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RESUMO

O  2-[(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-ciclohexa[b]tiofeno-3-
carbonitrila (SB83), um derivado do 2 amino-tiofeno, é um candidato a farmaco leishmanicida,
de baixa citotoxicidade. As nanoparticulas poliméricas vém chamando bastante a atencédo
gracas as suas propriedades como o controle de liberacdo do ativo encapsulado, protecao contra
degradacdo do farmaco, além de melhorar a entrega do farmaco no sitio de acédo, reduzindo
efeitos adversos. A fim de superar a instabilidade gerada durante longos periodos de prateleiras
de nanoparticulas em suspensao, a liofilizacdo € uma alternativa promissora, 0 processo consiste
no congelamento prévio da substancia seguido da remoc¢do da agua através de sublimac&o.
Assim o objetivo desse estudo tem como finalidade melhorar a estabilidade de nanoparticulas
de poli (4cido latico) (PLA) contendo SB-83 utilizando a técnica de liofilizacdo. As
nanoparticulas foram preparadas pela técnica de nanoprecipitacdo, em seguida foram
liofilizadas em duas condigdes, sem crioprotetor e com 5% de trealose. Logo ap6s obtencgdo do
liofilizado, este foi caracterizado quanto ao seu didmetro hidrodindmico, indice de
polidispersdo, potencial zeta e cinética de liberacdo in vitro. Os resultados da andlise de
tamanho hidrodinamico revelaram que as particulas liofilizadas sem crioprotetor apresentaram
um aumento de diametro quando comparadas as nanoparticulas em suspensdo. A cinética de
liberacdo in vitro das nanoparticulas apds a liofilizagdo com o uso da trealose mostrou que o
processo de liberagdo do SB-83 das nanoparticulas foi acelerado, quando comparado com as
nanoparticulas em suspensao houve um aumento de sua liberacdo de 72% para 90% ao fim das
96 horas. Assim, estudos posteriores serdo realizados para melhor caracterizar as nanoparticulas

obtidas apos a liofilizacéo.

Palavras- chaves: liofilizagdo, sistemas de liberagéo, 2-amino-tiofénicos



ABSTRACT

The 2-[(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-ciclohexa[b]tiofeno-3-
carbonitrila (SB83), a 2 amino-thiophene derivative, is a leishmanicidal drug candidate with
low cytotoxicity. Polymeric nanoparticles have been attracting a lot of attention thanks to their
properties such as controlling the release of the encapsulated active ingredient, protecting
against drug degradation, and improving the delivery of the drug to the site of action, reducing
adverse effects. In order to overcome the instability generated during long shelf life of
nanoparticles in suspension, lyophilization is a promising alternative, the process consists in
the previous freezing of the substance followed by the removal of water through sublimation.
Thus, the aim of this study is to improve the stability of poly (lactic acid) (PLA) nanoparticles
containing SB-83 using the freeze-drying technique. The nanoparticles were prepared by
nanoprecipitation technique, then they were freeze-dried in two conditions, without
cryoprotectant and with 5% trehalose. Soon after the freeze-dried material was obtained, it was
characterized in terms of its hydrodynamic diameter, polydispersity index, zeta potential and in
vitro release kinetics. The results of the hydrodynamic size analysis revealed that the freeze-
dried particles without cryoprotectant showed an increase in diameter when compared to the
nanoparticles in suspension. The in vitro release Kinetics of the nanoparticles after freeze-drying
using trehalose showed that the release process of SB-83 from the nanoparticles was
accelerated, when compared to the nanoparticles in suspension there was an increase in their
release from 72% to 90% at the end of 96 hours. Thus, further studies will be carried out to

better characterize the nanoparticles obtained after lyophilization.

Keywords: lyophilization, delivery systems, 2-amino-thiophenics
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1. INTRODUCAO

Em ambito mundial, a leishmaniose apresenta mais casos no Brasil do que no resto do
mundo e pode estar relacionada com a situagdo econdmica da populagdo atingida que tem
menos acesso aos servigos de saude. A leishmaniose pode se apresentar em duas formas: a
leishmaniose mucocutanea e a leishmaniose visceral, que possui maior letalidade (BARBOSA
etal.,2021 FARIAS et al., 2021; GONTIJO et al., 2004). Os farmacos utilizados frequentemente
para o tratamento da leishmaniose sdo de baixa eficicia, possuem efeitos adversos
preocupantes, além de resisténcia parasitaria. Dentre estes farmacos estdo os antimoniais
pentavalentes, sdo eles: o antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sddio, farmacos de
segunda linha também sdo utilizados, como a anfotericina B, pentamidina, paromomicina,
miltefosina e possuem ainda mais toxidade em relagéo aos de primeira linha (NAFARI et al.,
2020; RODRIGUES et al., 2015).

Os Tiofenos sdo um grupo de compostos heterociclicos que tem atraido a atencdo de
industrias farmacéuticas, por possuirem diversas atividades farmacoldgicas, incluindo
leishmanicida. O 2-[(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-
ciclohexa[b]tiofeno-3-carbonitrila (SB-83) dentre dez grupos derivados do 2-amino-tiofeno,
mostrou atividade promissora sobre as formas de amastigota e promastigotas do parasita
Leishmania amazonenses, além de possuir baixa citotoxicidade e maior eficiéncia
(RODRIGUES et al., 2015; RODRIGUES et al., 2018). Entretanto o SB-83 possui um desafio
em relacdo a sua baixa solubilidade em agua, o que limita estudos in vitro e in vivo, no entanto
a encapsulacdo do SB-83 em nanoparticulas poliméricas pode superar essa limitagdo (SILVA,
2016).

Os sistemas de liberacdo de farmaco surgiram com o objetivo de fornecer melhorias em
relacdo a entrega do ativo, além de melhorar sua propriedade terapéutica, garantindo que seja
entregue de maneira segura e eficaz ao sitio de agcdo. As nanoparticulas poliméricas possuem
vantagem na administragdo controlada de farmacos, promovem melhora na absor¢do do
farmaco e apresentam diminuicdo de efeitos adversos (TYLER et al., 2016). Entretanto, as
nanoparticulas possuem um desafio em relacdo a sua estabilidade por serem produzidas em
suspensdo aquosa, durante 0 armazenamento podem ser expostas a agregacdo e fusdo das

particulas, além de problemas como instabilidade quimica, contaminagdo por microrganismos,



hidrélise de polimeros e o vazamento do ativo, o que é um fator limitante para a industria

farmacéutica que visa um grande periodo de prateleira (MARALDI et al., 2020).

A liofilizacdo se trata de uma técnica empregada para reduzir a instabilidade fisica e
quimica a longo prazo e é bastante utilizada para secagem de nanoparticulas poliméricas. Essa
técnica consiste em trés etapas: o congelamento, a secagem primaria e a secagem secundaria;
no qual a principio apds o congelamento da amostra, a 4gua congelada é removida através da
sublimacéo (secagem primaria), e posteriormente por dessorcao € retirada a agua descongelada
no vacuo (secagem secundaria). (FONTE et al., 2016; FONTE et al., 2015; ALI,
LAMPRECHT, 2017; UMERSKA et al., 2018).

Todavia, por mais que liofilizacdo seja uma alternativa para a instabilidade fisica e
guimica das nanoparticulas durante o armazenamento, essa técnica causa estresses nas
nanoparticulas durante os processos de congelamento e remocéao de dgua o que pode levar a
instabilidade. Com isso, por vezes, se torna necessario a adi¢ao de crioprotetores para atenuar
impactos nas caracteristicas fisicas e quimicas das nanoparticulas, diminuindo a agregacédo das
particulas e evitando a tensdo (ALIl; LAMPRECHT, 2017). Os crioprotetores formam uma
matriz vitrea que protege as nanoparticulas e isso contribui para sua imobilizacdo evitando
assim a tensdo mecanica entre os cristais de gelo. Acucares e polimeros como a trealose,
manitol, sorbitol, manose, alcool polivinilico, glicose, dextrana, glicerol, frutose, sacarose e
ciclodextrina sdo os crioprotetores mais empregados na manutencdo das propriedades das
nanoparticulas durante a etapa de liofilizacdo. (FONTE et al., 2016; FONTE et al., 2015; AL,
LAMPRECHT, 2017; UMERSKA et al., 2018).

Diante disso, esse estudo tem como proposta aumentar a estabilidade de nanoparticulas

de poli (acido lactico) (PLA) contendo SB83 por meio da liofilizag&o.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Derivados Tiofénicos

Os derivados dos tiofenos sdo um grupo de compostos heterociclicos aromético com a
presenca de um enxofre em sua estrutura, os tiofenos séo produzidos a partir de plantas e fungos
como metabolitos secundarios, dentre estes organismos estao as Tagetes patula e Tagetes erecta
que sdo espécies da familia Asteraceae (TAKAHASHI et al.,2011). Ja foi descrito na literatura
que os tiofenos possuem propriedades diversas como antifungicas, antibacterianas,
antinflamatodrias, anticonceptiva, antiarritmica, antinociceptivo, antiviral, antiturbeculares e
antitumorais, contudo alguns derivados do tiofeno mostram atividades antiprotozoarias contra
as espécies Leishmania amazonesis, Leishmania donovani, Leishmania brasiliensis e
Leishmania infantun (RODRIGUES et al., 2015; TAKAHASHI et al., 2011).

Dentre os grupos tiofénicos dez derivados 2-amino-tiofeno que foram avaliadas suas
atividades antiparasitaria, 0 SB-83 se mostrou com uma maior seletividade e quando comparado
ao tratamento atual contra a leishmaniose apresentou ser cerca de 840 menos nocivo em relacédo
aos macrofagos murinos e cerca de 14,84 mais benigno em eritrécitos humanos (RODRIGUES
et al., 2018). Além disso o SB-83 diminui a carga parasitaria gracas a sua atividade
imunomoduladora e a amplificacdo do fator de necrose tumoral-alfa, citocinas IL-12 que resulta
na ativacdo de interferons gama, diante disso esse derivado 2-amino-tiofeno apresenta atividade
leishmanicida sendo assim um possivel candidato a farmaco (RODRIGUES et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2018).

2.2 Métodos de secagem de nanosistemas

Nanosistemas quando armazenados por longos periodos em suspensdo aquosa
acarretam problemas relacionados com a estabilidade fisica, no qual pode gerar agregacédo das
particulas e instabilidade quimica e biologica. (FONTE et al., 2015; MALAMATARI et al.,
2020). Por isso, se torna necessario o uso de métodos de secagem como liofilizagdo, secagem
por pulverizacdo (spray dryer), spray coating e a tecnologia do fluido supercritico (HAGGAG
et al., 2015).

A secagem por pulverizacdo é um metodo que ocorre em uma Unica etapa tem um
menor tempo e é mais econdmico, neste método a solucao é convertida em forma de particula
por atomizacdo do contetido em goticulas finas seguido pela evaporacao do solvente atraves de

um gas quente de secagem, a secagem por pulverizacdo € indicada para moléculas menos
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vulneraveis ao calor (YUE-XING et al., 2018; MALAMATARI et al., 2020). No entanto as
etapas de secagem por pulverizacdo podem causar estresses e gerar danos a estabilidade das
particulas comprometendo suas propriedades, por causa da alta temperatura, tensdo, ligacéo
entre o ar e 4gua que leva a fusdo das particulas. A interacéo entre as particulas pode ocasionar
agregacao, por isso se torna necessario o uso de excipientes protetores para superar 0s estresses
gerados durante a secagem (YUE-XING et al., 2018). O método spray coating apesar de ser
menos empregado em comparacdo com a liofilizacdo e a secagem por pulverizacido é
corriqueiramente utilizado para a fabricacdo de filmes de espessuras menores e apresenta
vantagens econdmicas tendo em vista que para a execu¢do do método é necessario apenas 0 uso
de uma pistola de spray ou aerdgrafo e um gas para realizar o transporte da solucéo, por essa
versatilidade esse método pode ser aplicado em longa escala em indUstrias e em substratos
distintos (LIMA et al., 2020; MA et al., 2021).

A tecnologia dos fluidos supercriticos comegou a ser inserida no inicio de 1990 e
demonstrou uma melhoria significativa em relacdo ao controle da viscosidade e a densidade de
formulacBes, uma substancia alcanca a sua fase supercritica quando a sua temperatura e a sua
pressdo estdo superiores ao seu ponto critico e a fase liquida e gasosa sdo inexistentes, sendo o
diéxido de carbono como um dos fluidos supercriticos mais utilizados, além disso nessa técnica

a quantidade de solvente residual na formulacéo é diminuida (TRAN et al., 2021).

2.3 Liofilizacéo

A liofilizagdo é um processo industrial que se tornou importante no meio farmacéutico
e se encontra em constante crescimento, corriqueiramente esse metodo € utilizado para superar
a instabilidade quimica, bioldgica e fisica, sendo utilizada tanto em produtos farmacéuticos
(incluindo nanoparticulas) como em produtos biolégicos (MOHAMMADY et al., 2020;
NIREESHA et al., 2013). A liofilizagdo possui aplicagdo em diversas areas, dentre estas esta o
ramo farmacéutico e biotecnoldgico com o intuito de aumentar a vida Gtil de produtos e na
industria alimenticia conservando alimentos (NIREESHA et al., 2013). Os liofilizados além de
possuirem a vantagem de serem mais estaveis, sao favorecidos também em relacédo ao transporte
e armazenamento, pois 0 manuseio é mais acessivel. (MOHAMMADY et al., 2020; TANG et
al., 2004).

A sublimacdo é o fendmeno base da liofilizacdo, no qual a dgua congelada (estado

solido) se converte para 0 estado gasoso sem passar pelo estado liquido, ou seja, durante a
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sublimacdo ocorrem combinagfes de pressdes e temperaturas acima do ponto triplo da agua
que permite que haja essa conversdo direta de solido para gas (NIREESHA et al., 2013). O
processo da liofilizacdo é constituido por trés etapas: Congelamento ou solidificacdo, secagem
primaria e secagem secundaria, apos o congelamento ocorre a sublimacéo (secagem primaria)
da &gua congelada, que acontece com a diminui¢do da pressdo na camara e a elevacdo da
temperatura na prateleira, essa etapa € a mais longa das trés, ja na secagem secundaria o vapor
de agua restante ndo sublimada é removida por dessor¢do. (MOHAMMADY et al., 2020;
NIREESHA et al., 2013; TANG et al., 2004).

Produtos da liofilizagcdo possuem caracteristicas de maior estabilidade a longo prazo,
baixa taxa de umidade residual, além da rapida constituicdo e os produtos apresentarem mais
assepsia pois apoés a retirada da umidade é diminuida exposicdo a bactérias, no entanto estresses
gerados durante o congelamento e a secagem podem ocasionar instabilidade fisica por isso a
fim de superar esses problemas, crioprotetores ou lioprotetores podem ser adicionados
(IBRAHIM et al., 2022).

2.4 Crioprotetores e Lioprotetores

O uso de acucares para preservar a estabilidade fisica durante os processos de
congelamento e secagem durante a liofilizacdo ja € conhecido, no entanto os mecanismos de
acao ainda ndo sdo totalmente elucidados, acredita-se que envolvam a comunhdo entre dois
processos: a reposicdo de dgua por meio da reposicdo das pontes de hidrogénio na superficie
do coloide através dos agUcares, preservando a estrutura da molécula durante a secagem e
vitrificagdo, no qual o coloide é imobilizado na matriz do agUcar vitrea rigida e amorfa onde
endurece o material e impede o deslocamento, a fusdo, difusdo e agregacao das particulas e
outros processos desestabilizantes (HINRICHS et al., 2005; TRENKENSCHUH et al., 2021,
WILDING et al., 2019).

Os lioprotetores sdo excipientes adicionados durante a liofilizacdo para proteger as
moléculas na etapa de secagem de temperaturas elevadas (WILDING et al., 2019). No entanto
na primeira etapa da liofilizacdo as moléculas passam por um congelamento e para protegé-las
sdo utilizados crioprotetores que podem ser excipientes amorfos, que formam uma matriz vitrea
que favorece a preservacdo das moléculas de tensGes mecanicas entre os cristais congelados
(SUSA et al., 2021).
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Por isso é importante a escolha de um crioprotetor/lioprotetor que seja adequado e
forneca estabilidade ao liofilizado, além de manter os padrfes que sdo especificos durante a
liofilizagdo como a manutencéo da temperatura durante a secagem primaria, além das condicdes
necessarias no armazenamento (TRENKENSCHUH et al., 2021). A tabela 1 resume o0s
principais crioprotetores/lioprotetores utilizados corriqueiramente na liofilizagdo, tanto um

crioprotetor pode agir como um lioprotetor, assim como o inverso.

Tabela 1: Excipientes utilizados com maior frequéncia na liofilizacao

Estabilizadores Funcao Exemplos

Crioprotetor Protecéo durante o0 | AgUcares (por exemplo, sacarose, trealose)
congelamento Aminoacidos (por exemplo, arginina)

Lioprotetor Protecdo durante a secagem ou | Acucares (por exemplo, sacarose, trealose)

durante o armazenamento ]
Polimeros (Por exemplo,

Polivinilpirrolidona e Hidroxetilamido)
Aminoacidos (por exemplo, prolina,

arginina)

FONTE: ADAPTADO DE FONTE et al., 2016; TRENKENSCHUH et al., 2021

2.5 Técnicas de caracterizacdo fisico-quimica aplicados a nanosistemas

As técnicas de caracterizacdo de nanosistemas e suas propriedades fisicas e quimicas
como estrutura, morfologia, tamanho médio, propriedades Opticas, e composicdo sdo de
extrema importancia (THAHER et al., 2021).

O aperfeicoamento de técnicas de caracterizagcdo com alta resolugdo como a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) tornou esta ferramenta bastante importante para o estudo de
nanoestruturas, pois permite a maior compreensdo da morfologia e composicgao delas. A MEV
consiste em uma sonda que emite feixes de elétrons constantemente que varre a superficie da
amostra, por meio desta interacdo entre a amostra e os feixes de elétrons gera emissdes distintas
que sdo recebidas por detectores, as caracteristicas morfoldgicas e de composic¢éo sao obtidas
de forma separada escolhendo os tipos dos elétrons que sdo emitidos que sdo os elétrons

secundarios (SEs) que possuem energias menores que 50 eV e os elétrons com energias maiores
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que 50 eV que sdo os elétrons retroespalhados (BSEs), as imagens formadas pelos SEs
apresentam fidelidade ao relevo da amostra e sdo geradas através da excitagdo de elétrons
presentes no &tomo da amostra em sua camada mais externa por meio do feixe de elétrons, ja
as imagens geradas pelos BSEs apresentam resultados diferentes, pois também se leva em
consideragdo os elementos quimicos e seus nimeros atdbmicos da amostra (LIU et al., 2019;
SUGA et al., 2014).

Dentre as técnicas para obter informacdes em relacdo a composicdo quimica de
nanosistemas, a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) com a
técnica de reflectancia total atenuada (ATR), possui a vantagem de conseguir superar a regiao
de interface liquido-sélido que apresenta uma dindmica e explorar a superficie de adsorcao de
nanoparticulas em varios meios, por meio disso se torna possivel a identificacdo do modo de
adsorcéo, além de alteracdes na morfologia e estruturas de ligantes (MUDUNKOTUWA et al.,
2014; FERRER.,2014).

A determinacdo do tamanho dos nanosistemas em suspensao sdo determinados a partir
do espalhamento de luz dinamico (DLS) que se tornou uma técnica padrao para esse processo.
Por meio do DLS é medido o coeficiente de difusdo translacional dos nanosistemas em
dispersdo, obtendo as alteragdes da luz dindmica e por meio da equacéo de Stokes-Einstein os
dados séo transformados no tamanho das particulas. Além do tamanho das particulas, também
podem ser obtidos o indice de polidispersao e o potencial zeta (JIANG et al., 2019; RAMIREZ
etal., 2021).

A técnica de difracdo por raios-X (DRX) é frequentemente utilizada para se observar
estruturas cristalinas (textura), mas também fornece informacgdes sobre o tamanho méedio,
cristalinidade e deformacéo do cristal. Na DRX os picos de raios-X formam interferéncia com
feixes de raios-X monocromaticos que se encontram espalhados em uma amostra, 0s picos de
raios-X podem ser intensificados pela forma que os atomos da amostra estdo dispostos na rede
(BASAK et al., 2022; BUNACIU et al., 2015; WANG et al., 2022).

A andlise térmica consiste em um conjunto de técnicas, no qual se busca informacoes
relacionadas a propriedades fisicas e quimicas de uma determinada amostra quando submetidas
em funcdo do tempo e da temperatura e se torna essencial encontrar por meio de curvas

termogravimétricas as temperaturas maximas ou minimas que causem instabilidade dos
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sistemas. (DENARI et al., 2012; BANNACH et al., 2011; PRAKASH et al., 2021). Algumas

das principais técnicas de andlise térmica serdo descritas a seguir:

e Analise termogravimétrica (TGA) consiste na analise da variacdo do peso da
amostra em relacdo a temperatura ou ao tempo, a amostra pode ter seu peso
alterado por dessorcéo, vaporizagéo, desidratacdo, desgaseificacdo, vaporizacgéo,
decomposicdo, sublimacdo, entre outros eventos térmicos (PIELICHOWSKA et
al., 2019).

e Analise téermica diferencial (DTA), nessa técnica sao analisadas as temperaturas
da amostra e sdo comparadas a um referencial inerte termicamente onde ambos
s80 expostos as mesmas variacdes de temperatura, j& calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), que consiste basicamente no mesmo método analitico DTA,
sdo medidas as diferencas de energia absorvida ou liberada pela amostra,
enquanto nas DTA sdo medidas as variagdes de temperatura (GOH et al., 2022;
WAGNER., 2017).

e Anadlise de gas evoluida (EGA) se trata de técnicas que envolvem a medicdo da
quantidade de gases evoluidos de uma amostra em relacdo a temperatura,
geralmente a EGA ¢ utilizada em conjunto com a TGA, tendo em vista que a
TGA mede a perca de massa (WAGNER., 2017).

e Analise termomecénicas (TMA) determina mudancas nas dimensdes de uma
amostra em funcdo da temperatura e submetida a uma forga mecanica crescente
e constante, a partir disto as alteracfes nas dimensdes da amostra sdo medidas
(WAGNER., 2017).

e Anaélise mecénica dinamica (DMA) é um método que consiste na aplicacédo de
uma tensdo mecanica oscilatdria (sinusoide) na amostra e mede a deformidade

apos a tensdo em funcdo da temperatura (WAGNER., 2017).

2.6 Cinética de liberacao de farmacos em sistemas poliméricos

O desenvolvimento de sistemas de liberacéo de drogas sempre foi um alvo importante para

pesquisa, com 0 avango tecnoldgico materiais mais complexos foram somados para
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desenvolver sistemas de liberagdo de drogas, incluindo sistemas poliméricos que apresentam
vantagens como reducdo da toxicidade, controle da liberagdo do ativo e entrega direcionada. A
liberacdo de um farmaco consiste no transporte do soluto do farmaco da posicdo inicial do
polimero para a sua regido externa e posteriormente para 0 meio de liberacdo, é influenciado
por caracteristicas fisicas, quimicas, estruturais, além das caracteristicas do meio de liberacdo
e suas interacdes (FERREIRA et al., 2019; FU et al., 2010).

O estudo da cinética de liberacdo de um farmaco é derivado da solubilidade e do
coeficiente de difusdo do farmaco no polimero e é de grande importancia para o
desenvolvimento de novos farmacos por fornecer informacdes sobre perfil de liberagdo e
permitir a modulacdo desse processo (BIZERRA et al., 2016). O método de dialise, é um dos
métodos utilizados para o estudo da cinética de liberacdo de nanoparticulas, que consiste na
introducédo do sistema em uma bolsa de dialise e ao decorrer do tempo o farmaco se difunde
para fora desta bolsa, sendo analisadas posteriormente (ABOUELMAGD et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Liofilizar e caracterizar nanoparticulas poliméricas contendo candidato a farmaco

leishmanicida

3.2 Objetivos especificos

Obter nanoparticulas poliméricas de PLA

Liofilizar as nanoparticulas de PLA contendo SB-83 com e sem uso de trealose;

Caracterizar as nanoparticulas em relacéo as suas caracteristicas de tamanho e

morfologia;

Avaliar o perfil de liberagdo do farmaco antes e ap06s a liofilizacao;
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4. METODOLOGIA

4.1 1 Obtencéo de Nanoparticulas contendo SB-83
O SB-83 foi sintetizado pelo Laboratério de Sintese e Vetorizagdo de Moléculas e

fornecido pelo professor Dr. Francisco Jaime Bezerra Mendonca Janior. As nanoparticulas de
PLA com SB-83 foram obtidas por meio do método de nanoprecipitacdo de acordo com Melo,
2018. A fase aquosa foi preparada a partir de 400 mg de Pluronic-F68 e 40 ml de agua destilada.
A fase organica continha 50 mg de PLA, 8 ml de acetona 2 mg de SB-83, 50 mg de Lipoid S-
100 e 2 ml de metanol, essa solucdo orgénica foi adicionada na solugdo aquosa e agitada a 1200
rpm por 20 minutos em um agitador magnético, as nanoparticulas foram roto-evaporadas para
a eliminacdo do solvente organico. Depois da evaporacdo do solvente a suspensdo das

nanoparticulas de PLA com SB-83 foram congeladas (overnight).

4.2 Liofilizagdo das nanoparticulas de PLA com SB-83
A liofilizacdo das nanoparticulas foi realizada em liofiliozador (Alpha 1,2 LDplus,

CHRIST) com volume de amostra ndo ultrapassando a altura de 1,5 cm (parametro pré-fixado).
Foi utilizado o crioprotetor trealose na concentracdo de 5% para o volume de nanoparticulas
utilizados por tubo (2mL de amostra/100 mg de trealose). As condi¢es otimizadas para a
liofilizag&o foram:

- Pré-congelamento overnight em congelador (-20 £5°C);

- Congelamento durante 2 horas no condensador (-60 £5°C);

- Liofilizacdo priméria durante 24 horas;

Apos a liofilizagdo as nanoparticulas foram armazenadas em frasco de vidros fechados e

mantidas sobre refrigeracéo até posterior uso.

4.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas
4.3.1 Reconstituicéo do liofilizado

As amostras liofilizadas foram reconstituidas atraves da adi¢do de agua destilada. No
mesmo frasco em que foram liofilizadas foram reconstituidas com o mesmo volume antes da
liofilizagdo (2 mL para todos os frascos). Caso as amostras ndo conseguissem reconstituir
espontaneamente, foi utilizado agitacdo mecéanica através de vortex e analisado o tempo que 0

liofilizado demorou para reconstituir-se na agua.
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4.3.2 Determinacdo do tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta

O tamanho das particulas, indice de polidispersdo e potencial zeta foram determinados pelo
método de espalhamento de luz dinamica (DLS, Dynamic Light Scattering) no Zetasizer (Nano
ZS, Malvern). O experimento foi realizado em triplicata sob um angulo de dispersao de 173°, a
25°C e 10 corridas por minuto. Foi realizada uma diluicdo de 1/20 da amostra ressuspendida
em agua deionizada (20 uL da amostra para 180 uL de agua). O potencial zeta das amostras foi
analisado por meio da mobilidade eletroforética em um campo elétrico. A diluicdo utilizada foi
a mesma para utilizada na determinacéo do tamanho meédio. A solucdo foi inserida em células
eletroforéticas dobradas descartaveis (DTS1070- Malvern) com potencial de + 150 mV. As

andlises foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados como média e desvio padrdo

(£).
4.3.3 Ensaio da cinética de liberacao in vitro das NP SB-83

A cinética de liberacdo in vitro foi realizada nas nanoparticulas de PLA contendo SB-83
(NP SB-83) em suspensao, e liofilizadas com e sem trealose. O estudo foi realizado em saco de
didlise (= 5cm de altura), no qual anteriormente foi hidratada com &gua destilada e submersa
em uma solucao tampdo de fosfato de sédio com o pH 7,4. Apods este processo, 2 mL da solugédo
de nanoparticulas ressuspendidas foram inseridas no saco e imersas em uma proveta contendo
10 ml da solugéo tampéo pH 7,4. A fim de simular a temperatura do organismo, o sistema foi
mantido em um agitador magnético com temperatura de 37° C e sob agitacdo de 300 rpm. Em
intervalos de tempo previamente determinados (5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 20 minutos,
30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4horas, 5 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72
horas e 96 horas) foram coletados 1 ml da solugéo, sendo em seguida reposto o volume retirado.
As andlises foram realizadas em triplicata, sendo uma contendo as nanoparticulas brancas e trés
contendo o farmaco, as coletas foram lidas posteriormente através do espectrofotémetro UV-
vis em comprimento de onda 392 nm. Os valores foram encontrados a partir da reta da curva
padrdo do SB-83 em metanol, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagéo (r) deve
ser =0,999.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Determinacdo do tamanho de particula, indice de polidisperséo e potencial zeta e
reconstituicdo das nanoparticulas

As amostras ndo colapsaram durante o processo de liofilizacdo (NP-SB83 sem
crioprotetor e NP-SB83 com crioprotetor) se apresentando como um p6 amarelo. O liofilizado
foi resuspenso em agua com agitacdo manual em 30 segundos. Este resultado estd de acordo
com outros trabalhos da literatura, que descrevem a trealose como um excelente crioprotetor
para nanoparticulas, incluindo uma facilidade na resuspensdo das nanoparticulas em meio
aquoso (ARYA et al., 2022; LIMA., 2019).

Tabela 2: Dados do tamanho de particulas, indice de polidispersdo, potencial zeta e tempo de
ressuspensdo das nanoparticulas

NP-SB83 Tamanho das Indice de Potencial Zeta Ressuspenséo
particulas (nm) polidispersao (mV) (tempo -
agitacéo)
Suspenséo 196,6 (+0,09) 0,335 (+0,02) -20,1 (£0,29) -
Liofilizada sem crioprotetor 273,2 (x0,11) 0,425 (x0,03) -19,6 (£0,12) 30s — manual
Liofilizada com 5% de trealose 207,6 (+0,08) 0,355 (+0,03) -18,1(x0,19) 30s- manual

Os valores do potencial zeta de suspensdes coloidais sdo de grande importancia, pois
podem estar relacionados com sua estabilidade. Valores maiores de |30mV/| indicam uma
obtencdo de nanoparticulas estaveis, tendo em vista que quanto maior o potencial zeta em
modulo, maior é a repulsdo das nanoparticulas e menor serd a agregacdo e tamanho das
particulas (SAMIMI et al., 2019).

Na tabela 2 pode ser observado os resultados para potencial zeta, tamanho das particulas
e o indice de polidispersdo. Ao compararmos os resultados, observamos que o processo de
liofilizagdo ndo alterou de maneira expressiva os valores de potencial zeta, sendo que estes
oscilaram entre 18,1 e 20,1. A formulacéo liofilizada com trealose 5% apresentou uma pequena
variacdo com relagcdo ao tamanho médio das particulas e o indice de polidispersdo. Porém a
formulacéo liofilizada sem crioprotetor oscilou seu tamanho de 196,6 nm para 273,2 nm e 0

seu valor de indice de polidispersdo de 0,335 para 0,425. Esses resultados demonstram a
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importancia do crioprotetor em manter as propriedades de tamanho e polidispersdo das NP-
SB83 (PRATA,2011).

5.2Cinética de liberacéo in vitro

O estudo da cineética de liberacdo do SB-83 em nanoparticulas de PLA foi realizada ao
decorrer de 96 horas (4 dias) em tampéo fosfato de sodio em temperatura 37°C e pH 7,4, com
0 intuito de simular a temperatura corpdrea e sob a agitacdo de 300 rpm. A figura 1 mostra a

curva de liberacdo do ativo ao decorrer do tempo predeterminado.

Figura 1: Curva de liberacéo in vitro das NP SB-83 em antes da liofilizacao (suspenséo),

liofilizadas sem e liofilizadas com crioprotetor
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Podemos observar que durante as primeiras horas houve uma liberacdo mais lenta das
NP SB-83 em suspensédo, somente a partir de 6 horas se iniciou uma liberagdo mais expressiva,
sendo liberado cerca de 72% do farmaco apds as 96 horas de anélise.

Estudos anteriores mostraram, através da cinética de liberagédo, que as nanoparticulas
de PLA com um peso molecular maior demoram mais tempo para degradar e com consequéncia
apresentam uma liberagdo mais lenta (MELO, 2018).
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A liofilizacdo é comumente utilizada para preservar a estabilidade fisica e quimica de
nanoparticulas e impedir que haja liberacdo do fa&rmaco durante o processo de armazenamento
em meio aquoso (TRENKESCHUH et al., 2021). Ao compararmos a cinética de liberacdo das
NP SB-83 em suspensdo em contraste com a cinética de liberacdo apos a liofilizacdo sem uso
de crioprotetor, nota-se que ao decorrer das primeiras 4 horas praticamente ndo ocorreu
liberacdo do farmaco, apos este periodo e no decorrer do tempo predeterminado se manteve
uma liberacdo de forma lenta, chegando a 68% de SB-83 liberado apds 96 h.

O préprio processo da liofilizacdo pode gerar estresses as nanoparticulas, por isso se
torna fundamental o uso de crioprotetores para mitigar os impactos ocasionados durante a
liofilizacdo em diversos sistemas nanoparticulados, ja é conhecido que o uso da trealose como
crioprotetor melhora a estabilidade de nanoparticulas e esses mecanismos estabilizantes ja sdo
descritos por meio da teoria da vitrificacdo e isolamento das nanoparticulas, além de que
dissacarideos sdo melhores estabilizadores de estruturas coloidais ap6s 0 processo de
liofilizagdo (TRENKESCHUH et al., 2021).

Apds adicionar trealose 5% durante a liofilizacdo das NP SB-83, o estudo da cinética
de liberagéo in vitro apresentou uma liberacdo desde as primeiras horas do estudo e se manteve
de maneira sustentada ao decorrer das 96 horas com cerca de 90% do ativo liberado ao fim do

experimento.
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6. CONCLUSAO

O processo de liofilizacdo é uma maneira eficaz de superar a desvantagem causada pela
suspensdo de nanoparticulas em meio aquoso, removendo o teor de &gua das formulacdes e
garantindo uma melhor estabilidade. As nanoparticulas contendo o derivado SB-83 foram
obtidas com sucesso apds a liofilizacdo com e sem crioprotetor. Os resultados apresentados
neste trabalho revelaram que o processo de liofilizacdo sem o uso de crioprotetor influenciou
no didmetro médio e indice de polidispersdo das NP-SB83, enquanto a inclusdo do crioprotetor
trealose preservou o didmetro médio e o indice de polidispersdo da nanoparticula apds o
processo de secagem. O estudo da cinética de liberacdo in vitro das NP SB-83 revelou que o
uso de trealose acelerou o processo de liberagdo do SB-83 das nanoparticulas, aumentado sua
liberacdo de 72% para 90% ao fim das 96 horas. Assim, estudos posteriores serdo realizados
para melhor caracterizar as nanoparticulas obtidas apds a liofilizacéo.
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