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RESUMO

Particulas nanométricas e submicrométricas sdo desenvolvidas para controlar a
liberacdo do farmaco, aumentar o efeito antiproliferativo e evitar o metabolismo pré-
sistémico de farmacos. Neste trabalho foram preparadas nanocapsulas através da
deposicao interfacial de polimeros pré-formados com os polimeros catidnico e
anionico, contendo cloridrato de raloxifeno, que apresentaram adequadas
caracteristicas nanotecnologicas. Dependendo do perfil de liberacdo in vitro do
farmaco pdde-se obter um efeito antiproliferativo diferenciado em células de
carcinoma mamario. A secagem por atomizacdo vibracional € uma técnica
recentemente utilizada na producéo de particulas submicrométricas esféricas a partir
de solucdes aquosas ou organicas. A aplicacdo desta secagem no desenvolvimento
de particulas poliméricas submicrométricas pulverulentas foi estudada. Inicialmente
foram produzidos pds contendo dexametasona para administracdo pulmonar,
apresentando diametro aerodinamico adequado para esta via de administragcéo (< 5
pum). A poli(e-caprolactona) foi fundamental para modular a liberacdo in vitro do
farmaco a partir do p6. A formulacdo contendo a menor propor¢cdo polimérica
possibilitou uma distribuicdo granulométrica simétrica e adequada desaglomeracao.
Na sequéncia, particulas submicrométricas sélidas contendo cloridrato de raloxifeno
no estado amorfo foram produzidas atraveés da atomizacgéo vibracional. A presenca
do polimero na estrutura destas particulas também levou a uma liberacdo do
farmaco sustentada. As formulacBes foram avaliadas em relacdo a deposicdo nas
diferentes porcbes do trato respiratorio in vitro, demonstrando uma adequada
deposicao pulmonar e atingindo as porcdes mais inferiores do trato respiratorio.
Além disso, um implante subcutaneo e biodegradavel contendo cloridrato de
raloxifeno foi produzido a partir da compressdo manual de um pd preparado por
secagem por atomizacdo vibracional. O polimero [poli(e-caprolactona)] e o oleo
(mistura de triglicerideos dos acidos caprico/caprilico) presentes na formulacdo
foram fundamentais para a liberacdo do farmaco in vitro por 24 dias. O p6 para
administracdo pela via pulmonar e o implante subcutdneo contendo cloridrato de
raloxifeno possibilitam a escolha de outras vias de administracdo para este farmaco,
gue apresenta um grande metabolismo de primeira passagem apos administracao

oral. Para avaliar a biodisponibilidade do cloridrato de raloxifeno, foi validado um



meétodo analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com baixo limite de
quantificacdo, para a analise deste fdrmaco no plasma de ratos. Este método esta
sendo aplicado em estudos farmacocinéticos apd6s administracdo pulmonar e
subcutanea das formulacdes desenvolvidos nesta tese. Assim, a nanoencapsulacéo
do cloridrato de raloxifeno possibilitou um aumento no efeito antiproliferativo sobre
as células de carcinoma maméario e formula¢gbes inovadoras foram produzidas a

partir da secagem por atomizagao vibracional.

Palavras-chaves: nanocépsulas, raloxifeno, atomizacéo vibracional, dexametasona,

via pulmonar, implante.



ABSTRACT

Development of pharmaceutical formulations containing raloxifene through
interfacial deposition of preformed polymer or vibrational atomization spray-

drying

Nano and submicron particles are produced to drug control release, improve the
antiproliferative effect and prevent the presystemic metabolism of drugs. In this work
cationic and anionic polymeric nanocapsules were prepared by interfacial deposition
of preformed polymers containing raloxifene hydrochloride, showing adequate
nanotechnological properties. Prolonged antiproliferative effect on breast carcinoma
cells was depending on the in vitro drug release profile from the different
formulations. The vibrational atomization spray-drying is a technique recently used
for the production of submicrometer spherical particles from aqueous or organic
solutions. The use of this drying in the development of polymeric submicrometer
powders was studied. Dry powders containing dexamethasone were developed for
the pulmonary administration, showing mass median aerodynamic diameter suitable
for this route of administration (< 5 pum). Poly(e-caprolactone) was essential to
modulate the in vitro drug release from powder. The lowest drug:polymer ratio led to
the symmetric primary particle size distribution and efficient deagglomeration
behavior. Spray-drying submicrometric particles containing amorphous raloxifene
hydrochloride were also produced by vibrational atomization. Controlled drug release
profile was obtained for formulation containing polymer. Formulations were evaluated
according to their in vitro lung deposition. They presented adequate pulmonary
deposition, reaching the deepest stages of respiratory tract. Furthermore, a
biodegradable subcutaneous implant containing raloxifene hydrochloride was
developed by the manual compression of the powder produced by vibrational
atomization spray-drying. The presence of the polymer [poly(e-caprolactone)] and the
oil (caprylic/capric triglyceride mixture) were essential to promote the in vitro drug
release for 24 days. The powder for pulmonary route and the subcutaneous implant
containing raloxifene hydrochloride enable to choose other routes of administration
for this drug, which has a large first pass metabolism after oral administration. To



evaluate the bioavailability of raloxifene hydrochloride, an analytical method was
validated by high performance liquid chromatography, with low limit of quantification
for the analysis of this drug in rat plasma. This method is applied in pharmacokinetic
studies after pulmonary and subcutaneous administration of formulations developed
in this work. Thus, the nanoencapsulation of raloxifene hydrochloride enabled a
improved the antiproliferative effect on breast carcinoma cells and innovative

formulations were produced from the vibrational atomization spray-drying.

Keywords: nanocapsules, raloxifene, vibrational atomization, dexamethasone,

pulmonary administration, implant.
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A micro e a nanotecnologia tém sido amplamente estudadas na area
farmacéutica no desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos. As
formulagbes preparadas com estes sistemas apresentam vantagens frente aos
medicamentos convencionais, como o direcionamento do efeito farmacolégico ao
orgao-alvo (Elsheikh et al., 2012), o aumento da biodisponibilidade do farmaco (Cruz
et al., 2011; Patel et al., 2012) e a diminuicdo das reacdes adversas (Kumari et al.,
2010; Vilos and Velasquez, 2012). Além disso, a liberacdo controlada de farmacos é
uma importante ferramenta empregada em novas formas farmacéuticas através da
nanotecnologia, possibilitando o aumento da eficacia (Bernardi et al., 2009), mesmo
com um menor numero de administracdes (Fontana et al., 2011; Jaques et al.,
2012).

Entre os sistemas coloidais carreadores de ativos farmacéuticos, as
nanocapsulas poliméricas sdo amplamente empregadas no desenvolvimento de
formulac6es que controlam a liberacdo de farmacos. Estas suspensdes podem ser
mucoadesivas no trato gastrointestinal e se comportar como um reservatério de
farmaco para posterior absorcédo (Cattani et al., 2010). Além disso, as nanocapsulas
poliméricas protegem o trato gastrointestinal de lesGes causadas por ativos
farmacéuticos (Guterres et al., 2001; Bernardi et al., 2009) e proporcionam uma
maior concentracao do farmaco no sitio-alvo (Haas et al., 2009; Frozza et al., 2010).
A parede polimérica e o nucleo oleoso, constituintes das nanocapsulas poliméricas,
sd0 0s responsaveis pela sua importante propriedade de modular a liberacdo das
substancias nanoencapsuladas (Fontana et al., 2009; Almeida et al., 2010;
Hoffmeister et al., 2012).

Os polimeros sintéticos PLGA [poli(acido lactideo-co-acido glicolideo], PLA
[poli(acido lactideo)] e PCL [poli(e-caprolactona)] sdo muito empregados na
preparacdo das nanocapsulas por serem biodegradaveis (Ourique et al., 2008;
Fontana et al.,, 2009; Fontana et al., 2010). No entanto, polimeros néao
biodegradaveis, como os polimetacrilatos, que sédo aprovados pelo FDA para uso
oral e tépico, também sao utilizados no desenvolvimento destes sistemas coloidais
(Schaffazick et al., 2005; Contri et al., 2011). Diferentes Oleos ja foram utilizados
como formadores do nucleo destas nanocapsulas, como a mistura de triglicerideos
de cadeia média e o 6leo de girassol (Friedrich et al., 2008), o 6leo de semente de
uva e o 6leo de améndoas doce (Almeida et al., 2009), assim como 0leos essenciais

(Flores et al.,, 2011). Estes sistemas coloidais aguosos sdo estabilizados por
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tensoativos hidrofilicos (polissorbato 80, poloxamer 188) e lipofilicos (monooleato de
sorbitano, sesquioleato de sorbitano, monoestearato de sorbitano). Entretanto,
podem apresentar problemas de estabilidade, como a agregacao das nanoparticulas
com formacé@o de precipitados e hidrélise do polimero (Schaffazick et al., 2006;
Friedrich et al., 2008; Fontana et al., 2009).

A liofilizacdo e a secagem por aspersao convertem as suspensodes coloidais
em materiais pulverulentos e sdo estratégias utilizadas para diminuir sua
instabilidade (Schaffazick et al., 2003; Schaffazick et al., 2006; Marchiori et al.,
2012). Para este processo € necessario adicionar adjuvantes de secagem nas
suspensdes aquosas, como o dioxido de silicio, a leucina, a lactose, o manitol, a
maltodextrina e a polivinilpirrolidona (Schaffazick et al., 2006; Guterres et al., 2009;
Hoffmeister et al., 2012). Os pds obtidos apresentam alta eficiéncia de encapsulacéo
do farmaco (Beck et al., 2004; Beck et al., 2005; Marchiori et al., 2012); possibilitam
o controle de liberacdo do ativo, tanto para uso oral como topico (Beck et al., 2007;
Hoffmeister et al., 2012); protegem a mucosa gastrointestinal frente a irritacdo do
farmaco (Beck et al., 2005; Beck et al.,, 2006); protegem o farmaco contra a
fotodegradacao (Marchiori et al., 2012); apresentam propriedades aerodinamicas
adequadas para administracdo pulmonar (Chougule et al., 2008) e contribuem para
0 aumento da biodisponibilidade do farmaco (Chougule et al., 2007). No entanto,
estas formulacbes apresentam a desvantagem de apresentar baixa concentracéo
final de farmaco no p6é (m/m) e, geralmente, baixo rendimento do processo
(Marchiori et al., 2012).

A secagem por aspersdao a partir de uma atomizacdo vibracional foi
introduzida no mercado em 2009, produzindo particulas esféricas com tamanho
submicrométrico e com alto rendimento de processo (Schmid et al., 2009; Beck-
Broichsitter et al.,, 2012). Diferente da secagem por aspersao convencional, esta
técnica apresenta um sistema inovador de atomizacdo vibracional através do
processo piezoelétrico, que lanca na torre de secagem um fino aerossol (Schmid et
al.,, 2010). Além disso, esta nova tecnologia apresenta um sistema de coleta
diferenciado, impedindo que os pds mais finos sejam perdidos pelo filtro,
possibilitando sua coleta através da atracdo eletrostatica (Lee et al., 2011). A partir
de uma solucdo organica ou aquosa € possivel produzir particulas cristalinas
submicrométricas de farmaco (Sun et al., 2011; Martena et al., 2012), pos inalaveis
com propriedades aerodinamicas adequadas (Feng et al., 2011; Beck-Broichsitter et
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al., 2012) e particulas submicrométricas poliméricas, que controlam a liberacdo de
farmacos (Beck-Broichsitter et al., 2012; Schafroth et al., 2012).

A secagem por aspersdo tem sido amplamente utilizada no desenvolvimento
de formulacdes pulverulentas para a administracao de farmacos pela via pulmonar,
visando o efeito local (Prota et al., 2011; Aquino et al., 2012) ou efeito sistémico
(Cruz et al.,, 2011), devido a alta vascularizacdo do pulmédo (Sung et al., 2007).
Assim, os p6s produzidos podem ser administrados por esta via como alternativa
para os farmacos com baixa biodisponibilidade oral e que sofrem metabolismo de
primeira passagem (Cruz et al., 2011).

O emprego de implantes subcutdneos € outra estratégia empregada para
evitar o metabolismo pré-sistémico do farmaco e possibilitar a liberagdo do ativo por
um tempo prolongado (Cheng et al., 2009; Hiremath and Devi, 2011; Aqil et al.,
2012). A poli(e-caprolactona) € um polimero biodegradavel e biocompativel
empregado no desenvolvimento de implantes subcutédneos, como os utilizados para
a liberagéo sustentada de ativos que apresentam baixa biodisponibilidade oral (Aqil
et al., 2012; Solano et al., 2013).

O cloridrato de raloxifeno (CR), um dos farmacos selecionados neste
trabalho, € um derivado benzotiofénico nao-esterdide, aprovado pelo FDA para o
tratamento e prevencdo da osteoporose em mulheres apés a menopausa, além de
reduzir o risco de cancer de mama e endométrio em mulheres na pés-menopausa
com osteoporose (Hochner-Celnikier et al., 1999). A dexametasona, outro farmaco
selecionado neste trabalho, é um glicocorticoide sintético utilizado principalmente
pelos seus efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores, sendo administrada pela
via oral, tépica e intravenosa para o tratamento de processos inflamatérios. Também
€ habitualmente indicada a pacientes no tratamento pré-quimioterapico, pois pode
ajudar a aliviar e prevenir nausea e outros efeitos colaterais associados a
guimioterapia (GOODMAN & GILMAN, 2007).

A partir do exposto, prop0s-se nesta tese o desenvolvimento de nanocapsulas
poliméricas com distintas caracteristicas de superficie (anibnica ou catibnica) para
investigar o seu efeito sobre a viabilidade celular empregando uma linhagem de
carcinoma mamario (MCF-7). Além disso, foi delineado o desenvolvimento de
formulacdes farmacéuticas solidas para uso pulmonar e subcutaneo empregando a
secagem através da atomizacdo vibracional, recentemente desenvolvida. Este

trabalho foi planejado com o objetivo de produzir formulagdes que possam aumentar
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a biodisponibilidade dos farmacos através da diminuicdo do metabolismo pré-
sistémico, mudando a via de administragdo do farmaco e controlando a cinética de

liberacdo dos farmacos a partir destas formulagdes farmacéuticas.



OBJETIVOS
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Objetivo geral

Desenvolver formulacbes nanométricas ou submicrométricas contendo

cloridrato de raloxifeno ou dexametasona, empregando as técnicas de deposicéo

interfacial do polimero ou secagem por atomizacao vibracional, estudando o papel

do polimero no controle da liberagdo, no efeito antiproliferativo e/ou propondo vias

alternativas de administracdo destes farmacos para contornar a limitagdo do

metabolismo pré-sistémico.

Objetivos especificos

Estudar a influéncia do potencial de superficie (positivo ou negativo) de
nanocapsulas poliméricas contendo cloridrato de raloxifeno sobre as suas
caracteristicas fisico-quimicas, liberacdo in vitro do farmaco e efeito

antiproliferativo em linhagem celular de cancer de mama (MCF-7);

Estudar o desenvolvimento de uma formulagdo farmacéutica contendo
dexametasona, para uso pulmonar, produzida a partir da secagem por
atomizacao vibracional, utilizando a poli(e-caprolactona) como polimero para

controlar a liberacdo do farmaco;

Desenvolver formulagdes submicrométricas sélidas para administracdo pulmonar
contendo cloridrato de raloxifeno, empregando a secagem por atomizacao
vibracional, avaliando a liberacédo in vitro do farmaco a partir destas novas formas

farmacéuticas;

Desenvolver um implante biodegradavel subcutaneo de cloridrato de raloxifeno
através da compressao manual de um pé produzido por atomizacéo vibracional e

estudar a liberacéo in vitro do farmaco a partir desta forma farmacéutica;

Desenvolver e validar um método para quantificacédo do cloridrato de raloxifeno
em plasma de ratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
UV, para a aplicacdo aos estudos farmacocinéticos a partir das formulacdes

desenvolvidas nesta tese.
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Cloridrato de raloxifeno e sistemas de liberacédo de farmacos

A terapia hormonal é utilizada na prevencéo e no tratamento da osteoporose
apos a menopausa devido ao declinio dos niveis de estrogénio no plasma (Bayrak et
al.,, 2010). Por muito tempo 0 estrogénio e a progesterona foram utilizados na
reposicao hormonal, mas o seu uso prolongado aumenta o risco de cancer de mama
e endométrio (Lee et al., 2008).

O cloridrato de raloxifeno (CR, Figura 1) foi sintetizado para prevenir 0 cancer
de mama, que tem sua proliferacdo dependente de estrogénio. A ligacdo deste
farmaco aos receptores de estrogénio localizados no tecido mamario leva ao
blogueio da transcricdo do DNA, sendo considerado um agente quimiopreventivo
(Bayrak et al., 2010; Dai and Wu, 2011). O CR é um ndao-esteréide, modulador
seletivo dos receptores de estrogénio, que apresenta efeito agonista sobre o tecido
0sseo e o0 sistema cardiovascular, mas tem efeito antagonista sobre o tecido
mamario e endométrio (Kayath et al., 1999). Alguns pesquisadores demonstraram
gue o CR inibe a proliferacdo de células de cancer de mama dependentes de
horménio e também causa a morte celular por apoptose e bloqueio do ciclo celular,
como na linhagem celular MCF-7 (Liu et al., 2003; Sookvanichsilp and Boonleang,
2005; Hodges-Gallagher et al., 2008; Tu et al., 2012).

Figura 1. Estrutura quimica do cloridrato de raloxifeno (C,gH27NO4S.HCI).

O CR é atualmente comercializado na forma de comprimidos (60 mg) com o
nome comercial de Evista® (Lilly). Apds a sua administracao oral, aproximadamente
60 % da dose € absorvida pelo trato gastrointestinal. Por ser extensamente
metabolizado no intestino e figado, sua biodisponibilidade absoluta € de apenas 2 %
com formacgéao de conjugados de sulfato e glicuronideos (Morello et al., 2003; Jeong
et al.,, 2005). O cloridrato de raloxifeno é ligeiramente soluvel em agua (627,4 +
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132,0 pg/mL), seu peso molecular é de 510,06 g/mol e apresenta 3 valores de pKa
(8,95; 9,83 e 10,91) (Teeter and Meyerhoff, 2002). Este farmaco pertence a classe 2
do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, apresentando baixa solubilidade e alta
permeabilidade (Oh et al., 2012).

Varias estratégias tém sido estudadas para aumentar a biodisponibilidade oral
do CR, como a complexacdo com ciclodextrinas (Wempe et al., 2008), a co-
administracdo com flavondides (Chen et al., 2010), a moagem com desintegrantes
(Balasubramaniam et al., 2010), as dispersfes solidas obtidas por secagem (Oh et
al., 2012), além do desenvolvimento de microesferas bioadesivas (Jha et al., 2011).

Chen e colaboradores (2010) avaliaram a farmacocinética oral do CR em
ratos quando administrado associado a um flavondide, a apigenina. Neste estudo
nao foi observado o aumento da absorcdo do farmaco pelo trato gastrointestinal,
mas a apigenina diminuiu o metabolismo de primeira passagem, inibindo a
glicuronidacgdo e sulfatagdo do CR no intestino, aumentando consequentemente a
sua biodisponibilidade. Jha e colaboradores, em 2011, desenvolveram microesferas
bioadesivas contendo CR empregando a técnica de secagem por aspersao. Estas
particulas eram constituidas pela complexagédo do CR com ciclodextrinas, carbopol e
hidroxipropil metilcelulose (HPMC). A microencapsulacdo proporcionou o aumento
na solubilidade do farmaco e isto foi explicado pela mudanca de sua cristalinidade
na formulacdo. Além disso, as microesferas (3 - 15 um) demonstraram mucoadesao,
possibilitaram o controle de liberacdo do farmaco e promoveram uma maior
absorcéo e biodisponibilidade do CR. Em 2008, Wempe e colaboradores ja haviam
demonstrado que a complexacdo do CR com hidroxibutenil-beta-ciclodextrinas
aumentou a biodisponibilidade oral deste farmaco em ratos.

Entrentanto, € amplamente reconhecido que o aumento da biodisponibilidade
dos farmacos pode ser promovido através da diminuicdo do tamanho de particula e
consequente aumento da sua area superficial e solubilidade intrinseca.
Balasubramaniam e colaboradores (2010) aumentaram a velocidade de dissolugéo e
a biodisponibilidade do CR através da moagem deste farmaco com desintegrantes.
Para isto, o moinho de bolas foi utilizado e foram testados 0s seguintes
desintegrantes: crospovidona, croscarmelose sédica e amido glicolato de sédio. As
misturas contendo CR e crospovidona em diferentes propor¢gdes apresentaram uma

maior reducdo no tamanho de particula, sendo que a proporcao
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farmaco:desintegrante 5:1 (m/m) promoveu a maior dissolucdo do CR. Esta mistura
aumentou em 7 vezes a biodisponibilidade oral do farmaco.

Mais recentemente, Oh e colaboradores (2012) prepararam dispersdes
sélidas de CR com um polimero hidrofilico (HPMC) empregando a secagem por
aspersédo. A dissolucao do farmaco a partir das nanoparticulas (610 nm - 992 nm),
em meio gastrico e intestinal simulado, foi maior do que a dissolu¢cdo do farmaco
puro (21 um). Isto foi explicado pela diminuicdo do tamanho de particula e pelas
ligacdes de hidrogénio entre o farmaco e o nanocarreador. Os autores propdem que
as nanoparticulas desenvolvidas por esta técnica representam um potencial para
promover a biodisponibilidade oral do CR.

Neste contexto, torna-se importante realcar que a nanotecnologia € muito
utilizada para aumentar a eficacia dos farmacos, podendo proporcionar, também, um
aumento na sua biodisponibilidade (Patel et al., 2012) e um aumento na quantidade
de farmaco nos 6rgaos alvo (Elsheikh et al., 2012), possibilitando a diminuicdo da
dose administrada e dos efeitos adversos. Keshavarz e colaboradores (2012)
prepararam nanoparticulas contendo CR utilizando a técnica de fluido supercritico.
Este estudo demonstrou o aumento na velocidade de dissolugédo do farmaco a partir
das nanoparticulas, sugerindo uma melhora na sua biodisponibilidade.

Nanoparticulas de lipidio solido contendo CR foram preparadas por Patel e
colaboradores (2012) apresentando potencial zeta positivo e aproximadamente 100
nm. Estas particulas apresentaram uma maior permeabilidade intestinal in vitro e
proporcionaram um aumento na concentracdo maxima no plasma de ratos (3,5
vezes) quando comparadas com a formulacdo comercial. Por outro lado, Elsheikh e
colaboradores (2012) prepararam nanoemulsdes contendo CR. Duas formulaces
foram preparadas, uma contendo o CR disperso na nanoemulséo e outra contendo o
farmaco dissolvido através da alcalinizacdo da nanoemulsdo com trietanolamina,
apresentando potencial zeta positivo e negativo, respectivamente. As formulacgdes
apresentaram tamanho médio de particula inferior a 40 nm e baixo indice de
polidisperséo (< 0,32). No estudo de liberacéo in vitro, a nanoemulsédo que continha
o farmaco dissolvido controlou a liberacdo do CR, mas a nanoemulsédo que continha
o farmaco disperso apresentou um perfil de liberagdo semelhante ao controle
(suspensédo do farmaco). No entanto, apés a administracdo oral em ratas, ambas
formulacdes dobraram a concentragdo do CR no sitio-alvo (Utero, trompas de falopio

e ovarios), demonstrando que néo houve correlacéo in vitro/in vivo.
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Nanoparticulas poliméricas

Nanocapsulas poliméricas sdo sistemas carreadores submicrométricos de
farmacos, onde o farmaco pode ficar localizado dentro do nanocarreador ou
adsorvido na sua superficie (Kumari et al., 2010). Existem algumas técnicas in vitro
para estudar a liberacdo do farmaco a partir destas particulas, como o método dos
sacos de didlise, em que as nanoparticulas sdo separadas do meio externo através
de uma membrana de dialise (Soppimath et al., 2001). Os polimeros mais utilizados
para preparar nanoparticulas poliméricas sdo o PLA, PLGA (Fontana et al., 2010),
PCL (Fontana et al., 2009) e polimetacrilatos (Schaffazick et al., 2005; Contri et al.,
2011).

Nanoparticulas poliméricas contendo CR, que promoveram 0 controle da
liberacdo do farmaco, foram preparadas por Bikiaris e colaboradores (2009),
empregando novos poliésteres (succinato de polietileno e adipato de polipropileno).
As particulas foram preparadas através da precipitacdo, filtradas para a retirada de
precipitados poliméricos e liofilizadas, apresentando tamanho médio de particula de
200 a 350 nm. O estudo de liberagdo in vitro demonstrou uma liberag&o inicial
rapida, seguida por uma liberacdo muito lenta do farmaco, o que levou os autores a
concluir que a liberacdo do farmaco depende do ponto de fusdo e do grau de
cristalinidade do polimero empregado. No entanto, até o momento ndo foram
relatados estudos da avaliacdo do efeito da nanoencapsulacdo do CR sobre seu

efeito antiproliferativo em células cancerigenas.

Via pulmonar e o uso da secagem por atomizacao vibracional

Os pulmdes representam uma importante via de administracdo de farmacos
para efeito local e também para o tratamento sistémico. Este 6rgdo apresenta uma
elevada permeabilidade, grande area superficial para absorcdo de farmacos e
limitada atividade proteolitica (Sung et al., 2007). Além disso, para melhorar a
biodisponibilidade e impedir o metabolismo de primeira passagem (intestino e
figado) dos farmacos utilizados pela via oral pode-se mudar a via pela qual os
medicamentos sdo usualmente administrados, empregando-se como alternativa a
via pulmonar (Cruz et al., 2011).

A micro e a nanotecnologia tem sido amplamente estudadas para o

desenvolvimento de medicamentos utilizados pela via pulmonar, devido ao tamanho
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aerodindmico que as particulas devem apresentar (< 5 um). Para a producéo destas
particulas submicrométricas, a secagem por asperséo tem sido bastante empregada
(Chougule et al., 2007; Burki et al., 2011; Cruz et al., 2011; Feng et al., 2011; Prota
et al., 2011; Aquino et al., 2012; Beck-Broichsitter et al., 2012).

Em 2009, uma nova possibilidade de secagem por aspersao foi introduzida no
mercado, baseada na atomizac&o vibracional (Nano Spray Dryer Biichi® - modelo B-
90 Advanced) (Schmid et al.,, 2009). Com este novo equipamento € possivel
preparar particulas submicrométricas esféricas a partir da secagem de uma solucao
organica ou aquosa (Paolo et al., 2010; Schmid et al., 2010; Durli et al., 2013),
nanoemulsdo (Li et al., 2010) e nanossuspensao (Beck-Broichsitter et al., 2012).
Além disso, nanocristais e cristais submicrométricos de farmaco podem também ser
produzidos (Sun et al., 2011; Martena et al., 2012; Durli et al., 2013). Nesta técnica é
possivel variar a temperatura de entrada, a taxa de saida do spray, o fluxo de ar, o
modo de operagao da bomba e a porosidade da membrana (4 pm, 5,5 ym e 7 pm)
utilizada no atomizador (Schmid et al., 2009; Lee et al., 2011). Esta técnica leva a
obtencdo de p6s com baixo teor de umidade e com alto rendimento (Durli et al.,
2013; Martena et al., 2012).

O Nano Spray Dryer B-90 apresenta o conjunto de trés novas tecnologias: a
atomizacdao vibracional através do processo piezoelétrico, que causa a vibracdo da
membrana de atomizacado; o fluxo laminar de ar, que seca as goticulas que séo
lancadas; e o coletor de particulas finas, que capta o p6é por atracdo eletrostatica.
Este eficiente coletor € composto por um eletrodo estrelado central (catodo) e um
eletrodo cilindrico (dnodo) onde é realizada a coleta do p6 com o auxilio de uma
espatula. A presenca de uma alta voltagem neste coletor cria um campo eletrostéatico
gue acelera a deposicdo das particulas carregadas negativamente sobre a parede
interna do cilindro (Schmid et al., 2010; Lee et al., 2011). Para a secagem de
solu¢des organicas € necesséario conectar o Nano Spray Dryer B-90 em uma
unidade de refrigeracdo e captacdo do solvente que é evaporado (Inert Loop B-295).
Além disso, para prevencao de explosdo que pode ser causada pelo oxigénio e o
solvente que é evaporado dentro do equipamento, o nitrogénio € utilizado como gas
inerte, sendo programado para que a concentracdo de oxigénio ndo ultrapasse 4 %
(Li et al., 2010; Schmid et al., 2010).

Recentemente, alguns trabalhos foram publicados com a preparacao de pos

inalaveis produzidos a partir da atomizacédo vibracional (Burki et al., 2011; Feng et
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al., 2011; Beck-Broichsitter et al., 2012). Em 2011, Birki e colaboradores avaliaram
a possibilidade de emprego dessa técnica para producao de particulas de proteina
para ser utilizada pela via pulmonar. O pé foi constituido de trealose e a [-
galactosidase foi utilizada como modelo de proteina. Um desenho fatorial foi
empregado para analisar as melhores condigcbes de secagem. A distribuicdo do
tamanho de particula monodispersa foi obtida com a menor membrana utilizada no
atomizador (4 um). A menor temperatura de entrada (80 °C), a menor membrana de
atomizacdo e a solugcdo com maior proporcao de etanol (20 %) proporcionou alto
rendimento do processo. No entanto, a estabilidade e atividade da proteina foram
superiores omitindo-se a presenca de etanol na solucdo. Neste estudo foram obtidas
particulas esféricas com superficie lisa e/ou rugosa com tamanho entre 1,5 e 6 um.
No entanto, analises do comportamento aerodinamico destas microparticulas devem
ser realizadas para comprovar suas potencialidades para administracdo pulmonar.

Feng e colaboradores (2011) prepararam microparticulas contendo leucina e
trealose através da secagem por atomizacdo vibracional para administracdo
pulmonar. Diferentes proporcdes entre estes excipientes foram testadas para
analisar a influéncia da leucina nas caracteristicas das particulas formadas. Os
autores observaram que a cristalinidade da leucina aumentou quando uma maior
proporcdo deste excipiente era adicionada na formulacdo, sendo que para
guantidades superiores a 25 % né&o foi observada regido amorfa nas particulas.
Além disso, o aumento na concentracdo de leucina levou a formacao de particulas
menos esféricas, porosas e com menor diametro aerodinamico.

A poli(e-caprolactona) (PCL) é um polimero hidrofébico, biocompativel,
biodegradavel, semicristalino e com lenta degradacéo. Este polimero é empregado
em diferentes formulacdes micro e nanoestruturadas preparadas por secagem por
aspersao (Sinha et al., 2004). Apesar disso, somente o polimero poli(acido lactideo-
co-acido glicolideo) (PLGA) foi explorado até o momento na producdo de particulas
submicromeétricas poliméricas por atomizacdo vibracional (Beck-Broichsitter et al.,
2012; Schafroth et al., 2012).

Beck-Broichsitter e colaboradores (2012) prepararam, empregando esta
técnica, particulas poliméricas de sildenafila a partir de uma solucdo organica
contendo PLGA e também de uma nanossuspensdo de PLGA. Ambas as
formulacdes apresentaram diametros aerodinamicos adequados para administracao

pulmonar (< 4 um). No entanto, as particulas esféricas com superficie lisa, que foram
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secas a partir da solugéo organica, demonstraram um maior controle de liberagéo do
farmaco do que as particulas esféricas rugosas que foram secas a partir da
nanossuspensao aguosa.

Neste trabalho de tese, foi proposto o desenvolvimento de formulacfes para
uso pulmonar contendo dexametasona. Embora atualmente n&do existam
formulagbes comerciais para administragdo pulmonar de dexametasona,
recentemente, em um estudo in vitro, este farmaco demonstrou potencial para
reduzir a inflamagé&o utilizando células epiteliais de fibrose cistica (Rebeyrol et al.,
2012) e também regulou, in vivo, a expressao de fatores inflamatorios no pulméao
(Yubero et al., 2012). A dexametasona (Figura 2) € um glicocorticéide sintético
utilizado como anti-inflamatério no tratamento de inflamacdes agudas e crbnicas

pela via oral, topica, intravenosa e intramuscular (Goodman & Gilman, 2007).

o}

Figura 2. Estrutura quimica da dexametasona (C,;H29FOs).

Em 2012, Schafroth e colaboradores prepararam nano e microparticulas de
PLGA contendo farmacos insollveis em agua (ciclosporina e dexametasona) atraves
da atomizacdo vibracional. Estas particulas apresentaram formato esférico,
superficie porosa, tamanho de particula inferior a 2,5 um e rendimento de processo
maximo de 55 %. Os autores observaram que a ciclosporina estd molecularmente
dispersa na rede polimérica, enquanto a dexametasona esta presente nas particulas
no estado cristalino. Neste estudo foi demonstrado o controle de liberacdo da
dexametasona a partir das particulas de PLGA, entretanto ndo foi proposta uma
aplicacdo farmacéutica desta formulacdo. Além disso, assim como nao existem
formulacBes comerciais, ndo existem trabalhos publicados visando a preparacéo de
formulagbes contendo dexametasona para serem administradas pela via pulmonar.

Considerando o cloridrato de raloxifeno, outro farmaco estudado nesse trabalho de
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tese, foi observado que a sua administragcdo pela via pulmonar ainda né&o foi

explorada, pois ndo foram encontrados relatos na literatura cientifica.

Implante subcutaneo

Assim como a administracdo pulmonar, o uso de implantes subcutaneos
biodegradaveis também representa uma alternativa para os farmacos com baixa
biodisponibilidade oral ou para a manutencao da concentracdo sistémica do farmaco
por tempo prolongado (Aqil et al., 2012; Solano et al., 2013). Neste contexto, a PCL
€ um polimero amplamente empregado na preparacdo de implantes subcutaneos
com liberacdo sustentada de ativos (Fialho et al., 2008; Aqil et al., 2012) devido a
sua lenta biodegradacao e formando um sistema matricial que promove a liberacao
modificada dos farmacos por periodos prolongados (Sinha et al., 2004; Villanova et
al., 2010).

Os implante podem ser preparados por liofilizagdo seguido de compresséo
(Fialho et al., 2008), pela evaporacdo do solvente presente da solu¢cdo que contém
os constituintes da formulagéo e posterior extrusdo em molde (Aqil et al., 2012), pela
fusdo das substancias com posterior resfriamento dentro de um molde (Cheng et al.,
2009; Hiremath et al.,, 2011; Hiremath et al., 2013; Solano et al., 2013) e por
extrusdo por fusdo (melt extrusion) (Hiremath and Devi, 2011). A liberacdo do
farmaco a partir do implante pode ocorrer através da erosdo da matriz, difusdo do
farmaco ou pela combinacéo destes mecanismos (Solano et al., 2013).

Aqil e colaboradores (2012) produziram implantes de poli(e-caprolactona)
contendo quimiopreventivos de baixa biodisponibilidade oral. Estes ativos foram
detectados por fluorescéncia em alguns 6rgdos (pulméo, figado e cérebro),
demonstrando que a manutenc¢do dos niveis sistémicos possibilitou a absorcdo dos
ativos pelos 6rgaos analisados. Além disso, os implantes sdo também estudados
para a terapia hormonal, possibilitando uma sustentada concentracdo sérica e acao
nos tecidos que possuem receptores de estrogénio, podendo reduzir a incidéncia de
cancer de mama (Glaser e Dimitrakakis, 2013; Glaser et al., 2013). No entanto, na
literatura ndo foram encontrados relatos do desenvolvimento de implantes
subcutaneous visando o0 controle sustentado da concentragdo sistémica da

dexametasona e do raloxifeno.



CAPITULO 1: Controlled release of raloxifene by hanoencapsulation: effect on in

vitro antiproliferative activity of human breast cancer cells
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ABSTRACT

Raloxifene hydrochloride (RH) is considered as an antiproliferative agent on
mammary tissue. The aim of this study was to investigate the effect of the
encapsulation of RH in polymeric nanocapsules with anionic or cationic surface on its
release profile and antiproliferative activity. They were prepared followed by a wide
physicochemical characterization and in vitro RH release was assessed. The
antiproliferative effect on MCF-7 cell viability was investigated by the MTT assay and
via counting viable cells. They had high encapsulation efficiency, low polydispersity
and nanometric mean size. Nanocapsules prepared with Eudragit RS100 and
Eudragit S100 presented positive and negative zeta potential. Drug release studies
demonstrated a RH controlled release from anionic nanocapsules which could be
explained due to a stronger interaction of the drug to these nanocapsules and the
higher amount of entrapped drug. On the other hand, this control was not observed
from cationic nanocapsules. MCF-7 cell viability studies and counting cell showed
that RH-loaded Eudragit RS100 nanocapsules promote the best antiproliferative
activity after 24 hours of treatment, whereas the best activity was observed for RH-
loaded Eudragit S100 nanocapsules after 72 hours. Furthermore, the combined
treatment of these formulations improved the antiproliferative effect during the entire
treatment.

Keywords: raloxifene, polymeric nanocapsules, physicochemical characterization,

drug control release, antiproliferative effect, MCF-7.
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Capitulo 2: Aplicacéo da secagem por atomizacéao vibracional na preparacao de

formulagdes farmacéuticas







Parte 1: Piezoelectric atomizing spray-dryer to convert liquids to dry powders:

operational parameters and formulation characteristics
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Parte 2: Polymeric controlled release inhalable powder produced by vibrational

spray-drying: one-step preparation and in vitro lung deposition
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Abstract

Innovative polymeric controlled release inhalable dry powders containing
dexamethasone were developed for the treatment of pulmonary diseases. Powders
were prepared in one step by vibrational atomization spray-drying using an organic
solution containing dexamethasone, poly(e-caprolactone) and a surfactant. The
characteristics of the powders were monitored considering the drug content,
morphological features, mean particle size, drug-polymer-surfactant compatibility and
physical state. In vitro dexamethasone release was studied applying the dialysis bag
method. The dose uniformity of the powders, their aerodynamic properties and the in
vitro lung deposition was evaluated using a Dosage Unit Sampling Apparatus and
Andersen Cascade Impactor. The powders had a high yield (65 - 80 %), drug content
between 170 - 880 mg.g™ and high encapsulation rate (93 - 97 %). All formulations
had spherical particles with a rough surface and the primary mean particle size was
around 1.00 um. The formulation prepared with the lowest amount of polymer led to a
more symmetric primary particle size distribution and an efficient deagglomeration
behavior. The powders exhibited dexamethasone crystallinity and no interaction
between the drug and other excipients was evidenced. Dexamethasone release from
the powders followed the biexponential model. The lowest drug:polymer ratio led to
the best controlled release of the drug. Furthermore, the powders showed dose
uniformity close to 100%, a mass median aerodynamic diameter lower than 5 ym and
fine particle fraction between 59% and 62%. These polymeric submicrometer
powders can be recommended as a platform for the production of new controlled

release systems for pulmonary administration.

Keywords: controlled release, dexamethasone, poly(e-caprolactone), pulmonary

deposition, submicrometer powders, vibrational atomization spray-drying.
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Parte 3: Development of raloxifene hydrochloride submicron particles for pulmonary

administration by vibrational atomization spray-drying
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Abstract

Raloxifene hydrochloride (RH) is used for treatment of osteoporosis, but it has low
oral bioavailability. In this work, vibrational atomization spray-drying nanoparticles
containing RH were developed for pulmonary administration intended to prevent the
first-pass metabolism. Powders showed low moisture (< 2%), high yield (> 80 %),
drug content close to their theoretical value (440 - 890 mg.g™), high encapsulation
rate (> 95 %), nanometric mean size and spherical shape with smooth surface. RH
was converted from crystalline to amorphous state after the spray-drying and drug is
molecularly dispersed in the semicrystalline polymeric matrix. Controlled drug release
profile was observed for formulation containing polymer. Powders presented dose
uniformity (95 - 100 %), high respirable fraction (> 60 %) and adequate mass median
aerodynamic diameter for pulmonary delivery (< 5 ym). Spray-dried nanoparticles
have a potential as lung RH delivery system, being candidates for nanomedicines

using new route of administration.

Keywords: raloxifene hydrochloride, poly(e-caprolactone), controlled release,
pulmonary administration, spray-drying.
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Parte 4. Polymeric subcutaneous implant to raloxifene hydrochloride sustained

delivery: development and characterization







149



150

Abstract

Biodegradable subcutaneous implant containing raloxifene hydrochloride (RH) was
produced after manual compression of spray-drying particles aiming to prevent its
first-pass metabolism. The implant was based on the presence of poly(e-
caprolactone), as polymer and caprylic/capric triglyceride mixture, as oil, to promote
the controlled drug release. The powder was prepared by the vibrational spray-drying
technique and had high yield (90.43 + 1.22 %), drug content of 286.76 + 1.27 mg.g ™,
mean particle size of 870 £ 266 nm, irregular and spherical shape with smooth
surface particles. The X-ray diffraction showed that RH was in the amorphous state
dispersed in the semicrystalline polymeric matrix. Using this powder, a greenish
yellow implant with hydrophobic matrix (4 mm x 1 mm) was produced with mean
weight of 9.73 + 0.15 mg and drug content of 2.65 + 0.06 mg. Images from scanning
electron microscopy showed the integrity of the particles on the surface and inner
compartment after compression. In vitro drug release study showed that a polymeric
matrix was responsible for the RH controlled release for 24 days. The drug release
was explained be the diffusion of RH and erosion of the polymer, according to the
Korsmeyer-Peppas model. After the release study changes occur in the morphology
of the implant, as cracks, channels and a higher porosity, probably due to polymer
erosion. Hence, the biodegradable implant has potential as candidates for RH
medicines using new routes of administration to avoid its first-pass metabolism and

to prolong its systemic circulation.

Keywords: raloxifene hydrochloride, controlled release, poly(e-caprolactone), spray-

drying, subcutaneous implant.
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Capitulo 3: Desenvolvimento e validacdo de método analitico por CLAE-UV para
guantificacéo do cloridrato de raloxifeno em plasma de ratos e sua aplicacdo para o

estudo farmacocinético
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Resumo

Um meétodo simples, exato e preciso por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com deteccao por UV, foi desenvolvido e validado para a quantificacdo do
cloridrato de raloxifeno (CR) em plasma de ratos, usando a dexametasona como
padréo interno (PI). O método foi validado de acordo com as diretrizes internacionais
contemplando, linearidade, limite de quantificacdo, especificidade, preciséo, exatidao
e estabilidade. O farmaco foi extraido do plasma através da extracao liquido-liquido,
e analisado utilizando coluna C-18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um, 110A), fase movel
constituida de ACN:tampdao acetato de aménio 0,05 M pH 4,0 a 1 ml/min, volume de
injecdo de 40 pl e deteccdo em 287 nm. Os tempos de retencéo para CR e Pl foram
aproximadamente 11 e 14 min, respectivamente. O limite Inferior de quantificacdo foi
de 25 ng/mL e as curvas de calibragéo foram lineares na faixa de concentracao de
25 - 1000 ng/mL. As precisdes intra e inter-dia, expressas pelos desvios-padréo
relativos (DPR) foram menores do que 10% e 15 %, respectivamente. A razdo de
area do pico do analito e PI foi utilizada para a quantificacdo das amostras de
plasma. A recuperacdo CR a partir do plasma foi maior que 90 %. A estabilidade do
farmaco no plasma foi demonstrada a temperatura ambiente (6 horas), depois de
processadas no auto-injetor (6 horas), ap6és trés ciclos de congelamento e
descongelamento e apds armazenagem de longa duracdo sob congelamento a -80
°C (45 dias). O novo método apresenta como vantagens o0 baixo limite de
guantificacdo e a estabilidade em diferentes condi¢cbes, sendo adequado para ser
utilizado em estudos farmacocinéticos que necessitem a quantificacdo de
concentracfes muito baixas do farmaco no plasma. A aplicabilidade do método
desenvolvido foi confirmada pela analise bem sucedida dos niveis plasméticos do
cloridrato de raloxifeno em um estudo farmacocinético, apés sua administracdo

intravenosa em ratos (5 mg/kg).

Palavras-chave: raloxifeno, cromatografia liquida, plasma, biodisponibilidade,

farmacocinética.
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Projeto: 22226 - Avaliagdo do perfil farmacocinético do cloridrato de raloxifeno

nanoparticulado

Prezado Pesquisador RUY CARLOS RUVER BECK,
Informamos que o projeto de pesquisa “Avaliacdo do perfil farmacocinético do
cloridrato de raloxifeno nanoparticulado”, encaminhado para analise em 02/02/2012,

foi aprovado pela Comisséo de ética no Uso de Animais com o0 seguinte parecer:

Parecer reunidao: 26/03/2012

O projeto tem como objetivo desenvolver suspensdes de nanoparticulas de
Eudragit RS100 e Eudragit S100 contendo cloridrato de raloxifeno, avaliando
caracteristicas fisico-quimicas; desenvolver um po6 nanoparticulado contendo
cloridrato de raloxifeno pela técnica de secagem por aspersdo em Nano Spray
Dryer. Avaliar a farmacocinética plasmatica do cloridrato de raloxifeno
nanoparticulado em ratos Wistar preparado em Nano Spray Dryer, apos
administracdo intratraqueal e avaliar a farmacocinética plasmatica do cloridrato de
raloxifeno nanoparticulado (nanocapsulas de Eudragit RS100, nanocapsulas de
Eudragit S100 e po6 nanoparticulado), para determinacdo dos parametros
farmacocinéticos nesses animais, apdés administracdo oral. O projeto estd bem
delineado, baseado em literatura recente e experiéncia do grupo de pesquisadores.
O manejo dos animais esta adequado a legislacdo vigente, o nUmero amostral foi
calculado e sera desenvolvido um projeto piloto para confirma-lo. O grau de
severidade para cada procedimento foi atribuido. O descarte de residuos quimicos e
biolégicos esta adequado as normas da UFRGS. Recomendamos que o presente
projeto seja aprovado com base na Lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais - Lei No 11.794 (08.10.2008).

CEUA/UFRGS

Atenciosamente,

Comissao de ética no Uso de Animais



