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Resumo

O objectivo do presente trabalho é produzir nanoparticulas de PLGA com Doxorubicina pelo
método de extracgdo/evaporagdo por solvente e estudar o efeito dos parametros de sintese sobre
as caracteristicas das nanoparticulas utilizando o desenho de experiéncias do composto central e
0 programa Statistica para a analise de resultados.

Foram escolhidas como variaveis dependentes o tamanho da particula, o potencial zeta (Z), o
carregamento de farmaco e o rendimento de producdo e como varidveis independentes a
concentracdo de emulsificante (PVVA), o volume de emulsificante e o tempo de sonicacao.

As nanoparticulas produzidas nas condi¢bes experimentais dadas pelo desenho de experiéncias,
caracterizadas relativamente ao tamanho por DLS, morfologia por SEM, carregamento de
farmaco e rendimento, apresentam uma forma esférica e uma superficie lisa. Foram construidas
as curvas de superficie para cada variavel dependente utilizando o programa Statistica tendo 0s
resultados mostrado que as variaveis independentes com maior efeito nas variaveis dependentes
sdo o volume e a concentracdo de PVA.

Com o objectivo de produzir particulas com valores elevados de Z e de carregamento de
farmaco com tamanhos entre 120-140nm (A) ou 100-120nm (B), foram seleccionados com base
nos gréaficos de superficie os valores das varidveis independentes 15 ml; 3%(P/V);60s e 4
ml;3%(P/V);60s, respectivamente.

Nestas condigdes, as nanoparticulas A produzidas apresentaram um tamanho de 125 nm, um
Z=-11.3mV, um carregamento de farmaco entre 10.23%-12.58% (mg/mg) e um rendimento
entre 53.8%-59.0%, sendo 0 Z e o rendimento ligeiramente superiores aos valores esperados. As
nanoparticulas B apresentaram um tamanho de 100 nm, um Z=-9.5mV, um carregamento de
farmaco entre 19.44%-21.52% (mg/mg) e um rendimento préximo de 26.2%, sendo o
rendimento ligeiramente inferior ao valor esperado.

Os perfis de libertacdo de Doxorubicina apresentam uma cinética de 12 ordem, caracteristica de
um processo de difusdo, seguida de uma cinética de ordem zero, caracteristica de um processo
de degradacdo.

Palavras-chave: Método do composto central, desenho de experiéncias (DOE), PLGA,
Doxorubicina.
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Abstract

The aim of this work is to produce PLGA nanoparticles with doxorubicin by the solvent
extraction/evaporation method and study the effect of experimental parameters on the
characteristics of nanoparticles using the central composite experimental design and the
Statistica program to analyze the results.

The dependent variables chosen were the particle size, the zeta potential (Z), the drug load and
the production yield and the independent variables chosen were the concentration of emulsifier
(PVA), the volume of emulsifier and the time of sonication.

The nanoparticles produced under the experimental conditions given by the experimental
design, characterized in size by DLS, in morphology by SEM, in yield and drug load, present a
spherical shape with a smooth surface. The surface curves were constructed for each dependent
variable by the Statistica program and the results show that the independent variables with the
greatest effect in the dependent variables are the volume and the concentration of PVA.

In order to produce particles with the largest value of the zeta potential and drug load ranging in
size from 120-140 nm (A) or from 100-120nm (B), the independent variable values were
selected based on the surface curves as 15 ml;3%(w/v);60 s and 4 ml;3%(w/v);60s, respectively.

In these conditions, the nanoparticles A produced had a size of 125 nm, Z= -11.3mV, a drug
load between 10.23-12.58% (mg/mg) and a yield between 53.8%-59.0%, with the Z and the
yield being slightly higher than the expected values. The nanoparticles B produced presented a
size of 100 nm, Z=-9.5 mV, a drug load between 19.44-21.52 % (mg/mg) and a yield of 26.2%,
slightly lower than the expected value.

The release profiles of Doxorubicin present a first order kinetics, characteristic of a process of
transport of drug by diffusion, followed by a zero order kinetic characteristic of a degradation
process.

Keywords: Central composite method, Experimental design (DOE), PLGA, Doxorubicin
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1

Introducao

A tecnologia de libertacdo controlada de farmacos representa uma das fronteiras da ciéncia que
envolve diferentes aspectos multidisciplinares podendo assim contribuir muito para o avanco da
salde humana. Os sistemas de libertacdo de farmacos oferecem inlmeras vantagens gquando
comparados com outras formulagdes convencionais.

Algumas dessas vantagens sdo:

(AVA

V.
VI.

Maior eficacia terapéutica, com libertacdo progressiva e controlada do farmaco por
difuséo na matriz e/ou por degradacdo da matriz;

Diminuicéo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na circulacéo;
Variedade na natureza e composic¢éo dos sistemas que funcionam como protectores do
farmaco diminuindo assim a sua instabilidade e decomposi¢do (bio inactivacao
prematura);

Administracéo segura (sem reaccOes inflamatdrias locais) e conveniente (menor numero
de doses);

Possibilidade de direccionar os sistemas para alvos especificos;

Possibilidade de incorporacéo de substancias hidrofilicas;

Estas novas estratégias para o transporte do principio activo incluem aplica¢fes da ciéncia de
colbides nas mais variadas formas tais como emulses multiplas e inversas, micro e nanogéis,
lipossomas, micro e nanoparticulas biodegradaveis, micro e nanocapsulas.

Este capitulo contém excertos e imagens retirados de diversos artigos, disponiveis on-line na “Biblioteca do Conhecimento On-
line”. Os mesmos sdo reproduzidos com autoriza¢do do autor e sujeito aos direitos de autor impostos pelo mesmo.
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2 Revisao da Literatura

Tém sido feitos importantes avangos em medicina na area de administracdo de farmacos com o
desenvolvimento de formas terapéuticas de libertagdo controlada. H& uma grande variedade de
investigacOes dedicadas a libertacdo controlada de farmacos e também as varias propriedades
fisicas que influenciam a libertacdo de farmaco.

A finalidade dos sistemas de libertacdo controlada ¢ manter a concentracdo de farmaco no
sangue ou nas células alvo no valor desejado o maior tempo possivel. Ou seja, eles sdo capazes
de exercer um controlo sobre a taxa de libertagdo de farmaco e sua duragdo [1]. Assim, é
possivel obter uma cinética de libertacdo bem definida de forma a que a concentracdo desejada
de farmaco seja atingida permitindo um tratamento mais eficaz e mais seguro. Estes sistemas
sdo particularmente uteis para a administracdo de farmaco com efeitos secundarios tdxicos
como os farmacos anti tumorais.

Os sistemas para libertagéo controlada de farmaco tém vérias vantagens em relacdo aos métodos
convencionais de tratamento. As vantagens fundamentais sdo: administragdo segura (sem
reacgdes inflamatorias locais) e conveniente (menor ndmeros de doses);possibilidade de
direccionamentos para alvos especificos; maior proteccdo do farmaco a decomposicgdo;
diminuicéo significativa de toxicidade e maior tempo de permanéncia em circulacéo; controlo
do principio activo disponivel; maior efeito terapéutico, com libertacdo gradual e controlada do
farmaco (Liu et al., 2007).

Exemplos de sistemas de libertagdo de farmacos que tém sido desenvolvidos sdo lipossomas,
micro e nanoparticulas poliméricas, emulsdes, micelas poliméricas e fosfolipidicas,
nanoparticulas metalicas, etc. Estes sistemas podem ser utilizados para varios tipos de
compostos como anticorpos, pequenas moléculas, proteinas, etc.

As nanoparticulas poliméricas oferecem grande resisténcia e durabilidade e podem ser
produzidas com uma grande variedade de polimeros biocompativeis, o que Ihes confere grande
versatilidade de aplicagcdo. Permitem, ainda, a incorporacdo de varios farmacos e a
funcionalizacdo da sua elevada &area superficial com moléculas de reconhecimento de células
alvo. As nanoparticulas, devido ao seu tamanho, tém a capacidade de extravasar oS vasos
sanguineos junto dos tumores e por isso sdo particularmente vantajosas no tratamento de
doencas oncoldgicas.

Este capitulo contém excertos e imagens retirados de diversos artigos, disponiveis on-line na “Biblioteca do Conhecimento On-
line”. Os mesmos sdo reproduzidos com autoriza¢do do autor e sujeito aos direitos de autor impostos pelo mesmo.
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2.1 Material polimérico

A aplicacdo de materiais poliméricos para utilizagdo médica tem tido um répido crescimento e
tem sido evidenciada em diversos campos como engenharia de tecidos, implantes de
dispositivos médicos e orgaos artificiais, proteses, oftalmologia, odontologia, regeneracao 6ssea
e outros.

Sistemas poliméricos de libertacdo de farmacos sdo largamente utilizados e ndo sé permitem
uma libertacdo lenta e gradual do ingrediente ativo, como também podem possibilitar o
direcionamento a alvos especificos do organismo, como sitios de inflamacdo ou tumor. Os
polimeros biologicamente degradaveis incluem [4]:

. Polimeros naturais: sdo sempre biodegradaveis como, por exemplo, a celulose e o
quitosano e s&o muito utilizados como matrizes em libertagdo de farmacos.

Il.  Polimeros naturais modificados: um problema encontrado em polimeros naturais é o seu
longo tempo de degradacdo, o que pode ser resolvido adicionando-se grupos polares as
cadeias, que por serem mais labeis podem diminuir o tempo de degradagdo. Outro
problema encontrado é a sua elevada solubilidade em &gua. Neste caso podem ser
modificados por reticulagdo; Ex: reticulacdo de gelatina com formaldeido ou de
quitosano com glutaraldeido. ModificagBes enzimaticas também séo utilizadas, como a
modificagdo de quitosano por tirosinase.

I1l.  Polimeros sintéticos: sdo também largamente utilizados, como, por exemplo, poli
(etileno), poli (alcool vinilico), poli (acido acrilico), poli (acrilamidas), poli
(etinoglicol), poliésteres. No caso dos poliésteres, podem ser constituidos por um
polimero alifatico linear mais simples, como por exemplo o &cido poli glicolitico. O
mondmero é sintetizado a partir da dimerizagdo do acido glicolitico e a polimerizagdo
por abertura do anel permite obter materiais de alta massa molar, com aproximadamente
1-3% do mondmero residual. Os co polimeros de &cido glicolitico com acido I-lactico e
acido dlI-lactico sdo os mais utilizados em sistemas de libertagdo controlada, pois
apresentam muitas vantagens tais como menor tempo de degradagéo. Este menor tempo
de degradacgdo explica-se pela amorfizacdo provocada pela quebra da regularidade entre
as cadeias na presenca do mondémero em co polimeros de &cido I-lactico com 25-70%
em &cido glicolitico.

A biodegradabilidade dos polimeros é a capacidade de um material ser degradado sob a ac¢édo
de elementos vivos, sendo necessario levar em consideracdo o0 meio onde ocorrem as reac¢des
para que a biodegradagdo aconteca. Neste meio devem ser considerados todos os pardmetros
fisicos (temperatura, pressdo...), a composi¢do quimica do meio, além dos parametros
bioldgicos (ac¢do dos animais, microorganismos...) que Se mostram interdependentes.
Actualmente, os polimeros biodegradaveis com durabilidade em uso e degradabilidade ap6s o
uso, tém tido um crescente destaque.

Nas ultimas décadas, o Poli (acido lactico-co- glicolico) (PLGA) tem recebido grande interesse
na &rea médica e farmacéutica devido a sua biodegradabilidade, seguranga toxicolégica, boa
biocompatibilidade e com taxa de degradacio regulavel [2]. E um dos poucos aprovados para
uso clinico em humanos [3]. Hoje em dia, 0 PLGA é amplamente aplicado em sistemas
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parentéricos de entrega controlada de farmacos, incluindo nano- e microparticulas, bem como
implantes e suportes para a engenharia de tecidos [6].

A utilizacdo de PLGA em sistemas de libertacdo controlada de farmacos tem diversas vantagens
que incluem a possibilidade de controlar a taxa de libertacdo em periodos que podem variar de
alguns dias a varios meses e a facil administracdo. Os parametros de formula¢do podem variar a
fim de ajustar os padrGes de libertacdo de farmaco, incluindo o peso molecular do polimero,
tamanho das nanoparticulas, e quantidade de farmaco [3].

A estrutura do polimero em estudo, o PLGA (poli (&cido lactico-co-glicdlico)), encontra-se
representada na figura 2.1.

Hs O

1] [ ] ]

O—CH,—C . LO—CH—C
m

Figura 2.1 Formula molecular do poli (&cido lactico-co-glicélico) [5].

2.2 Farmaco anti tumoral modelo: Doxorubicina

A Doxorubicina (estrutura apresentada na figura 2.2) é um antibi6tico do grupo das antraciclinas
gue exerce 0s seus efeitos sobre as células tumorais através de dois mecanismos diferentes. Ele
actua como agente intercalando ente as bases de ADN, bloqueando assim a sintese de ADN e a
sua transcrigdo. O farmaco também inibe a actividade de uma enzima, a topoisomerase tipo 1l
levando a quebra do ADN gendmico. Ambos 0s mecanismos resultam na interrup¢do do ADN,
0 que em Ultima analise pode levar a morte das células.

A Doxorubicina é atil numa ampla gama de cancros sendo que poucos tipos de cancro ndo
respondem ao medicamento. A Doxorubicina é utilizada no tratamento do linfoma de Hodgkin e
ndo-hodgkin, cancro da mama, cancro dos ovarios, cancro testicular, leucemia aguda, sarcoma
de tecidos moles, cancro de pulmdes, cancro da bexiga, cancro gastrico (estomago), cancro de
tirdide, hepatoma, tumor de Wilms e neuroblastoma. Em 2007, a FDA também aprovou a
Doxorubicina em combinagdo com o bortezomib para o tratamento do mieloma multiplo [7].

A Doxorubicina administrada por via intravenosa é o farmaco modelo utilizado neste trabalho.
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Figura 2.2 Estrutura do farmaco anticanceroso, Doxorubicina [8].

2.3  Cinética de Libertacao

As cinéticas de libertacdo podem ser de trés tipos:

o Cinética de ordem zero
A velocidade de libertacdo permanece constante até que liberte todo o farmaco. E
independente da quantidade de farmaco presente na formulacéo;

o Cinética de meia ordem
A velocidade de libertacdo decresce proporcionalmente a raiz quadrada do tempo;

o Cinética de primeira ordem
A velocidade de libertacdo é proporcional a quantidade de farmaco que existe na
formulacdo e pode ser caracterizada através de um decréscimo exponencial com o
tempo.

A cinética de libertacdo depende da difusividade do farmaco no polimero, da geometria e
tamanho da matriz, da quantidade de farmaco incorporado no interior dessa matriz e se ha ou
ndo degradacgdo ou eroséo da particula.
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2.4 Meétodo de producéo de nanoparticulas

Tém sido utilizados varios métodos de produgdo de nanoparticulas poliméricas tais como o
método de extraccdo/evaporacdo por solvente, o de precipitacdo, o de coacervacdo, por
atomizacdo e secagem (spray-dryier) e métodos utilizando tecnologia supercritica. No entanto, o
mais utilizado tem sido o método de extraccdo/evaporacdo por solvente no qual uma fase
organica contendo polimero e o farmaco é dispersa numa solu¢do aquosa contendo um
emulsificante sob forte agitagdo originando uma emulséo 6leo em &gua (o/w). Esta emulséo é
adicionada a uma solucdo aquosa contendo o emulsificante e deixada sob agitacdo magnética
por 24h. Durante este tempo, o solvente organico é extraido para a fase aquosa e evaporado
permitindo a precipitagdo do polimero como micro ou nanoparticula contendo no seu interior o
farmaco.

No processo de producdo das nanoparticulas pelo método de extraccao/evaporagdo por solvente,
0s parametros experimentais que tém mostrado uma maior influéncia sobre o tamanho das
nanoparticulas e o carregamento do farmaco sdo a razdo de volume entre as fases organica e
aquosa, a concentracdo do estabilizante da emulsdo e o método e duragdo de agitacao.

O objectivo do presente trabalho é produzir nanoparticulas poliméricas de PLGA com
Doxorubicina pelo método de extraccdo/evaporacdo por solvente e estudar o efeito dos
pardmetros de sintese sobre o tamanho das particulas e a sua estabilidade (potencial zeta), a
percentagem de incorporacdo do farmaco nas nanoparticulas e o rendimento do processo.

De forma a reduzir o grande numero de experiéncias a realizar para os 3 parametros
operacionais, utilizou-se um planeamento de experiéncias (DOE). A aplicacdo do método DOE
em optimizacdo do processamento de nanoparticulas é benéfica, particularmente devido ao alto
custo de experimentacao e de complexas estruturas de erro aleatorio [4].

2.5 Desenho de Experiéncias

Para o desenho de experiéncias é fundamental conhecer as variaveis independentes importantes
para os estudos a realizar, assim como os valores dos seus limites inferior e superior.

Algumas experiéncias devem ser realizadas a fim de se obter dados sobre as varidveis
dependentes. A partir desses resultados, devem ser utilizadas técnicas estatisticas de modo a
poder determinar a relacdo de dependéncia das variaveis independentes com as variaveis
dependentes. O desenho de experiéncias é uma dessas técnicas, que actualmente é usada em
grande escala e que permite determinar as varidveis que exercem maior influéncia no
desempenho de um determinado processo, tendo como resultados [9]:

1. Redugdo da variacdo do processo e melhor concordancia entre os valores nominais
obtidos e os valores pretendidos;

2. Reducéo do tempo do processo;

Reducéo do custo operacional;

4. Melhoria no rendimento do processo.

w
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Entende-se por experiéncia (ou ensaio) um teste no qual se efectuam, propositadamente,
alteracBes de certas variaveis ou parametros do processo (os factores) para observar as
mudanc¢as que ocorrem numa ou mais caracteristicas da unidade experimental e identificar as
respectivas causas. Designa-se por unidade experimental a entidade na qual sdo feitas as
medic¢Bes de uma ou mais caracteristicas. Os factores podem ser controlaveis ou ndo. Considera-
se um factor controlével, uma varidvel cujos valores sdo alterados pelos investigadores com o
intuito de determinar o efeito numa ou mais respostas. Os valores que o factor assume
designam-se por niveis (ou tratamentos), podendo estes ser qualitativos ou quantitativos. O
efeito de um factor é a alteracdo media observada na resposta quando o factor muda de nivel.
Designa-se resposta o resultado de uma experiéncia, ou seja, a resposta serd a caracteristica da
qualidade que os investigadores estdo interessados em optimizar. Qualquer desenho ou
planeamento de experiéncias requer, antes da sua execucdo, uma abordagem sistematica para
que a sua aplicacdo conduza a resultados positivos e encontra-se esquematizado na figura

seguinte [9].

Planeamento Analise de resultados
de Objectivo e revisdo do modelo
Experiéncias e planeamento

experimental

Figura 2.3 Estratégia inicial para o planeamento de experiéncias.

Apobs a realizacdo dos ensaios, deve utilizar-se por principio, a anélise de variancia para
tratamento de resultados obtidos. Esta permite determinar de forma objectiva quais os factores
e/ou interaccBes que afectam significativamente a(s) resposta(s); posteriormente, é possivel
determinar a combinag&o de niveis que conduz & maximizacao dos objectivos pré-estabelecidos.

Existem vérios tipos de planeamento de experiéncias:

Desenho com um factor a varios niveis;
Desenho factorial completo;

Desenho factorial fraccionado;

Método de Taguchi;

Otimizacéo simplex;

Metodologia de superficie de resposta;

O O O O O O

No estudo presente vai ser avaliada a metodologia de superficie de resposta.
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2.5.1 Metodologia de superficie de resposta

Usam-se superficies de resposta quando as variaveis de resposta sdo influenciadas por muitas
variaveis independentes e o objectivo é optimizar essas respostas [9]. Se os investigadores
querem maximizar uma variavel de resposta de um determinado processo que seja fungdo de
dois factores, x; € x,, utilizam a seguinte equacéo.

y=f(x,x)+ € 1)

Sendo ¢ 0 erro observado ou o ruido da resposta y. A superficie que representa a equacdo 1 é
chamada superficie de resposta.

A primeira etapa no uso da metodologia de superficie de resposta é determinar a relacdo
matematica entre a variavel reposta e as variaveis independentes. E claro que a primeira relacio
a ser pensada é a mais simples, como uma recta. Se esse polinémio de menor grau ajustar bem a
resposta, entdo a fungéo serd dada por um modelo chamado de modelo de primeira ordem.

Y= Bo+ P1x1+ Paxy + -+ Brxy + € (2)

Se houver curvatura no sistema, entdo o modelo de segunda ordem ou quadratica devera ajustar-
se melhor aos dados, ficando-se com:

Y = By + X1 Bixj + X Xic Bijxix + Xioa Bijxf + ¢ 3)

O procedimento de uso do método de superficie de resposta € sequencial, isto é, quando se
inicia o estudo e se esta longe do ponto Gptimo da resposta, 0s dados sdo bem ajustados para um
modelo de primeira ordem. Mas como se pretende determinar o ponto 6ptimo, deve-se procurar
uma estratégia eficiente de rapidamente se encontrar as condi¢es operacionais ideais que levem
a isso. Uma vez encontrada a possivel regido onde o ponto éptimo esta, devera ser adoptado um
modelo de segunda ordem, para se poder encontrar o ponto 6ptimo nessa regido. A figura 2.4
apresenta a metodologia que foi descrita.

Regido de operabilidade
para 0 processo

( /
/ // R‘,;nao do (’)limo/ /

0
Caminho da ascendeste

/85
/ S
P %o e

2

_~TCondigdes -
operacionais
atuais

Contornos de resposta
constante

Figura 2.4 Metodologia de superficie de resposta [10].
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2.5.2 Desenho de experiéncias usando o método do composto central

O planeamento do composto central deve ser utilizado quando se pretende verificar a curvatura
de um plano, ou seja, quando se pretende verificar a existéncia de termos quadraticos no modelo
de regressao.

Este tipo de planeamento consiste numa parte referente ao planeamento factorial 2% (ou de um
planeamento fraccionario, com resolucdo V), com n; orientagGes, 2k orientagbes axiais ou

estrela e n, orientagdes centrais. A figura 2.5 apresenta os pontos do planeamento do composto
central para o caso de 2 factores [9].

X2

2
{0, 1.414)
=1, 1) 1.1
L - - L Xy
=2 (-1.414,0) (0,0 (1.414,0) +2
(=1,-1) 1,-1)
(0, -1.414)
2

Figura 2.5 Pontos experimentais do planeamento do composto central, para duas variaveis independentes.

Quatro diferentes modelos podem ser testados sequencialmente no planeamento composto
central:

a) Somente Termos Lineares dos Efeitos Principais;

b) Termos Lineares e Quadraticos dos Efeitos Principais;

c) Termos Lineares dos Efeitos Principais e Interac¢es de Segunda Ordem;

d) Termos Lineares e Quadraticos dos Efeitos Principais e Interac¢des de Segunda Ordem.

Neste tipo de planeamento, existem dois parametros que devem ser especificados: a distancia a
a partir do centro do planeamento até aos pontos axiais e 0 nimero de pontos centrais n..

O pardmetro o é chamado de rotabilidade. E importante para o modelo de segunda ordem
fornecer previsdes, através da regido de interesse, que tenham uma variancia razoavelmente
consistente e estavel nos pontos de interesse das variaveis independentes. Box e Hunter
afirmaram que a superficie de resposta de segunda ordem deve ser rotacionavel. Isso significa
que a variancia do valor previsto para a resposta € a mesma em todos 0s pontos das variaveis
independentes que estejam a mesma distancia do centro de planeamento. [9] Ou seja, a variancia
da resposta prevista é constante nas esferas.

10
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O planeamento do composto central pode se tornar rotacionavel dependendo do valor de o, que
por sua vez depende do numero de pontos na porcdo factorial do planeamento. Ele é dado por
o = (nF)'/*. Na realidade, o valor o é ditado principalmente pela regifo de interesse.

A rotabilidade é uma propriedade esférica, isto é, é um critério do método, usado guando a
regido de interesse € uma esfera. No entanto, ndo é importante ter uma rotabilidade exacta para
se ter um bom planeamento. Na verdade, para uma regido esférica de interesse, a melhor escolha
de o, de um ponto de vista de previsdo de variancia, é estabelecé-la igual a k/2. Todos 0s
pontos do planeamento factorial e axial ficam sobre uma esfera tendo o planeamento que incluir
pontos centrais a fim de prover uma variancia razoavelmente estivel da resposta prevista.
Geralmente recomenda-se usar de trés a cinco pontos centrais.

Uma outra caracteristica de qualquer planeamento € ser ortogonal. O célculo de o de modo a
tornar o planeamento ortogonal € dada pela equacéo (4):

1/2 1/2]% ne Y
a={[(nF+nA+nc) 12 —ny ] T} 4

Sendo ng,n, € ne 0 numero de pontos nas porgOes factorial, axial (ou estrela) e central,
respectivamente. No caso de haver blocos, a é calculado por:

o= [l e ©

1+ncp/ng

Em que ncy € ner S8 0 numero de pontos centrais nas porgdes axiais e factorial do
planeamento.

Na tabela 2.1 encontram-se listados trabalhos de produgdo de micro e nano particulas utilizando
desenho de experiéncias existentes na literatura.

Tabela 2.1 Trabalhos de producdo de micro e nanoparticulas utilizando desenho de experiéncias.

Tipo de Particulas Variaveis Resultados Referéncia

Parémetros:

-Concentragdo de
nanoparticulas e excipiente na
alimentagdo (mg/ml)
-Proporgdo nanoparticulas com
excipiente (%p/p)

-Nanoparticulas de _Excipiente (subs.

-Os produtos produzidos com lactose

PLGA . - e trealose possuiam caracteristicas
farmacologicamente inactiva) -
. semelhantes. O manitol mudou os [7]
. (Manitol, Lactose e Trealose) - . x
-siRNA (small efeitos exercidos pela propor¢édo e um
interfering RNA) Respostas: pouco pela concentragéo.
-Rendimento

-Teor de humidade no p6
-Morfologia da particula
-Tamanho aerodindmico de
particula

11
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Tipo de Particulas Variaveis Resultados Referéncia
-Tamanho da Nanoparticulas varia
entre 99,47 a 680,7 nm, tendo a
Parametros: maioria 99,47 a 188,2 nm;
. : . -Percentagem de incorporagao foi de
-Quantidade de polimero :
x 40% a 90,23%;
-Concentragdo de MIT . - .
. ~ - -Nanoparticulas esféricas, discretas,
-Nanoparticulas de -Proporgao de fase organica sem aareaacio. suerficie
PEG-PLGA-PEG com fase aquosa gregagdo, i P
morfoldgica lisa; [10]
-Mitoxantrone (MIT) ﬁfgzzﬁf:da Nanobarticulas -Condicdes ideais para a producéo de
1op > PEG-PLGA-PEG com MIT em
-Percentagem de incorporacédo < o -
do farmaco relagdo ao tamanho e % incorporacéo:
PEG-PLGA-PEG com 9 mg/ml, MIT
com 27,5 mg/ml e uma propor¢éo de
17/2 (viv).
Parametros:
-Tempgratura — -Morfologia de PLGA: Particulas
-Velocidade de agitagdo esféricas, com uma superficie lisa
-Concentragdo de PLGA sem orc;s ou cavidadSS' ’
-Microesferas de PLGA | -Concentracdo de surfactante P ! [11]
. -Tamanho médio das microesferas:
Respostas: 272197 um:
-Tamanho das microparticulas ' L H,
(PLGA)
-Polidispersdo de microesferas
Param_etros: - -Molaridades entre 1,3-1,4 e as taxas
. -Velocidade de agitacdo .
-Nano particulas super - de homogeneidade entra 7200-9000
. -Molaridade
paramagnéticas de rpm parecem fornecer uma gama
Oxido de ferro . estavel para a produgdo de [12]
Respostas: iculas d -
“Tamanho de particulas nanoparticulas de magnetite com
-Prooriedades maanéticas tamanho de particulas semelhante e
P g com PVA.
- O potencial zeta ndo foi
significativamente influenciado pelos
Parametros: dois parametros em estudo;
-Concentragao de polimero -Para cada concentracgéo de polimero
- Nano particulas de -Concentracdo de insulina no a eficiéncia de encapsulagédo
dialquilaminoalquil- nano complexo aumentou com o aumento de insulina
amina-poli (alcool no nano complexo, até um maximo. [13]
vinilico) -g-poli (&cido | Respostas: Paradoxalmente, as eficiéncias de
lactico-co-glicdlico) -Eficiéncia de encapsulamento encapsulamento menor foram
carregado com insulina | -Rendimento encontradas com as maiores
-Potencial zeta concentracOes de polimero;
-Tamanho de particula -0 rendimento é significativamente
influenciado pela concentragdo de
insulina no nano complexo;
Parametros:
- Peso molecular do polimero -0 tamanho da particula ndo depende
-Quantidade de insylina de nenhuma variavel;
. . -Concentrag&o de Alcool -Quando h& uma menor concentracéo
- Microesferas de poli livinili insuli x
(DL-cido lictico) polivinilico (PVA) de insulina e menor concentragao de
PVA, existe um menor efeito de [14]

carregadas com
insulina

Respostas:

-Eficiéncia de encapsulamento
-Rendimento

-Tamanho de particula
-Rutura da particula

ruptura e um maior efeito na
eficiéncia de encapsulamento, mas
também uma diminuicédo na taxa de
libertag&o;
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Tipo de Particulas Variaveis Resultados Referéncia
Parametros: - Sem o PVA o tamanho das
-Polimeros particulas aumentou 1 um.
-concentragdo de PVA -Os valores do potencial zeta foram
- Nanoparticulas de (2 niveis (antes e depois de ligeiramente negativos, os valores
Poli (4cido lactico-co- liofilizar)) mais extremistas do potencial zeta [15]
glicélico) (PLGA) foram obtidos quando o poloxamer e
Respostas: o carbopol foram utilizados.

-Potencial zeta
-Tamanho da particula

-A homogeneizagdo diminuiu o
tamanho da particula e a taxa de
libertagcdo de ciprofloxacina, mas
aumentou a eficiéncia de
encapsulamento.

Parametros:

-Numero de ciclos de
homogeneizagéo

-Adicdo de acido bérico
-Concentragdo ciprofloxacina

- Nanoparticulas de -Oleo . - -

LA -A adicéo de acido bdrico aumentou a
Poli (acido lactico-co- taxa de libertagio de fArmacos [16]
glicélico) (PLGA) Respostas: '

-Potencial zeta

-Tamanho da particula
-Eficiéncia de carregamento do
farmaco

-Libertacéo do farmaco

-A razéo O/W influenciou a taxa de
libertacdo de farmaco, sendo que a
libertagdo do farmaco foi mais rapida
quando o volume da fase orgénica era
maior.

Uma vez que a velocidade de libertacdo de farmaco é determinada pelas propriedades das
nanoparticulas, sendo as mais importantes o tamanho e o grau de carregamento de farmaco,
estas ultimas foram escolhidas como varidveis dependentes. As outras variaveis dependentes
escolhidas estdo relacionadas com a eficiéncia do processo de producdo e de armazenamento,
nomeadamente o rendimento e o potencial zeta, respectivamente. Assim, as variaveis
dependentes escolhidas sdo: tamanho, potencial zeta, carregamento de farmaco nas particulas e
rendimento da producédo de particulas. As varidveis independentes consideradas neste trabalho
sdo a concentracao de acido polivinilico (PVA) (%P/V) na solucéo aquosa da primeira emulsdo
(% PVA), o volume de solugdo de PVA (ml) adicionado na formulacdo da primeira emulsdo
(Vpva) € 0 tempo de sonicagao (S) (Tsonicago)-
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Para a formacdo da nanoparticulas, foi utilizado o polimero Poli (&cido lactico-co-glicolico)
(PLGA) e como emulsificante o &cido Polivinilico (PVA), ambos fornecidos pela Sigma-
Aldrich.

Como solventes foram utilizados o diclorometano e a acetona, com graus de pureza de 99,9% e
95%, respectivamente, tendo sido fornecidos pela Fluka (Alemanha).

A Doxorubicina foi fornecida pela Sigma.

Para a concretizagdo dos ensaios de libertacdo, foi utilizado uma solugdo tampédo de PBS,
tampéo fosfato salino, que foi fornecida pela Fluka (Alemanha).

3.2 Meétodos

Foram produzidas particulas de PLGA com Doxorubicina, pelo método de
evaporacdo/extraccdo de solvente variando a concentragcdo de PVA, o volume de PVA e o
tempo de sonicacéo.

3.2.1 Preparacao de nanoparticulas

3.2.1.1 Desenho de experiéncias para a preparacao de nanoparticulas de PLGA com
Doxorubicina

O modelo de planeamento de experiéncias escolhido para este estudo foi o desenho de
experiéncias do composto central. A optimizacdo das condigbes experimentais na preparacao
das Nanoesferas de PLGA foi feita no programa estatistica STATISTICA 8 da StatSoft,
utilizando-se o Design & Analise de experiéncias do composto central (superficie de Resposta)
[10].

As variaveis dependentes usadas neste trabalho, por se considerar que sdo as que maior
influéncia terdo sobre a estabilidade das nanoparticulas e a velocidade de libertacdo do farmaco,
sdo:

Este capitulo contém excertos e imagens retirados de diversos artigos assim como procedimentos experimentais baseados em artigos
jé publicados, disponiveis on-line na “Biblioteca do Conhecimento On-line”. Os mesmos sdo reproduzidos com autorizagdo do autor
e sujeito aos direitos de autor impostos pelo mesmo.
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- Tamanho (nm)

- Potencial Zeta (mV)

- Carregamento de farmaco (% p/p)
- Rendimento (% p/p)

Como variaveis independentes foram escolhidas trés variaveis que, em estudos preliminares,
mostraram maior influéncia sobre as caracteristicas das particulas:

-Concentracdo de PVA (% P/V) na solucdo aquosa da primeira emulséo (% PVA)
-VVolume de solugdo de PVA (ml) adicionado na formulacéo da primeira emulsdo (Veya)
-Tempo de sonicagéo (s) do processo de emulsificacdo (Tsonicaco)

Os valores dos limites escolhidos para as varidveis independentes, seleccionados a partir de
resultados preliminares, sdo apresentados na tabela 3.1. Foram também determinados os valores
maximos e minimos para os valores fora do intervalo utilizando um valor de o de 1,682. [17]

O planeamento de experiéncias encontra-se na tabela 3.2, onde se apresentam os valores
utilizados para cada varidvel independente.

Tabela 3.1 Limites das variveis independentes.

Variavel independente Limite Limite Limite
O inferior | minimo | médio | maximo | @ Maximo
% PVA (P/V) 0,28 11 2,3 3,5 43
Veya (M) 43 7 11 15 17,7
T sonicacio (5) 21,2 40 67,5 95 11328

Tabela 3.2 Desenho de experiéncias para as varidveis independentes: %PVA (P/V); Vpya (MD); Teonicacio (5)-

% PVA (P/V) Veva (ml) Tsonicagio ()
Exp 1 1,10 7,00 40,00
Exp2 1,10 7,00 95,00
Exp 3 1,10 15,00 40,00
Exp 4 1,10 15,00 95,00
Exp5 3,50 7,00 40,00
Exp 6 3,50 7,00 95,00
Exp7 3,50 15,00 40,00
Exp 8 3,50 15,00 95,00
Exp 9 0,28 11,00 67,50
Exp 10 4,32 11,00 67,50
Exp 11 2,30 4,27 67,50
Exp 12 2,30 17,70 67,50
Exp 13 2,30 11,00 21,20
Exp 14 2,30 11,00 113,70
Exp 15 2,30 11,00 67,50
Exp 16 2,30 11,00 67,50
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3.2.1.2 Preparacao de nanoparticulas com Doxorubicina

Preparou-se uma solucéo de 25mg de PLGA e 2,5mg de Doxorubicina em 500ul de acetona e
750ul de diclorometano. Esta solugdo foi adicionada a uma solugdo de PVA tendo a emulsao
resultante sido sujeita a sonicacdo a uma poténcia de 2000W por um determinado tempo. A
nanoemulsao resultante foi adicionada a 25 ml de PVA com concentracdo de 0,25% W/V sob
ligeira agitacdo magnética. Decorridas 24 horas de agitacdo, centrifugou-se a mistura a uma
velocidade de 10000rpm (Sartorius, Sigma 4K15), durante 4 minutos. De seguida, retirou-se o
sobrenadante e o precipitado foi lavado 3 vezes com agua. O precipitado obtido foi liofilizado.

Foram preparadas 16 formulacfes com diferente concentracdo de PVA, volume de PVA usado
na 12 emulsédo e tempo de sonicagdo. Os valores utilizados encontram-se na tabela 3.2.

3.2.2 Caracterizacdo das nanoparticulas

3.2.2.1 Caracterizacdo Morfolégica das Nanoparticulas por Microscopia
Electrénica de Varrimento (SEM)

A caracterizacdo morfoldgica das nanoparticulas foi realizada por microscopia electrénica de
varrimento (SEM), utilizando um microscopio ZEISS 960. As particulas foram colocadas numa
fita adesiva e cobertas com uma fina camada de ouro/paladio.

3.2.2.2 Caracterizacdo do tamanho e carga superficial por Dispersdo Dinamica de
luz (DLS)

Os valores do Potencial Zeta e do tamanho das nanoparticulas foram obtidos por Dispersao
Din&mica de Luz (DLS) (Zeta Sider-Nano Series, Model Nano-zs from Malvern Instrumentals).
As nanoparticulas liofilizadas foram ressuspensas em PVA antes da medicao.
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3.2.2.3 Caracterizacao de Propriedades Cristalinas por Calorimetria de Varrimento
Diferencial (DSC)

As temperaturas de transicdo vitrea do polimero de PLGA, foram obtidas por Calorimetria de
Varrimento Diferencial (DSC), usando Setaram DSC131, equipado com um sistema de anélise
de dados térmicos. Amostras de 10 mg foram colocadas em recipientes de aluminio, seladas e
aquecidas de -20°C a 80°C com uma taxa de aquecimento de 5°C/min sob uma atmosfera de
azoto.

3.2.2.4 Carregamento de doxorubicina

A doxorubicina foi quantificada por espectrofotometria de U.V, ao comprimento de onda de
482nm no espectrofotometro Ultrospec 3100 Pro UV/visible.

A concentracdo de Doxorubicina na amostra foi calculada utilizando uma recta de calibragédo
previamente determinada a partir de solucGes padrdo de Doxorubicina as concentraces
encontram-se no anexo 1.

A massa de farmaco na particula foi obtida pesando-se aproximadamente 1mg ou 5mg,
dependendo da quantidade obtida de particulas, e dissolvendo-se em 5ml de diclorometano.
Posteriormente juntou-se 4ml de &gua para o polimero precipitar na superficie e com o
sobrenadante efectuar-se a leitura no espectrofotometro. SO depois foi possivel quantificar a
quantidade de massa de fa&rmaco na particula.

A percentagem de carregamento de farmaco nas nanoparticulas foi calculada utilizando a
equacdo (6):
massa de farmaco na particula

Carregamento de farmaco (%) = massa de particula x 100 (6)

3.2.2.5 Rendimento das particulas

0 rendimento das particulas foi calculado a partir da seguinte equacao:

) massa de particulas obtida
Rendimento (%) =

x 100 7
(massa de polimero + massa farmaco)inicial ™
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3.2.3 Ensaios de Libertacéo

Os graficos representando as varidveis independentes em funcdo das varidveis dependentes
obtidos no programa Statistica foram analisados tendo-se escolhido as varidveis dependentes
Optimas. Foram entdo produzidas particulas para dois conjuntos de condi¢Bes 6ptimas. Foram
realizados ensaios de libertacdo de farmaco para os dois tipos de particulas produzidas.

Assim, pesaram-se 8mg de nanoparticulas contendo farmaco num tubo ao qual foram
adicionados 7ml de tampdo PBS (pH=7,4). Os tubos de amostra foram colocados numa
incubadora a uma temperatura de 37°C e a uma velocidade de agitacdo de 120rpm.

Foram recolhidas amostras a determinados intervalos de tempo e medida a concentracdo do
farmaco nas amostras. As amostras foram centrifugadas durante 6 minutos a uma velocidade de
11000rpm. Retiraram-se 6ml do sobrenadante e juntaram-se 6ml de tampdao PBS fresco ao tubi
de amostra contendo as nanoparticulas. O tubo foi colocado de novo na incubadora. O
sobrenadante foi analisado por espectrofotometria para a determinacdo da concentracdo de
farmaco, de acordo com 3.2.2.4.

A percentagem de Doxorubicina libertada foi obtida a partir de medic¢Ges da concentragdo de
farmaco, efectuadas ao longo do tempo, utilizando a equacao seguinte.

o ) Massa acumulada de farmaco libertada
%Doxorubicina libertada = Massa de farmaco inicial x 100 (8)
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4 Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacdo das Nanoesferas

As esferas de PLGA com Doxorubicina obtidas foram caracterizadas em termos morfolégicos,
por microscopia electrénica de varrimento (SEM) e em relacdo as propriedades cristalinas, por
calorimetria de varrimento diferencial (DSC). Apresentam-se em seguida os resultados obtidos.

4.1.1 Caracterizacdo Morfoldgica das Nanoesferas

As fotografias das esferas de PLGA com o farmaco Doxorubicina, para as varias experiéncias
realizadas, onde se alteraram as variaveis independentes (% PVA, Vpya, Tsonicagao),0btidas por
microscopia estdo representadas nas figuras 4.1, 4.3, 4.5e 4.7.

4111 Experiénciala4d

Esferas de PLGA com Doxorubicina, nas condi¢Bes seguintes:

% PVA (P/V) Vpva (ml) Tsonicacao (S)
Exp 1 1,10 7,00 40,00
Exp 2 1,10 7,00 95,00
Exp 3 1,10 15,00 40,00
Exp 4 1,10 15,00 95,00

Este capitulo contém excertos e imagens retirados de diversos artigos, disponiveis on-line na “Biblioteca do Conhecimento On-
line”. Os mesmos sdo reproduzidos com autorizagdo do autor e sujeito aos direitos de autor impostos pelo mesmo.
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Zat Aa S

- 100nm MicroLab - 100nm Microlab
X 30,000 10.0kV SEI SEM X 30,000 10.0kV SEI SEM

. .
- 100nm MicroLab - 100nm MicroLab
X 30,000 10.0kV SEI SEM X 30,000 10.0kV SEI SEM

Figura 4.1 Fotografia (SEM) das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas para 1,1% PVA: a) Expl
(Veva=Tml, Tgnic=40s); b) Exp 2 (Veva=7ml,Tgnic=95s); €) Exp 3 (Veva=15ml,tynic=40s); d) Exp 4
(Veva=15ml, Tgonic=958);

Observando a figura 4.1, verifica-se que as particulas obtidas tém uma forma esférica
apresentando uma superficie lisa, o seu aspecto é uniforme homogéneo e encontram-se
dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre 100 nm e 500 nm, de acordo com

as medigdes efectuadas manualmente a partir das fotografias obtidas. O gréfico de distribuicdo
de tamanhos encontra-se na figura 4.2.

EXP1la4

HExp1l
HExp2
WExp3
L Exp 4
N N : : : I._- - -

100,0 166,7 233,3 300,0 333,3 400,0 466,7

Tamanho (nm)

Frequéncia

= = N N w
o (6] o (6, ] o
1 1 1 1 ]

(2}
1

o

Figura 4.2 Distribuicdo de tamanho de esferas para as experiéncias 1, 2, 3 e 4;
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4.1.1.2 Experiéncia5a8

Esferas de PLGA com Doxorubicina, nas condi¢des seguintes:

% PVA (P/ V) Vpva (ml) Tsonicagﬁo (S]
Exp 5 3,50 7,00 40,00
Exp 6 3,50 7,00 95,00
Exp 7 3,50 15,00 40,00
Exp 8 3,50 15,00 95,00

— ipm MicroLab - 100nm MicroLab
10.0kV SEI SEM X 30,000 10.0kvV SEI SEM

4
- 100nm MicroLab L 100nm MicroLab
10.0kV SEI SEM X 30,000 10.0kV SEI SEM

Figura 4.3 Fotografia (SEM) das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas para 3,5% PVA: a) Exp 5
(Veva=Tml,  Tgonic=40s); b) Exp 6 (Veva=7ml Tsic=958); C)EXp 7 (Vpya=15mltsnic=40s); d) Exp 8
(Veva=15ml, Tic=95s);

Observando a figura 4.3, verifica-se que as particulas para a Exp 5 (Fotografia a) ndo tém
qualquer forma apresentando-se aglomeradas, para a Exp 6 (Fotografia b) tém uma forma
indefinida com a superficie lisa, encontrando-se as particulas muito aglomeradas, para a Exp 7
(Fotografia c) tém uma forma esférica com a superficie lisa, no entanto algumas tém um aspecto
irregular e ndo se encontram completamente dispersas e para a Exp 8 (Fotografia d) tém uma
forma esférica com a superficie lisa, ndo tém um aspecto uniforme nem homogéneo e ndo se
encontram dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre 100 nm e 800 nm para
a Exp 6 e entre 100nm e 300 nm para as Exp 7 e 8, de acordo com as medicgbes efectuadas
manualmente a partir das fotografias obtidas e ilustradas na distribuicdo de tamanhos
representados na figura 4.4.
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EXP6a8
35 4
30 -
25 -
0
g 20
<qg.|- HExp 6
2 15 HExp 7
10 L Exp 8
5
0 T - T - T . T - 1
100,0 166,7 233,3 300,0 333,3 400,0 533,3 766,7
Tamanho (nm)
Figura 4.4 Distribui¢do de tamanho de esferas para as experiéncias 6, 7 e 8;
4.1.1.3 Experiéncia9a 12
Esferas de PLGA com o farmaco Doxorubicina, nas condi¢des seguintes:
% PVA (P/V) Vpva (ml) Tsonicacao (S)
Exp 9 0,28 11,00 67,50
Exp 10 4,32 11,00 67,50
Exp 11 2,30 4,27 67,50
Exp 12 2,30 17,70 67,50
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- 100nm MicroLab
X 30,000 10.0kV SET SEM

= 100nm MicroLab = 100nm MicroLab
X 30,000 10.0kv SEI  SEM X 30,000 10.0kV SEI  SEM

Figura 4.5 Fotografia (SEM) das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas para: a) Exp 9 (0,28% PVA,
Vpva=11lml, Tgnic=67,55); b) Exp 10 (4,32% PVA, Vpya=11ml,T,ic=67,55); e para 2,30% PVA: c)Exp 11
(VpVA=4,27mI,tsoniC=67,55); d) EXp 12 (VPVA=17,7mI,TsoniC=67,55);

Observando a figura 4.5, verifica-se que as particulas obtidas para as Exp. 9 e 11 (fotografias a e
c) tém uma forma esférica com a superficie lisa, ndo tém um aspecto uniforme nem homogéneo
e apresentam algum grau de aglomeracdo, para a Exp 10 (fotografia b) as particulas tém uma
forma indefinida com a superficie lisa, encontrando-se as particulas muito aglomeradas, para a
Exp 12 (fotografia d) ttm uma forma esférica com a superficie lisa de aspecto uniforme,
homogéneo e dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre 60 nm e 350 nm, de
acordo com as medicOes efectuadas manualmente a partir das fotografias obtidas, ilustradas na
distribuicdo de tamanhos apresentados na figura 4.6.

. EXP9a 12

30 A
0
o B Exp9
€20 -
g - HExp 10
*10 - mExp 11

M TN T

66,7 100,0 133,3 166,7 200,0 266,7 333,3
Tamanho (nm)

Figura 4.6 Distribuicdo de tamanho de esferas para as experiéncias 9, 10, 11 e 12;
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4.1.1.4 Experiéncia 13 a 16

Esferas de PLGA com o farmaco Doxorubicina, nas condigdes seguintes:

% PVA (P/ V) Vpva (ml) Tsonicagﬁo (S]
Exp 13 2,30 11,00 21,20
Exp 14 2,30 11,00 113,70
Exp 15 2,30 11,00 67,50
Exp 16 2,30 11,00 67,50

= 100nm MicroLab ™ 100om Microlab
30,000 10.0kvV SEI  SEM 10.0kv SEI  SEM

== 100nm MicroLab 100nm MicroLab
X 30,000 10.0kV SEI  SEM X 30,000 10.0kV SEI SEM

Figura 4.7 Fotografia (SEM) das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas para 2,3% PVA e Vpya=11ml: a)
Exp 13 (Tsonic=21,3s); b) EXp 14 (Teonic=113,75); C)EXP 15 (tsonic=67,5s); d) EXp 16 (Tsonic=67,5S);

Observando a figura 4.7, verifica-se que as particulas para a Exp 13 (fotografia a) tém uma
forma esférica com a superficie lisa, ndo tém um aspecto uniforme nem homogéneo e
encontram-se aglomeradas, para as Exp 14 e 16 (fotografias b e d) tém uma forma esférica com
a superficie lisa, ndo tém um aspecto uniforme nem homogéneo e ndo se encontram dispersas e
para a Exp 15 (fotografia c) tém uma forma esférica com a superficie lisa de aspecto uniforme,
homogéneo e dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre 100 nm e 350 nm,
de acordo com as medic¢des efectuadas manualmente a partir das fotografias obtidas, ilustradas
na distribuicdo de tamanhos apresentados na figura 4.8.
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EXP 13 a16

50 -+

40 -
©
S 30 - mExp 13
S
20 - mExp 14
fr

10 - m Exp 15

O -1 T I T . T T -__I EXp 16

100,0 133,3 166,7 200,0 233,3 266,7 333,3

Tamanho (nm)

Figura 4.8 Distribuicdo de tamanho de esferas para as experiéncias 13, 14, 15 e 16;

A tabela 4.1 apresenta os intervalos e os valores médios de tamanho das nanoesferas obtidos
pelas medigdes efectuadas manualmente pela observacéo das fotos obtidas pelo SEM.

Tabela 4.1 Intervalos e valores médios de tamanhos das nanoparticulas;

Intervalo de Tamanho médio

tamanhos (nm) (nm)
Exp 1 100 - 470 200
Exp 2 150 -300 167
Exp 3 100 - 470 183
Exp 4 100 - 300 167
Exp 5 0-0 0
Exp 6 100-770 133
Exp 7 100 - 240 133
Exp 8 100 - 240 133
Exp 9 60-170 100
Exp 10 60 - 340 133
Exp 11 100 -200 100
Exp 12 100 - 340 167
Exp 13 100 - 340 167
Exp 14 100 - 340 100
Exp 15 100 - 340 100
Exp 16 100 - 240 100
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4.1.2 Caracterizacdo do Tamanho e Potencial Zeta das nanoesferas por
Dispersédo Dinamica de luz (DLS)

Os valores do tamanho e do potencial zeta obtidos por DLS para as nanoesferas produzidas
estdo apresentados na tabela 4.2.

Tabela 4.2 Tamanho e Potencial Zeta obtidos por DLS;

Tamanho DLS (nm) Potencial Zeta (mV)
Exp 1 3279 -6,07
Exp 2 840,6 -5,72
Exp 3 497,1 -6,20
Exp 4 332,7 -3,06
Exp 5 215,2 -5,41
Exp 6 322,2 -6,76
Exp 7 1289,9 -5,30
Exp 8 352,0 -4,73
Exp 9 323,7 -491
Exp 10 412,3 -6,75
Exp 11 426,3 -16,98
Exp 12 3155 -5,68
Exp 13 853,1 -6,28
Exp 14 307,1 -6,62
Exp 15 424,0 -9,96
Exp 16 301,7 -9,96

O potencial zeta mede o potencial na dupla camada eléctrica que rodeia uma particula
carregada. A magnitude do seu valor da uma indicacdo da estabilidade do sistema coloidal.
Quando o seu valor absoluto é elevado as particulas tém tendéncia a repelir-se, enquanto que
para valores absolutos baixos poderdo agregar-se. Assim, em geral suspensdes coloidais estaveis
apresentam um potencial zeta préximo de 30 mV (podendo ser um valor positivo ou negativo).

Nas experiéncias 4, 8 e 9 os valores do potencial zeta medido variam entre 0 e 5 mV, o que pode
indicar que as nanoparticulas poderdo apresentar alguma tendéncia para sofrerem agregacao. De
facto, esta tendéncia de aglomeracdo esta de acordo com os resultados obtidos por microscopia
(SEM).

Na experiéncia 11 o valor do potencial zeta obtido foi de -16,98 mV, o valor mais elevado. O
que indica uma maior estabilidade das particulas.

Nas restantes experiéncias as nanoparticulas apresentaram um potencial zeta entre 5 e 10 mV, o
que pode indicar alguma instabilidade coloidal e tendéncia para aglomeragao.

Comparando os valores dos tamanhos obtidos pela medicdo efectuada a partir da anélise das
imagens de SEM com os valores obtidos por DLS, conclui-se que os valores obtidos por DLS
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sdo muito superiores aos obtidos a partir do SEM. O que confirma a agregacdo das particulas
em solucdo aquosa.

Assim, os valores de DLS obtidos referem-se ao tamanho de agregados e nao ao tamanho das
particulas individuais. Por este facto optou-se por considerar como tamanho das particulas 0s
valores medidos por analise das fotografias obtidas por microscopia.

4.1.3 Calorimetria de Varrimento de Diferencial (DSC)

Foram caracterizadas as propriedades cristalinas do polimero utilizado na producdo das
nanoparticulas, PLGA, por calorimetria de varrimento diferencial (DSC), apresentando-se
abaixo o termograma correspondente.

[BseTarAm (Fig: Experiment:  MPLGA4B Atm, - N2 Grugible : Al 100 pl
B moranon snzimowy
DSC 131 11-09-08  Procedure : MPLGA(-} (Seq 8) Mass (mg) : 8.531
. P S T i T — T T T S E—
|Heat Flow/ mW |
Exo
0.3 -
Método: -20 °C - 80 °C 5 "Cimin
0.5 (2° Aquecimento) |
o7 \\ |
0.9 -
ER -
1.3 Tg:43.00 °C _
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Figura 4.9 Termograma obtido por calorimetria de varrimento diferencial (DSC) para 0 PLGA,;

Observando o termograma, verifica-se que a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) do polimero,
PLGA, é de 43°C, valor caracteristico do PLGA. Este valor representa a temperatura a partir da
qual o polimero passa de um estado amorfo e quebradico, apresentando uma estrutura rigida,
para um estado maleavel.

Como os ensaios de libertacdo sdo realizadas a 37°C, o polimero encontra-se no estado amorfo.
No entanto, dada a proximidade com a Tg, as suas cadeias deverdo apresentar ja alguma
flexibilidade, o que facilitara a velocidade de libertagdo da Doxorubicina.
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4.1.4 Resultado das Variaveis dependentes para cada experiéncia

Na tabela 4.3 sdo apresentados os valores obtidos para as variaveis dependentes em todas as
experiéncias realizadas.

Tabela 4.3 Variaveis dependentes obtidas nas experiéncias: Tamanho, potencial zeta, carregamento de farmaco e

rendimento.
Tamanho médio | Potencial Zeta | Carregamento de | Rendimento

(nm) (mV) farmaco (%op/p) (%op/p)
Exp 1 200 -6,07 5,38% 62,32%
Exp 2 167 -5,72 4,06% 65,45%
Exp 3 183 -6,20 3,95% 50,62%
Exp 4 167 -3,06 4,07% 43,60%
Exp 5 0,0 -5,41 26,27% 28,33%
Exp 6 133 -6,76 80,54% 26,69%
Exp 7 133 -5,30 5,64% 45,27%
Exp 8 133 -4,73 5,18% 43,48%
Exp 9 100 -4,91 28,46% 28,35%
Exp 10 133 -6,75 12,14% 35,59%
Exp 11 100 -16,98 29,58% 29,80%
Exp 12 167 -5,68 6,02% 42,02%
Exp 13 167 -6,28 4,52% 68,85%
Exp 14 100 -6,62 20,79% 29,12%
Exp 15 100 -9,96 23,91% 33,12%
Exp 16 100 -9,96 22,12% 34,64%

4.2 Optimizacgdo das condicOes experimentais no Statistica

A optimizacdo das condigdes experimentais na preparacdo das nanoesferas de PLGA foi feita no
programa estatistica STATISTICA 8 da StatSoft, utilizando-se o Desenho & Anélise de
experiéncias usando o método do Composto Central.

As varidveis independentes (condigdes experimentais) sdo a % PVA (P/V), Veya (Ml) € 0 Teon

(9)-

4.2.1 Desenho de Experiéncias no Statistica

Para poder aplicar o Desenho de Experiéncias usando o método do Composto Central,
escolheram-se os limites superior e inferior das condi¢es experimentais em estudo. Estes foram
seleccionados com base em estudos preliminares e estdo apresentados na tabela 3.1 na se¢do
3.2.1.1.
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O Desenho de Experiéncias realizou-se no Statistica 8, onde foram seguidos alguns passos para
a sua execucao.

No programa, clica-se em Statistics e em seguida sequencialmente Industrial Statistica & Six
Sigma; Experimental Design (DOE); Central Composite, non-factorial, Surface Design.
Posteriormente, escolheu-se no separador Design Experimental um Design com 3 factores, 1
bloco e 16 runs (3/1/16), tendo-se em seguida introduzido os valores dos factores (estando estes
inicialmente na forma padrdo) [10]. O programa Statistica constréi assim uma tabela com as
variaveis independentes a usar nas varias experiéncias (tabela 3.2 apresentada na se¢do 3.2.1.1).

4.2.2 Analise do Desenho de experiéncias no Statistica

A analise do Desenho realizou-se no Statistica 8, onde foram seguidos alguns passos para a sua
execucéo.

No programa adicionam-se os valores apresentados na tabela 3.2, como varidveis dependentes,
para que a partir destas seja feita a analise dos dados. Clica-se em Statistics e de forma
sequencial em Industrial Statistica & Six Sigma; Experimental Design (DOE); Central
Composite, non-factorial e Surface Design. Posteriormente, escolheu-se no separador Analise
Design, clicou-se em Variables e seleccionou-se em varidveis dependentes, tamanho, potencial
zeta, carregamento de farmaco e o Rendimento, e em variaveis independentes, %PVA, Vpya €
Tsonicacio- S€QUidamente pressionou-se o OK, no separador Quick, clicou-se em Anova Table, e
em Predicted (estimated) Response clicou-se em fitted response surface. [10] Obteve-se assim
inicialmente, a tabela Anova e de seguida os graficos de superficie, onde nestes se faz a analise
das melhores condi¢Oes experimentais.

Efectuou-se para cada varidvel dependente a analise em relacéo as varidveis independentes.

4.2.2.1 Variavel dependente: Tamanho das Nanoesferas

Para se efectuar a andlise da variavel dependente, tamanho, foi necessario construir a tabela
ANOVA, tabela 4.4. Nesta verificamos qual a variavel que tem menor probabilidade de estar
fora dos limites (neste caso, menor que p=0,25), e desprezam-se as restantes, obtendo-se a
Tabela ANOVA condensada, tabela 4.5.
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Tabela 4.4 Tabela ANOVA para a variavel dependente tamanho

ANOVA; Var_-Tamanho; R-sqr=,5836; Adj:0, (dados.sta)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; M5 Residual=2380.872
DV: Tamanho

Factor ss [df ms | F [ p

{1)%PVA(L) [ 4934.941 1] 4934939/ 2,072744] 0,200014

Y%PVA(Q) 63501 1 635,010 0266713 0624020

(2)mIPVA (L) 3799.300 1 3799.304 1594762 0253372

miPVA  (Q) 186059 1 1860,594 0,781476 0410710

(3)seg Sonicacdo(lL) 64,96 1 64,965 0,027286 0874223

seg Sonicagdo(Q) 186069 1 1860594 0781476 0410710

1L by 2L 277513 1 2776125 1165592 0321785

AL by 3L 4155,68 1 4155,681 1,745445 0,234596

2L by 3L 167235 1 1672347 0702409 0434086

Error 14286 23 6| 2380.872

Total S8 34306.49 15

Tabela 4.5 Tabela ANOVA condensada para a variavel dependente tamanho
ANOVA; Var..-Tamanho. R-sqr=37573; Ad):.21966 (dados.sta)

3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=1784 714

DV: Tamanho

Factor ss [df[ ms | F p

(1)%PVA(L) 4934 941 14934939 2,765115) 0122217

(2)mIPVA (L) | 3799,30 1 3799304 2125803 0170229

1L by 3L 41565 668 1 41556.681 2 328485) 0.152941
Error 2141667 12 1784.714
Total 35 34306,49 14

Em seguida, com os resultados obtidos podem ser construidos os gréaficos de superficie para a
variavel dependente tamanho, apresentados na figura 4.10.

Fitted Surface; Variable: Tamanho Fitted Surface; Variable: Tamanho
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=2108 55 3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=2108,55
DV: Tamanho DV: Tamanho

mIPYVA

seg Sonicagdo

Il > 160
M < 160
I < 140
[]<120
I <80 [ < 100
0,0 05 1,0 1,5 20 25 3,0 35 4,0 4.5 g <60 0,0 0,5 1.0 1.5 2,0 25 30 35 4,0 45 <80
%PVA %PVA
Fitted Surface; Variable: Tamanho Fitted Surface; Variable: Tamanho
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=2108,55 3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=2108,55
DV: Tamanho DV: Tamanho
o
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o
@
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Fitted Surface; Variable: Tamanho Fitted Surface; Variable: Tamanho
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=2108,55 3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=2108,55
DV: Tamanho DV: Tamanho

T
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B < 200
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Figura 4.10 Gréficos de superficie, para a variavel dependente tamanho. o-valores dos limites para as variaveis
independentes.

Nos graficos de superficie obtidos, podemos observar que menores tamanhos sdo obtidos com
menores volumes de PVA e maiores concentracfes de PVA, e que quanto maior o volume de
PVA utilizado, maior a concentracdo de PVA necesséria para se obterem nanoesferas de
tamanho aproximadamente 100 nm. Quanto ao tempo de sonicacdo, em geral sdo obtidos
menores tamanhos para tempos menores, no entanto, esta influéncia é menos evidente do que no
caso da concentracgdo e do volume de PVA.

Assim, observando os gréficos de superficie, podemos concluir que se se pretenderem tamanhos
de cerca de 100nm, o volume de PVA devera variar entre os 6 ml e os 10 ml, o tempo de
sonicacao entre 0s 40 s e 0s 80 s e a %PVA entre 2% e 3%.

Estes resultados eram o0s esperados pois quanto maior a %PVA mais estavel é a interface fase
aquosa/fase organica. Esta estabilidade leva a um menor grau de coalescéncia da emulséo e a
um menor tamanho das particulas formadas. Relativamente a0 Tsonicaczo N@ @ considerar dois
efeitos contrarios. Por um lado, um maior tempo provocara grande turbuléncia e assim menores
tamanhos. Por outro, uma maior turbuléncia pode provocar maior instabilidade interfacial
contribuindo para a coalescéncia das gotas da emulsdo, o que leva a um aumento do tamanho da
nanoparticula. Pelos resultados obtidos, pode verificar-se que com a poténcia utilizada (2000W)
0 segundo efeito prevalece sobre o primeiro.

4.2.2.2 Variavel dependente: Potencial zeta das Nanoesferas

Para se efectuar a analise da varidavel dependente, potencial zeta, foi necessario construir a
tabela ANOVA, tabela 4.6. Nesta verificamos qual a varidvel que tem menor probabilidade de
estar fora dos limites (neste caso, menor que p=0,10), e desprezam-se as restantes, obtendo-se a
Tabela ANOVA condensada, tabela 4.7.

33



Desenho de experiéncias aplicado a producdo de nanoparticulas de PLGA para libertacdo controlada de Doxorubicina

Tabela 4.6 Tabela ANOVA para a variavel dependente potencial zeta.
AMNOVA; Var.:Zeta; R-sqr=,71142; Adj:,27854 (dados.sta)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=7,368188

DV: Zeta
Factor S5 |[df MS F P
(1)%PWVAIL) 1,3214| 1| 1,32137| 0,179334| 0,686707
%PVA(Q) 37,2349 1) 37,23494( 5,053473|[ 0,065622
(2)mIPVA (L) 41,0728] 1) 41,07284) 5,574347| 0056207
miPVA  (Q) 0,0329 1| 0,03294| 0,004470( 0 948867
(3)seg Sonicacdo(l) 0,3359) 1| 0,33587| 0,045584( 0,838004
seg Sonicacdo(Q) 29,6376] 1| 29,53765] 4,008807| 0,092145
1L by 2L 0.0194| 1| 0,01936| 0.002627( 0,960785
1L by 3L 22829 1| 2.28288| 0,309829| 0597917
2L by 3L 27772 1) 2.77716] 0,376913| 0561799
Errar 44 2091]| 6| 7.36819
5

Total 55 153,1930(1 1

Tabela 4.7 Tabela ANOVA condensada para a variavel dependente potencial zeta.

ANOWVA; Var.:Zeta; R-sqr=,66723; Adj:,58403 (dados.sta)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=4,245225
DV: Zeta

Factor s [df] Ms | F | p

YaPVAQ) 44,1296| 14412963 10,38775| 0,007314

(2)mIPVA (L) 41,0728 1) 41,07284| 966523 0,009031

seg Sonicacdo(Q) | 348982 1/ 34.89815] 8.21476 0.014191

Errar 509787 12| 424822

Total SS 153,1930 15 | !

Em seguida, com os resultados obtidos podem ser construidos os gréficos de superficie para a
variavel dependente potencial zeta, apresentadas na figura 4.11.

Fitted Surface; Variable: Zeta Fitted Surface; Variable: Zeta
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=9,189222 3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=9,189222
DV: Zeta DV: Zeta

seg Sonhicagdo
seg Sonicagdo

7
<7
0,0 05 1,0 15 20 25 3,0 35 40 450 <6
MIPVA %PVA
Fitted Surface; Variable: Zeta Fitted Surface; Variable: Zeta
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=9,189222 3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=9,189222
DV: Zeta DV: Zeta

mIPVA

B> 10

B <10

<8

<6 = <6

0,0 0,5 10 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0 4,5 E <4 g <4

%PVA
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Fitted Surface; Variable: Zeta Fitted Surface; Variable: Zeta
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=9,189222 3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=9,189222
DV: Zeta DV: Zeta

I > 10
<10
| EXd E<8
<7 SE
B <6 <4

Figura 4.11 Graficos de superficie, para a variavel dependente potencial zeta. o-valores dos limites para as variaveis
independentes.

Nos gréaficos de superficie obtidos pode-se observar que a %PVA ndo afecta e o tempo de
sonicacdo afecta pouco o potencial zeta. O volume de PVA mostra grande influéncia sobre esta
variavel dependente, obtendo-se um maior potencial zeta para valores de volume de PVA
baixos.

As condicbes que permitem uma maximizacao do potencial zeta, e assim uma maximizagdo da
estabilidade das particulas produzidas, s&o um Tsgicaczo INferior a 60s e um volume de PVA
inferior a 4ml.

4.2.2.3 Variavel dependente: carregamento de farmaco

Para se efectuar a andlise da variavel dependente, carregamento de farmaco, foi necessario
construir a tabela ANOVA, tabela 4.8. Nesta verificamos qual a variavel que tem menor
probabilidade de estar fora dos limites (neste caso, menor que p=0,10), e desprezam-se as
restantes, obtendo-se a Tabela ANOVA condensada, tabela 4.9.

Tabela 4.8 Tabela ANOVA para a varidvel dependente carregamento de farmaco.
ANOVA; Var.-%incorp; R-sqr=.73781; Adj:,34452 (dados.sta)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=249,1951

DV: %incorp

Factor S5 |df| MS F p

(1)%PVA(L) 387,235( 1| 387,235/ 1.553945] 0,259013
HPVA(Q) 7,227 7,227 0,029003( 0,870371
(2)mIPVA (L) 1375,037) 1375.037] 5,517913 0,057135
mIPVA  (Q) 28,681 28.881) 0,115896| 0.745132

(3)seg Sonicacdo(l) | 468,089
seq Sonicacdo(Q) 119.075

468,089] 1.878404| 0.219577
119.075( 0.477840( 0,515243

(a1 | Fecr] | P o g O o

1L by 2L 1117,949 1117,949| 4, 486242( 0,078492
1L by 3L 378,183 378.183( 1.5617618| 0264066
2L by 3L 355,041 356041 1.424750] 0 277672
Errar 1495170 249,195

Total 55 5702,602{1 !
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Tabela 4.9 Tabela ANOVA condensada para a variavel dependente carregamento de farmaco.
ANUVA; Var Yeincorp; H-sqr=43/1/; Ad):, 35054 (dados_sta)

3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; M3 Residual=246_8936
DV: %incorp

Factor 58 Jdf] MS | F p
(2)mIPVA (L) | 1375,037] 1) 1375037 5.569350 0,034579
1L by 2L 1117.949 1 1117.949 4 528062 0.053050
Error 3209616 13 246,894

Total 55 5702 60215 | 1

Em seguida, com os resultados obtidos podem ser construidos os gréaficos de superficie para a
variavel dependente carregamento de farmaco, apresentadas na figura 4.12.

mIPVA

Fitted Surface; Variable: %incorp
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=325,2084
DV: %incorp

seg Sonicagéo

Fitted Surface; Variable: %incorp
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Figura 4.12 Gréficos de superficie, para a variavel dependente, carregamento de farmaco. o-valores dos limites para

as variaveis independentes.
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Apos observacdo dos graficos de superficie, podemos concluir que o carregamento de farmaco é
independente do tempo de sonicacdo e apresenta uma grande dependéncia da %PVA e do
volume de PVA. S&o obtidos maiores valores de carregamento (> 40%) para baixos volumes de
PVA e para elevadas %PVA. Para maximizar o carregamento, a %PVA deve ser superior a
3,5% (p/v)e o volume de PVA deve ser inferior a 4ml.

4.2.2.4 Variavel dependente: Rendimento

Para se efectuar a analise da varidvel dependente, rendimento, foi necessario construir a tabela
ANOVA, tabela 4.10. Nesta verificamos qual a variavel que tem menor probabilidade de estar
fora dos limites (neste caso, menor que p=0,20), e desprezam-se as restantes, obtendo-se a
Tabela ANOVA condensada, tabela 4.11.

Tabela 4.10 Tabela ANOVA para a variavel dependente rendimento.
AMOVA; Var_:%Rend: R-sqr=,6324; Adj:.08099 (dados.sta)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=175,761

DV: %Rend
Factor S5 d MS F p
(1)%PVA(L) 319,443 319,4433] 1,817487| 0,226279
SPVA(Q) 6,375 6,3751) 0,036272| 0,855236
(2)mIPVA (L) 31,492 31.4915) 0,179173| 0,686838
miPVA  (Q) 45,779 45.7791( 0.260462] 0,628029

(3)seg Sonicacdo(l) | 402,521
seg Sonicacdo(Q) 434,068

402,5214] 2,290164( 0,180962
434,0682] 2,469651) 0,167122

milonfl = = = 2 2l x|

1L by 2L 565,905 565,9053] 3.219744( 0,122908
1L by 3L 0,024 0.0237( 0,000135) 0991107
2L by 3L 13,288 13,2880 0.075603[| 0.792570
Errar 1054 566 175,7610

Total 55 2868,758(1 1

Tabela 4.11 Tabela ANOVA condensada para a variavel dependente rendimento.
AMNOVA; Var.-%Rend; R-sqr=,48942; Adj:,36178 (dados. sta)
3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=122,0599

OV: %Rend

Factor ss [df[ Ms [ F p

{3)seg Sonicagao(L) [ 4025211 1/ 402,5214| 3,297737 0.094426

seg Sonicacdo(Q) 435,612 14356124 3,568841 0,083274

1L by 2L 565,905 1 5659053 4.636292) 0.052343
Error 1464719 12 122 0599
Total 88 2868,758/15

Em seguida, com os resultados obtidos podem ser construidos os graficos de superficie para a
variavel dependente rendimento, apresentadas na figura 4.13.
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Fitted Surface; Variable: %Rend Fitted Surface; Variable: %Rend

3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=166,3459
DV: %Rend

3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=166,3459
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Figura 4.13 Graficos de superficie, para a varidvel dependente rendimento. o-valores dos limites para as variaveis
independentes.

Nos graficos obtidos pode se observar que o rendimento diminui com o aumento do Tsnicaco-
Um elevado Tionicaczo Provoca uma maior turbuléncia o que facilita a perda de polimero e de
farmaco para a fase aquosa levando a uma diminuigdo do rendimento obtido.

Relativamente ao efeito da %PVA e Vpya Verifica-se que para %PVA abaixo de 1%, o
rendimento é independente do Vpya utilizado e apresenta um valor de rendimento superior a
35%. No entanto, para %PVA superiores, verifica-se que o aumento da %PVA e do Vpya
provocam uma diminuigdo do rendimento.

Assim, para se obter um rendimento méaximo, podemos concluir que se pode utilizar uma
%PVA elevada com um Vpya baixo, ou uma %PVA baixa com qualquer Veya. O Tsonicagio dEVE
ser sempre inferior a 20 segundos.

38



Desenho de experiéncias aplicado a producdo de nanoparticulas de PLGA para libertacdo controlada de Doxorubicina

4.3 Caracterizacdo das particulas optimizadas

Apobs a andlise dos graficos obtidos pelo Statistica, foi possivel seleccionar as condigdes
experimentais a utilizar na producdo de dois tipos de particulas com diferentes tamanhos, esfera
tipo A com tamanho entre 120-140nm, e esfera tipo B com tamanho entre 100-120nm.
Efectuou-se uma réplica para cada uma das esferas seleccionadas, para se ter em conta 0s
possiveis erros.

Assim, os valores das varidveis independentes, seleccionados séo:

Tabela 4.12 Valor das variaveis independentes.

Variaveis Independentes | %PVA (P/V) Vpya (Ml) T sonicacio (S)
Esfera A 3% 15 60
Esfera B 3% 4 60

A que correspondem, de acordo com os graficos de superficie obtidos, os valores para as
variaveis dependentes:

Tabela 4.13 Valor esperado para as varidveis dependentes.

a Potencial | Carregamento de . 0
Variaveis dependentes | Tamanho (nm) zeta (-mV) Farmaco (%) Rendimento (%)
Esfera A 120-140 6-7 10-20 35-40
Esfera B 100-120 7-10 20-40 35-45

4.3.1 Caracterizacdo morfoldgica das nanoesferas

As fotografias das esferas tipo A e tipo B de PLGA com Doxorubicina e a sua respectiva
réplica, obtidas por microscopia estdo representadas nas figuras 4.14 e 4.16.

4.3.1.1 Esferastipo A

Esferas tipo A de PLGA com Doxorubicina, estdo representadas na figura 4.14.
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Figura 4.14 Fotografias das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas por SEM com uma ampliagdo
a)x10,000 e b)x30,000, para as esferas do tipo A; e ¢)x10,000 e d)x30,000, para a réplica das esferas do tipo A;

Observando a figura 4.14, verifica-se que as particulas obtidas tém uma forma esférica com uma
superficie lisa. No entanto, o seu aspecto ndo é uniforme e homogéneo e algumas esferas
apresentam-se pouco dispersas. As esferas apresentam um tamanho que varia entre 0s 75 nm e
250 nm, de acordo com as medicGes efectuadas com base nas fotografias do SEM, ilustradas no
grafico de distribui¢do de tamanhos apresentados na figura 4.15.
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. 4 i1 Replica esfera A

2

0

75,0 100,0 125,0 150,0 175,0 200,0 225,0 250,0
Tamanho (nm)

Figura 4.15 Distribuicdo de tamanhos das esferas tipo A;
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4.3.1.2 Esferastipo B

Esferas tipo B de PLGA com Doxorubicina, estéo representadas na figura 4.17.

¢ -
— 1pm MicroLab 100nm MicroLab
10.0kV SET SEM X 30,000 10.0kV SEI SEM

_
' e O .
— lpm MicroLab - 100nm MicroLab
X 10,000 10.0kV SEI SEM X 30,000 10.0kV SEI SEM

Figura 4.16 Fotografias das Nanoesferas de PLGA com Doxorubicina obtidas por SEM com uma ampliagdo
a)x10,000 e b)x30,000, para as esferas do tipo B; e ¢)x10,000 e d)x30,000, para a réplica das esferas do tipo B;

Observando a figura 4.16, verifica-se que as particulas obtidas tém uma forma esférica com a
superficie lisa de aspecto uniforme, homogéneo e dispersas. As esferas apresentam um tamanho
que varia entre 0os 75 nm e 200 nm, de acordo com as medi¢des efectuadas com base nas
fotografias do SEM, ilustradas no gréafico de distribuicdo de tamanhos apresentados na figura
4.17.
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Figura 4.17 Distribuicdo de tamanhos das esferas tipo B;
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4.3.2 Resultado das Variaveis dependentes para as esferas A e B

Na tabela 4.14 estd o resumo dos valores obtidos das variaveis dependentes para cada tipo de
esfera.

Tabela 4.14 Resultado das varidveis dependentes para cada tipo de esfera.

Tamanho Tamanho por Potencial Carregamento | Rendimento
médio (nm) DLS (nm) Zeta (mV) | de farmaco (%) (%)
Esfera A 125 359,6 -11,3 10,23% 53,78%
Réplica A 125 - - 12,58% 59,02%
Esfera B 100 390,7 -9,47 21,52% 26,11%
Réplica B 100 - - 19,44% 26,28%

Comparando os valores obtidos para as variaveis dependentes com os valores esperados,
apresentados na tabela 4.13, concluimos que:

-O tamanho encontra-se no intervalo esperado;

-O Potencial Zeta obtido é mais elevado do que o previsto, 0 que representa uma vantagem ja
gue maior valor de potencial zeta corresponde maior estabilidade das nanoesferas;

-A percentagem de incorporagdo obtida também se encontra no intervalo esperado;

-0 rendimento obtido para as esferas do tipo A é superior e para as esferas do tipo B € inferior
ao esperado;

Numa avaliagdo geral, os valores previstos do tamanho das nanoparticulas e a percentagem de
carregamento de farmaco estdo no intervalo esperado.

4.4 Ensaios de libertacao

Realizaram-se ensaios de libertacdo para cada tipo de esfera e para a sua respectiva réplica, com
0 objectivo de obter os perfis de libertacdo da Doxorubicina.

Os ensaios de libertacdo realizaram-se com 7ml de Tampdo PBS com um pH de 7,4, uma
temperatura de 37°C e uma agitacdo de 120rpm (de acordo com o descrito em 3.2.3)
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4.4.1 Ensaios de libertacéo — Esfera tipo A

Nos ensaios de libertacdo da Doxorubicina utilizaram-se 7,95mg de nanoesferas tipo A e
8,18mg na sua réplica. A partir das medi¢Ges da concentracdo de Doxorubicina efectuadas ao
longo de tempo, calculou-se a percentagem de Doxorubicina libertada, utilizando a equacédo 8
(descrita na sec¢do 3.2.3)

Ensaios de libertacao Esfera tipo A

50%
[\
®
S 40% _— o
£
3 300
S 30% |
g .
S 20% [ . Esfera A
o} e
: .
§ 10% . Replica esfera A
a
R 0% !

0 10 20 30 40

Tempo (dias)

Figura 4.18 Percentagem de Doxorubicina em funcéo do tempo para as esferas do tipo A.

Na figura 4.18 pode observar-se que o perfil de libertagdo de Doxorubicina apresenta duas fases.
A fase correspondente aos primeiros 15 dias, onde a cinética de libertacdo é de 1% ordem, é
caracteristica de um processo de transporte de fArmaco por difusdo no interior da esfera. Do dia
15 até ao dia 25, a libertacdo de farmaco acumulada aumenta linearmente com o tempo, 0 que
pode dever-se a degradacdo do polimero por hidrdlise. A partir do dia 25, ndo se verifica mais
libertac&o de farmaco.

A subida repentina da percentagem de libertagdo de farmaco observada nos primeiros 3 dias,
pode ter sido originada pela dissolugdo do farmaco que pode eventualmente ter ficado adsorvido
na superficie externa das nanoesferas mesmo depois da lavagem destas.

4.4.2 Ensaios de libertacéo — Esfera tipo B

Nos ensaios de libertagdo da Doxorubicina utilizaram-se 8,11mg de nanoesferas tipo B e
7,91mg da sua réplica. A partir das medi¢des da concentracdo de Doxorubicina efectuadas ao
longo de tempo, calculou-se a percentagem de Doxorubicina libertada, utilizando a equagéo 8
(descrita na sec¢éo 3.2.3)

43



Desenho de experiéncias aplicado a producdo de nanoparticulas de PLGA para libertacdo controlada de Doxorubicina

Ensaios de libertacao Esfera tipo B
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Figura 4.19 Percentagem de Doxorubicina em func¢éo do tempo para as esferas do tipo B.

Observando a figura 4.19 verifica-se que o perfil de libertacdo é semelhante ao apresentado para
a figura 4.18.
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5 Conclusao

Este trabalho teve como objectivo a preparacdo e caracterizacdo de nanoparticulas de PLGA
para libertagdo controlada de Doxorubicina, usando o programa Statistica para a optimizacdo
destas.

O modelo de planeamento de experiéncias escolhido para este estudo foi o desenho de
experiéncias do composto central. As variaveis dependentes usadas neste trabalho, por se
considerar que sdo as que maior influéncia tém sobre a estabilidade das nanoparticulas e a
velocidade de libertacdo do farmaco, sdo o tamanho (nm), o potencial zeta (mV), carregamento
de farmaco (%p/p) e o rendimento (%p/p). Como variaveis independentes foram escolhidas trés
variaveis que, em estudos preliminares, mostraram maior influéncia sobre as caracteristicas das
particulas, sendo estas a concentracdo de PVA (% P/V) na solucdo aquosa da primeira emulséo,
0 volume de solugéo de PVA (ml) adicionado na formulagéo da primeira emulséo e o tempo de
sonicagao (s).

Foram produzidas particulas de PLGA com Doxorubicina, pelo método de
evaporagdo/extraccao por solvente, de acordo com o planeamento de experiéncias construido no
Statistica. As nanoparticulas foram caracterizadas relativamente ao seu tamanho por DLS, a
morfologia por SEM, ao carregamento de farmaco e ao rendimento. As nanoparticulas obtidas
mostraram ter uma forma esférica com uma superficie lisa.

Procedeu-se a analise dos resultados pelo programa Statistica e foram construidas as curvas de
superficie para cada variavel dependente. Os resultados mostram que as varidveis independentes
com maior efeito nas varidveis dependentes sdo o volume e a concentragédo de PVA.

Menores tamanhos e maiores carregamentos de farmaco sdo obtidos com menores volumes e
maiores concentracfes de PVA. Quanto ao tempo de sonicacdo, em geral s@o obtidos menores
tamanhos para tempos menores, no entanto, esta influéncia € menos evidente do que no caso da
concentracdo e do volume de PVA.

O volume de PVA mostrou igualmente uma grande influéncia sobre o potencial zeta tendo-se
obtido um maior potencial zeta para valores de volume de PVA baixos. Ja a % PVA e o tempo
de sonica¢do mostraram afectar pouco o potencial zeta.

Relativamente ao carregamento de farmaco, apés a observacdo dos graficos de superficie,
podemos concluir que ele é independente do tempo de sonicacdo e apresenta uma grande
dependéncia da % PVA e do volume de PVA. Sdo obtidos maiores valores de carregamento (>
40%) para baixos volumes de PVA e para elevadas % PVA.

Nos graficos de superficie obtidos pode se observar que o rendimento diminui com o aumento
do tempo de sonicacdo. Relativamente ao efeito da %PVA e do volume de PVA verifica-se que
para %PVA abaixo de 1% o rendimento é independente do volume utilizado e apresenta um
valor de rendimento superior a 35%. No entanto, para % PVA superiores, verifica-se que o
aumento da %PVA e do volume provocam uma diminuic¢éo do rendimento.

Com o objectivo de produzir particulas com tamanhos entre 120-140nm (tipo A) e entre 100-
120nm (tipo B), os resultados obtidos pelo Statistica foram analisados tendo-se seleccionado
como valores das variaveis independentes para as esferas tipo A 3% (P/V) de PVA, 15 ml de
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volume de PVA e 60s de tempo de sonicacao, e para as esferas tipo B 3% (P/V) de PVA, 4 ml
de volume de PVA e 60s de tempo de sonicacdo. Efectuou-se uma réplica para cada uma das
esferas seleccionadas, para se ter em conta 0s possiveis erros.

Os resultados obtidos para as esferas tipo A e as esferas tipo B estiveram de acordo com o
esperado. As nanoparticulas tipo A produzidas nas condicdes seleccionadas apresentaram um
tamanho de 125nm, um potencial zeta de -11.3mV, uma percentagem de carregamento de
farmaco entre 10.23 % e 12.58% e um rendimento entre 53.8% e 59.0%, sendo o potencial zeta
e o rendimento ligeiramente superiores aos valores esperados. As nanoparticulas tipo B
produzidas nas condi¢Bes seleccionadas apresentaram um tamanho de 100nm, um potencial zeta
de -9.5mV, uma percentagem de carregamento de farmaco entre 19.44 % e 21.52 % e um
rendimento de cerca de 26.2 %, sendo o rendimento ligeiramente inferior ao valor esperado.

Nos estudos dos ensaios de libertacdo verifica-se que as curvas de percentagem de
Doxorubicina libertada em fungdo do tempo sdo semelhantes para os dois tipos de esferas e
apresentam duas fases distintas. A primeira fase corresponde a uma cinética de libertacdo de 12
ordem, caracteristica de um processo de transporte de farmaco por difusdo no interior da esfera,
e a segunda fase corresponde a uma cinética de libertacdo de ordem zero, onde a libertacéo de
farmaco acumulada aumenta linearmente com o tempo, o0 que pode ser devido a degradacao do
polimero por hidrolise.
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7 Anexos

Anexo 1

A concentracdo de Doxorubicina na amostra foi calculada utilizando uma recta de calibracdo
previamente determinada por espectrofotometria com solu¢Bes padrdo de Doxorubicina. Os
valores de concentracdo de doxorubicina e da absorvancia lida a 482nm encontram-se na tabela
abaixo.

Tabela 7.1 Valores da solugéo padrao.

Amostra Concentracdo (mg/L) | Absorvancia
P1 26,5 0,542
P2 20,2 0,399
P3 16,7 0,396
P4 13,25 0,286
P5 10,1 0,253
P6 8,35 0,224
P7 6,625 0,146
P8 4,04 0,079
P9 2,65 0,063
P10 1,67 0,047
P11 1,325 0,036
P12 0,404 0,022
P13 0,167 0,01

Recta de Calibracao

y =0,0205x + 0,0161
0,5 R? = 0,9845
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Figura 7.1 Recta de calibracdo para o calculo da concentracdo de Doxorubicina.
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