatores significativos. A adequacédo desse modelo pode ser confirmada pelo valor
nao significativo para a falta de ajuste (valor-p=0,262), como apresentado na
Tabela 8.

Tabela 8: Analise de variancia para testar a significancia dos termos

obtidos para a variagdo de DHM de particula das preparac¢des de nanocristal de
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Lapdesf GL-FT 5. As variaveis sé@o: concentragdo de cloreto de cetilpiridinio

(%om/m), concentragéo de poloxamer 407 (%om/m) e velocidade (rpm).

Fonte GL  SQ (A)) QM (Aj.) Valor F Valor-P
Modelo 6 47723,5 7953,9 46,35 0,0001
Linear 3 25117,6 8372,5 48,79 0,0001
CPC 1 2510,3 2510,3 14,63 0,002

Poloxamer 407 1 20687,9 20687,9 120,56 0,0001
Velocidade 1 1919,3 1919,3 11,18 0,005
Quadrado 1 12171,7 12171,7 70,93 0,0001

Poloxamer 407*Poloxamer 407 1 12171,7 12171,7 70,93 0,0001
Interacdo com 2 Fatores 2 10434,3 5217,1 30,40 0,0001
CPC*Poloxamer 407 1 8124,3 8124,3 47,34 0,0001
Poloxamer 407*Velocidade 1 2310,0 2310,0 13,46 0,003
Erro 13 2230,8 171,6
Falta de ajuste 8 1662,4 207,8 1,83 0,262
Erro puro 5 568,4 113,7 * *
Total 19 49954,3

GL: grau de liberdade; SQ (Aj.): Soma dos quadrados ajustados; QM (Aj.): Média
guadratica ajustada, Valor-F: F estatistico; Valor-P: nivel de significancia; * valor ndo calculado
pelo software Minitab®18; CPC: Cloreto de cetilpiridinio.

A andlise dos residuos esta apresentada na Figura 2. No grafico de
probabilidade normal, os pontos estdo proximos da linha central, indicando que
possivelmente os residuos estdo distribuidos normalmente. Considerando o
histograma, que apresenta as caracteristicas dos residuos, a predicdo de
normalidade fica prejudicada pelo deslocamento dos residuos. Os gréaficos de
observacOes individuais (Grafico Versus ajustados e Grafico Versus ordem)
indicam que ndo ha correlacdo entre os residuos, e, portanto, 0s erros sao
aleatorios (CALLEGARI-JACQUES, 2007).

Figura 2: Gréfico de residuos para o modelo estatistico das formulacdes
de nanocristal de Lapdesf GL-FT 5.



Percentual
o
o

Frequéncia
~

Graficos de Residuo

Grafico de probabilidade normal

-20 -10 0 10 20

Residuos

Histograma

—

-20 -10 0 10 20

Residuos

Residuos

Residuos

20

-20

100

20

2

23

Versus Ajustados

150 200 300

Valor ajustado

Versus Ordem

6 8 10 12 14 18 18 20

Ordem de Observagio

A auséncia da falta de ajuste indica boa confiabilidade na adequacéo do

modelo, entretanto, outros fatores externos, nao controlaveis e ndo explicados

pelo modelo proposto devem ser considerados. Assim, para verificar a

confiabilidade do modelo, analisa-se medidas de desempenho, como o

coeficiente de determinacdo (R?), e o coeficiente de determinacéo ajustado para

os graus de liberdade associados (R?Aj), indicados na Tabela 9.

Tabela 9: Significancia dos coeficientes de regressao codificados e

indice de ajuste do modelo selecionado na avaliacdo DHM nanocristais Lapdesf

GL-FT 5.
EP de
Termo Coef Coef Valor-T Valor-P
Constante 257,06 4,14 62,05 0,001
CPC -15,84 4,14 -3,82 0,002
Poloxamer 407 45,48 4,14 10,98 0,001
Velocidade -13,85 4,14 -3,34 0,005
Poloxamer 407*Poloxamer 407 -49,34 5,86 -8,42 0,001
CPC*Poloxamer 407 31,87 4,63 6,88 0,001
Poloxamer 407*Velocidade 16,99 4,63 3,67 0,003

DP: 13,09% R2Z 95,53%

R%(A].): 93,47% RZ(prev.): 86,30%

Coef: coeficiente; Coef-DP: coeficiente de desvio padrdo; Valor-p: nivel de significancia

dos termos; tamanho da diferenca em relacdo a variacdo; CPC: cloreto de cetilpiridinio; DP:

desvio padréo; R?: coeficiente de determinagdo; R? (A].): coeficiente de determinacio ajustado;

R? (prev): coeficiente de determinac&o de previsdo do modelo ajustado.
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A Tabela 9 mostra que os resultados de coeficiente de determinacéo e
o coeficiente de determinac&o ajustado, respectivamente 95,53% e 93,47%,
estdo préximos suficientes para inferir que valores nao significativos nao foram
inclusos no modelo. Valores de R? (prev.) acima de 80% indicam grande
probabilidade dos valores tedricos e dos valores praticos estarem muito
préximos. Para o modelo obtido nesse experimento, o valor de R? (prev.) foi de
86,30%.

Por fim, a partir do planejamento estatistico foi gerada a Equacgéo 2,
capaz de descrever a influéncia de cada fator na resposta (DHM).

DHM = 459,6 — 1908 CPC — 72,8 Poloxamer 407 —
0,1542 Velocidade — 197,4 Poloxamer 407 = Poloxamer 407 + 2549 CPC =
Poloxamer 407 + 0,1699 Poloxamer 407 * Velocidade Eq.(2)

DHM corresponde ao diametro hidrodinamico médio e CPC a
concentracdo de cloreto de cetilpiridinio. Destaca-se que o coeficiente para a
concentracao de cloreto de cetilpiridinio (coeficiente= -1908) tem maior influéncia
na reducado do DHM quando comparado a concentracédo de poloxamer 407 e a
velocidade de agitacéo (coeficientes iguais a - 0,1542 e -72,8, respectivamente).
Observou-se que o0 termo quadratico poloxamer 407*poloxamer 407
(coeficiente= -197,4) influenciou positivamente na reducdo do DHM, enquanto
as interagcbes CPC*poloxamer 407 (coeficiente= + 2549) e Poloxamer
407*Velocidade (coeficiente= + 0,1699) resultaram em aumento do DHM.

Embora a associacédo de poloxamer 407 e cloreto de cetilpiridinio tenha
impacto ndo desejado na reducdo do DHM das particulas, seu uso associado
nao pode ser descartado, uma vez que ambos atuam de forma complementar,
promovendo estabilizacdo estérica e eletrostatica, respectivamente,
possivelmente mantendo a estabilidade da formulacdo por mais tempo (YANG
et al., 2018).

5.2.1.1 Verificacdo do modelo de otimizacdo das formulacdes de

nanocristal de Lapdesf GL-FT 5 contendo cloreto de cetilpiridinio.
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A verificagdo da confiabilidade do modelo foi realizada com duas
formulagbes, uma contendo o estabilizante poloxamer 407 e outra na auséncia
do mesmo, a fim de confirmar a validade do modelo sem esse tensoativo.

A Tabela 10 apresenta os valores de concentragdo de poloxamer 407
(%om/m), cloreto de cetilpiridinio (Yom/m) e velocidade de agitacdo empregada no
desenvolvimento das formulacGes teste e os valores de DHM tedricos e
experimentais determinados ao término do processo de moagem (96 horas).

Tabela 10: Variaveis para as formulacbes desenvolvidas para a
verificacdo do modelo, bem como o valor de DHM tedrico e experimental.

Cloreto de Poloxamer . - DHM
Formula cetilpiridinio 407 Velocidade  DHM tedrico Experimental
(% m/m) (%m/m) (rom) (nm) (nm)
Fa 0,0922 0 800 160,3 167,1+2,0
Fb 0,080 0,299 800 186,7 173,741,5

DHM: diametro hidrodindmico médio.

As duas formulacdes (Fa e Fb) preparadas para verificar o modelo
matematico apresentaram valores de tamanho experimentais proximos aos
tedricos e mostraram que o modelo €é suficientemente preditivo para ser usado
no processo de otimizacdo das formulacdes de nanocristal do candidato a
farmaco Lapdesf GL-FT 5.

A auséncia de agregacdo na amostra foi confirmada realizando a
medicdo do DHM da Fa quatro meses apo0s sua preparacdo (DHM final:
163,5+4,6 nm). Durante o periodo, a formulacdo foi armazenada a 4°C e sob
abrigo da luz. O pH dessa formulacédo é de 4,22 e foi posteriormente ajustado

para 7,42 utilizando tampé&o fosfato 7,4.

5.3 Caracterizacado da formulacdo de nanocristal de Lapdesf GL-FT

5 contendo cloreto de cetilpiridinio.

A formulacdo Fa contendo 1% (m/m) de Lapdesf GL-FT 5 e cloreto de
cetilpiridinio a 0,092% (m/m) foi selecionada como preparac¢éo otimizada para as
préximas etapas de caracterizacdo. A viscosidade desta preparacao foi medida
em triplicata, os valores se encontram na Tabela 11.

Tabela 11: Medida da viscosidade da formulagdo de nanocristal de

Lapdesf GL-FT 5 contendo cloreto de cetilpiridinio.
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Medida Viscosidade (cP) %

V1 1,42 23,7

V2 1,37 23,0

V3 1,38 23,1

Média + DP 1,39+ 0,02 23,27+0,31

DP: Desvio padréo.

Com referéncia as caracteristicas das formulagbes, inerentes as
preparacdes oftalmicas, além do pH e da viscosidade aparente, abordadas no
presente estudo, a isotonicidade e a esterilidade sdo requisitos de qualidade
igualmente exigidos para a seguranca do paciente. No caso da isotonicidade, o
liquido lacrimal apresenta valor de semelhante a solugéo de cloreto de sodio a
0,9% m/m. No entanto, o olho pode tolerar um intervalo de 0,6% a 1,8% m/m.
Em geral na isotonicidade de preparacfes oftalmicas convencionais € utilizado
o cloreto de sédio. Porém em preparacdes nanoestruturadas o cloreto de sédio
pode alterar sua estabilidade fisico-quimica. Assim, s&o utilizados agentes néo-
ibnicos tais como o glicerol, sorbitol e dextrose (Romero et al, 2016). Quanto a
esterilidade, essa deve ser alcancada por meio de processo asséptico e/ou
esterilizacdo terminal. Essas etapas serao abordadas em estudo futuro para as

formulacdes desenvolvidas.

5.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear C** (RMN-C®) da formulacéo
contendo cloreto de cetilpiridinio.

A avaliacao da presenca do composto Lapdesf GL-FT 5 na formulacao
e subsequentemente da ocorréncia de reacao de hidrdlise no carbono estérico
1’ do composto (Figura 3) foi realizada por meio de RMN-C?*3, Desse modo, foram
obtidos os espectros de RMN-C*2 da nanossuspenséo liofilizada de Lapdesf GL-
FT 5, em DMSO de (1,59 de Lapdesf GL-FT 5 para 1g de DMSO).

Observou-se, nos espectros de RMN-C3, que os picos obtidos nas
regides: 203.107 (Cxzo), 185.035(C3s), 170.020 (Cy1) ,166.494 (C1) ,164.536 (Cs)
,156.388 (C2) ,136.515 (C») ,134.831 (Cs-) ,131.405 (Cz») ,129.882 (C3z),
128.018 (Cs) ,127.961 (Cs), 127.063 (C1), 123.520 (C47), 121.651 (C21), 98.023
(C17), 97.304 (C22), 55.043 (Cg), 46.907 (C13), 45.740 (C14), 43.627 (C12), 34.474
(Cg), 31.216 (Ce), 30.652 (C15), 29.894 (C7), 20.754 (C19), 16.938(C1g), 13.854

(C25) e 13.815 (C24) ppm se mostraram fortemente similares quanto a localizagéo
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(ppm) e intensidade, aos obtidos por Machado (2017) pg. 107, os quais podem
ser observados na Figura A e B, respectivamente.

Referente ao carbono estérico Cy, seu pico esté localizado em 170,020
ppm, enquanto no espectro de referéncia, o pico esta contido em 170,24 ppm.
Essa proximidade de valores representa forte indicio de que a ligacdo se
manteve intacta durante o processo.

Finalmente, pode-se concluir que as similaridades observadas nos
espectros de RMN-C*? obtidos nesse estudo e por Machado (2017) pg.107
sugerem nao somente a presenca do composto Lapdesf GL-FT 5 na preparagao
de nanocristais, como também, que o candidato a farmaco néo sofre reacdo de
hidrélise na carbonila contida no carbono 1. Assim, pode-se inferir que o

processo de moagem em escala reduzida ndo promoveu a quebra do composto.

Figura 3: Estrutura do composto Lapdesf GL-FT 5 (Desenhado no
programa Chem Draw 12.0).

Figura 4: (A) Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear da formulacéo
de nanocristal de Lapdesf GL-FT 5 (RMN-C*3, 75 MHz, DMSO d6); (B) Espectro
de Ressonancia Magnética Nuclear de Lapdesf GL-FT 5 (RMN-C13, 75 MHz,
DMSO d6). Retirado de Machado (2017), pg. 107.
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5.4 Microscopia eletrédnica de varredura (MEV) da formulacéo
contendo cloreto de cetilpiridinio

A morfologia dos nanocristais de Lapdesf GL-FT 5 também foi avaliada
por meio da MEV. A comparacdo morfolégica entre as particulas do candidato a

farmaco e os nanocristais estdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5: (A) MEV do composto hibrido Lapdesf GL-FT 5; (B) MEV de
nanocristais de Lapdesf GL-FT 5.

2pm’ EHT =20.00 kv Mag= 5.00KX Date :12 Dec 2019

; 1pm* EHT =20.00 kv Mag = 15.00 K X Date :12 Dec 2019 5
Spot Size = 390 WD = 95mm Signal A = SE1 lpt o — Spot Size = 390 WD = 9.0mm Signal A = SE1 ]pt o

Destaca-se que as imagens obtidas pela MEV indicam que houve
reducdo do tamanho e alteracdo da morfologia das particulas de Lapdesf GL-FT
5. Além disso, as imagens demonstram que 0S nanocristais apresentaram
aumento da area superficial, 0 que proporcionaria vantagens termodinamicas e
cinéticas, melhorando a solubilidade de saturacédo e velocidade de dissolucao

em agua.

6. Concluséo

Os tensoativos utilizados para o desenvolvimento das preparacdes
foram eficientes em promover estabilidade estérica (poloxamer 407) e
eletrostatica devido a repulsdo de cargas positivas do tensoativo catibnico
(CPC), permitindo a reducdo do tamanho da particula do candidato a farmaco
Lapdesf GL-FT 5 e a manutencéao da estabilidade.

O delineamento estatistico empregando método de superficie de
resposta permitiu avaliar os parametros que influenciam a reducédo do DHM das
particulas de Lapdesf GL-FT 5, como a concentragdo CPC; e a sua interagao
com a concentracdo de poloxamer 407, e velocidade de agitacdo empregada no
processo. O modelo matematico gerado permitiu a otimizag&o da preparacao de
nanocristais de Lapdesf GL-FT 5 com CPC.

Considerando o modelo estatistico, propde-se que a formulagéo
otimizada de nanocristais de Lapdesf GL-FT 5 compreende: 1,0% (m/m) de

Lapdesf GL-FT 5, 0,092% (m/m) de CPC, preparada com velocidade de agitagdo
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de 800 rpm. Os nanocristais de Lapdesf GL-FT 5 apresentam potencial para o
desenvolvimento de preparacdes oftalmicas inovadoras para o tratamento de
EMD.
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