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CAPITULO V

Encapsulacdo do prednicarbato em silica mesoporosa
do tipo SBA-15 e avaliacdo dos perfis de liberacdo
do farmaco livre e encapsulado, ambos incorporados em

formulacéo placebo na forma de creme

As silicas mesoporosas tém sido muito empregadas na veiculacdo de moléculas orgéanicas
com atividades bioldgicas, permitindo a criagdo de novos caminhos para a difusdo destas
substéancias, além de fornecer, também, maior protecdo frente as reagdes de degradagdo. Neste
intuito, estdo apresentados neste capitulo o processo de encapsulacdo do prednicarbato em
silica mesoporosa do tipo SBA-15 e os resultados da caracterizacdo do material obtido no
processo. Discute-se, também, a avaliacdo do perfil de liberagéo do fa&rmaco encapsulado e do

farmaco livremente incorporado na formulagao placebo (creme).

“Educar a inteligéncia é dilatar o horizonte dos seus desejos e das suas

necessidades."

(James Russell Lowell)
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5.1 INTRODUCAO

Os sistemas de liberagdo modificada tém se tornado cada vez mais importantes na area
farmacéutica. As formas farmacéuticas de liberacdo modificada podem apresentar inimeras
vantagens sobre as formas convencionais de liberacdo de farmacos, tais como, possibilitar a
permanéncia da concentracdo plasmética do fA&rmaco em sua concentracdo terapéutica por um
maior periodo de tempo, originar a reducdo de efeitos colaterais e aumentar a
biodisponibilidade destas substancias (UHRICH et al., 1999), além de fornecer, muitas vezes,
uma maior protecdo destes compostos frente as reacdes de degradagdo no organismo (QIU et
al., 2001).

Desde a descoberta das peneiras moleculares mesoporosas da familia M41S pelos
cientistas da Mobil Oil Corporation na década de 90 (KRESGE et al., 1992), o estudo das
silicas mesoporosas com estrutura ordenada, tamanhos de poros uniforme e grandes areas
superficiais tem recebido especial atencdo dos pesquisadores devido as suas potenciais
aplicacdes em adsorcdo, separacéo, catalise e na protecéo e liberacdo modificada de farmacos.
As silicas mesoporosas amorfas (MCM-41, MCM-48, SBA-15, FDU-1, etc.) tém sido
pesquisadas como suportes de farmacos devido & sua natureza ndo toxica, estrutura
mesoporosa ordenada, didmetros e volumes de poros ajustéveis (didmetros que podem variar
de 2 a 50 nm, e volume de poro que pode atingir até 2,2 cm>.g™) e grandes éreas superficiais
(400 a 1500 m%.g™) com a presenca de muitos grupos silandis na superficie dos poros. Além
disso, estes materiais mesoporosos apresentam elevada estabilidade térmica, hidrotérmica,
quimica e mecénica, dependendo da espessura da parede do poro (VARTULI et al., 1998).

O estudo das propriedades de armazenamento e liberagdo de farmacos das silicas
mesoporosas convencionais como o MCM-41 e SBA-15 indicaram que o tamanho e volume
adequados dos poros desses materiais 0s tornam suportes promissores para a encapsulagéo e
posterior liberagdo de uma grande variedade de moléculas com atividade terapéutica (ZHU et
al., 2005a). A silica mesoporosa do tipo SBA-15 apresenta uma estreita faixa de distribuicdo
de tamanho dos poros, os quais se apresentam ordenados hexagonalmente, e o tamanho e a
espessura das paredes destes poros podem variar de 4,6 a 30 nm e de 3,1 a 6,4 nm,
respectivamente. A silica mesoporosa do tipo SBA-15 apresenta ainda uma maior estabilidade
hidrotérmica frente a silica mesoporosa do tipo MCM-41 (KRUK et al., 2000), e uma area
superficial que pode superar 1000 m?.g™. Estas caracteristicas possibilitaram a encapsulagdo
de inimeros farmacos nestas estruturas, permitindo ainda originar caminhos para a sua

difusdo (ZHU et al., 2005b). Com isto, 0s materiais mesoporosos altamente ordenados
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(SMAO) tornaram-se matrizes promissoras no desenvolvimento de sistemas de liberacdo
modificada de farmacos (VALLET-REGI et al., 2001; CHENG-YU et al., 2003; RAMILA et
al., 2003; SONG; HIDAJAT; KAWI, 2005).

Ensaios quantitativos para avaliar a liberacdo do farmaco presente neste tipo de
material sdo também necessarios (CHARNAY et al., 2004; DOADRIO et al., 2004;
HEIKKILA et al., 2007). A partir destes resultados, pode-se determinar o perfil de liberagéo
da substancia encapsulada, o que permite avaliar de modo comparativo o perfil de liberagéo
deste sistema com aquele sistema de liberagcdo convencional. Neste contexto, a utilizagdo de
condigBes experimentais in vitro que possam representar 0s meios de difusdo do farmaco nas
condicBes encontradas in vivo, principalmente quanto a via de administracdo e dose utilizada,
pode estabelecer uma Gtima correlagdo entre eles (SHAH; ELKINS; WILLIAM, 1999;
LOPES; COLLETT; BENTLEY, 2005; QU et al., 2006a,b).

5.1.1 Aplicagdes das silicas mesoporosas na encapsulacio de farmacos

Sabendo da grande importancia em se utilizar os sistemas mesoporosos altamente
ordenados no desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de farmacos, QU et al.
(2006a) demonstraram por meio de estudos experimentais com o farmaco hidrossoluvel
captopril, a influéncia do tamanho dos poros e da morfologia dos materiais mesoporosos do
tipo SBA-15, MCM-41,6 e MCM-411,, no perfil de liberag&o desta substancia encapsulada. O
processo de encapsulacéo foi realizado sob agitagdo magnética por 2 horas para os trés tipos
de materiais, com aproximadamente 217 mg de cada um deles em suspensdo com uma
solugdo 0,1 mol.L™* de captopril. Os perfis de liberacdo foram obtidos a partir de ensaios de
dissolucéo com os materiais encapsulados na forma de comprimido (10 x 0,5 mm?) em meios
que simularam o fluido géstrico (pH 1,2) e fluido intestinal (pH 6,8; somente para
captopril/MCM-4116). A determinacdo quantitativa do farmaco liberado da matriz no meio de
dissolucdo foi realizada por espectrofotometria UV/Vis. Os resultados obtidos por
termogravimetria para o material contendo o farmaco encapsulado demonstraram que a
temperatura correspondente ao inicio da primeira etapa de decomposicéo térmica (Tonset 7c) dO
farmaco encapsulado foi 80 °C superior aquela encontrada para este mesmo evento térmico
obtido com a amostra do farmaco isolado, demonstrando o aumento da estabilidade térmica
do captopril decorrente de sua encapsulagéo.

A reducéo dos valores obtidos para o didmetro médio de poro (nm), volume de poro

(cm*.g™) e area superficial (m®.g™) nos materiais mesoporosos submetidos aos processos de
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encapsulagdo, comparados com os valores encontrados nos ensaios com 0S materiais
mesoporosos originais, associados ainda ao deslocamento da isoterma de adsor¢ao/dessorgao
de N (variacdo do volume adsorvido de gés para valores constantes de pressao relativa, p/po)
observado para o material vindo do processo de encapsulagdo, comprovaram a presenca do
farmaco dentro dos poros. Os resultados obtidos pela técnica de adsor¢do de N, possibilitaram
ainda observar a area de histerese tipica de cada um dos materiais mesoporosos utilizados,
formada entre as curvas de adsorcdo e dessorgdo de N,. Os resultados obtidos por microscopia
eletronica de varredura (MEV) demonstraram uma similaridade morfologica entre as
particulas de SBA-15 e MCM-41,¢ (forma de bastdes) e uma diferenca destes materiais com o
MCM-41;, (particulas esféricas). A uniformidade da distribuicdo do tamanho dos poros em
todos estes materiais mesoporosos foi observada por microscopia eletrénica de transmissao
(MET).

O MCM-41,¢ apresentou uma maior quantidade do farmaco encapsulado (33,99%),
fato atribuido a sua maior 4rea superficial (1211 m2.g™) dentre os demais materiais avaliados.
Embora a silica do tipo SBA-15 e do tipo MCM-41;5 tenham apresentado semelhante
morfologia, foram observados diferentes perfis de liberacdo para o captopril encapsulado
nestas matrizes, resultado decorrente do diferente tamanho de poro destes dois materiais. O
tamanho médio dos poros da MCM-4116 (2,79 nm) € menor que aquele evidenciado no SBA-
15 (9,37 nm), fato que retardou a liberacdo do farmaco. O farmaco encapsulado na matriz
MCM-411; (2,01 nm) apresentou uma taxa de liberagdo maior que aquela evidenciada na
MCM-4116, embora este Ultimo material apresentasse um maior tamanho médio dos
mesoporos. Esta diferenca no perfil de liberacdo se deve a diferenca morfoldgica observada
entre estes materiais, uma vez que a MCM-41,, apresentou particulas esféricas, fato que
conduziu a formagdo de canais internos que facilitaram a liberacdo do farmaco. Deste modo,
concluiu-se que a encapsulacéo e a cinética de liberacdo do farmaco captopril foi dependente
do tamanho de poro e da morfologia do material.

O desenvolvimento de um sistema de liberagdo modificado para a gentamicina foi
realizado a partir da encapsulagdo deste antibidtico em silica mesoporosa do tipo SBA-15
(DOADRIO et al., 2004). Os resultados obtidos pela técnica de DRX de baixo angulo
demonstraram ndo existir diferenca entre a estrutura ordenada da silica mesoporosa antes e
apods os ensaios de liberagdo do farmaco. A eficiéncia do processo de encapsulagéo utilizado
para a gentamicina mostrou-se altamente dependente do pH da solugéo. O deslocamento da
isoterma de adsorcdo de N, sob valores constantes de pressdo relativa (p/po), somado a

reducdo dos valores de area superficial (64%), volume de poro (50%) e tamanho médio dos
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poros (9,8%) encontrados para este material em relagdo ao material mesoporoso original,
comprovaram a encapsulacdo do farmaco. Estes mesmos pardmetros foram determinados para
estas mesmas amostras apos o ensaio de liberagdo do farmaco, sendo observado um aumento
significativo dos valores anteriormente citados. As concentragdes de gentamicina
provenientes dos ensaios de liberacdo foram determinadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), com deteccdo por arranjo de diodo (211 nm). A CLAE permitiu também a
separagdo da gentamicina (1,1 minutos) de duas impurezas evidenciadas no cromatograma
(7,4 a 7,6 minutos), possibilitando a identificacdo deste fa&rmaco pela similaridade de seu
espectro com aquele obtido para a substancia de referéncia deste composto (200 a 400 nm). O
material encapsulado apresentou uma liberacédo inicial do farmaco em torno de 60%, seguido
de uma taxa de liberagéo mais lenta.

HEIKKILA et al. (2007) utilizaram a silica mesoporosa do tipo TUD-1 para
encapsular o farmaco ibuprofeno. O processo de encapsulacdo foi realizado sem agitacdo por
20 horas na temperatura de 25 °C, com uma solucdo de ibuprofeno em &lcool etilico na
concentracdo de 700 mg.mL™, a qual continha 0 material mesoporoso na proporgéo 1/4,8
(massa/massa) com o farmaco. A porcéo de ibuprofeno adsorvida na superficie do material
mesoporoso foi removida com a lavagem do mesmo com 3 mL de alcool etilico. A eficiéncia
da encapsulagdo de ibuprofeno foi superior aquela encontrada para este mesmo farmaco em
outras matrizes mesoporosas, pois atingiu um valor igual a 33,1% de farmaco dentro dos
poros. As imagens obtidas por MET revelaram uma estrutura altamente desordenada para este
tipo de material, com diferentes tamanhos de mesoporos. Os resultados obtidos nos ensaios
por DRX de alto angulo e DSC para o material submetido ao processo de encapsulagéo, e
posteriormente a um processo de lavagem para remogdo do ibuprofeno adsorvido na
superficie das particulas, foram idénticos aqueles obtidos para o material mesoporoso original.

Este fato foi atribuido & auséncia do farmaco adsorvido superficialmente, o que
possibilitou correlacionar a quantidade total desta substancia determinada por TG e CLAE
como sendo aquela correspondente ao ibuprofeno encapsulado (LEHTO et al., 2005;
SALONEN et al., 2005a,b). Os resultados obtidos no ensaio de adsor¢do/dessorcdo de N,
mostraram um deslocamento da isoterma de adsorgdo deste material em relagdo ao material
mesoporoso original. Os resultados obtidos para a area superficial e o volume de poro do
material proveniente do processo de encapsulacéo apresentaram-se inferiores aqueles obtidos
para 0 material mesoporoso original, respectivamente, com redugdes iguais a 97% e 92%.
Estes resultados somados aqueles observados nas isotermas de adsorcdo comprovaram a

encapsulacdo do ibuprofeno em silica mesoporosa do tipo TUD-1. Diferente dos resultados
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encontrados para a encapsulagdo do captopril nos materiais mesoporosos do tipo SBA-15,
MCM-4116 e MCM-41;,, e da gentamicina em SBA-15, o tamanho médio dos poros
aumentou apo6s o término do processo de encapsulagdo do ibuprofeno em TUD-1. Este
resultado se deve ao preenchimento preferencial dos poros menores deste material com as
moléculas de ibuprofeno durante o processo de encapsulacdo, fazendo com que
permanecessem apenas 0s poros de maior tamanho. A partir dos resultados in vitro para a
determinagdo dos perfis de dissolucdo do ibuprofeno encapsulado, foi possivel observar que a
silica mesoporosa do tipo TUD-1 mostrou-se como um importante instrumento para a
liberacdo de fArmacos, principalmente para aqueles de menor solubilidade.

O ibuprofeno foi utilizado, também, no desenvolvimento de um processo de
encapsulacéo em silica mesoporosa do tipo MCM-41 por CHARNAY et al. (2004), a partir de
dois métodos distintos. O primeiro deles foi realizado sob leve agitacdo, durante 24 horas, da
mistura entre o material mesoporoso e o farmaco dissolvido em um solvente especifico.
Foram utilizados diferentes solventes com o objetivo de avaliar o efeito de cada um deles na
eficiéncia da adsorgdo do ibuprofeno em MCM-41. Os resultados demonstraram que para 0s
processos em que foram utilizados solventes altamente polares (dimetilsulféxido,
dimetilformamida e dimetilacetamida), a quantidade do farmaco adsorvido no material foi
muito reduzida, enquanto que para 0 mesmo processo realizado com os solventes hexano e
alcool etilico (mais apolares), as quantidades de ibuprofeno adsorvidas foram extremamente
atrativas. Com isto, determinou-se que a eficiéncia da encapsulagdo foi dependente do
solvente utilizado no processo. Embora o processo de encapsulagédo que utilizou o solvente
hexano tenha sido mais eficiente (590 mg.g™), o solvente escolhido para a condugdo deste
processo e posterior estudo de caracterizacdo e liberagdo do farmaco foi o &lcool etilico (184
mg.g™) devido a sua toxicidade reduzida.

O outro método de encapsulacdo utilizado foi o de impregnacdo do material
mesoporoso com uma solugdo concentrada do farmaco em alcool etilico. As técnicas
utilizadas para caracterizagdo do material foram as mesmas apresentadas por HEIKKILA et
al. (2007). O material proveniente do primeiro método proposto para a encapsulagdo,
realizado com o solvente &lcool etilico, apresentou também uma grande reducdo do volume de
poro e da area superficial quando comparado com o material mesoporoso original, fato que,
somado a redugdo do volume de gas adsorvido evidenciado nas isotermas de adsor¢do de N
deste material, comprovaram a presenca do ibuprofeno nos poros da MCM-41. A distribuicdo
do tamanho médio de poro do material encapsulado apresentou-se, porém, pouco alterada (34

para 29 A), fato que sugere um empacotamento das moléculas do farmaco dentro do poro e
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ndo uma distribuicdo uniforme destas nas superficies internas do mesmo. O processo
conduzido pelo método de impregnagdo originou um aumento da eficiéncia da encapsulacéo,
ndo alterou a estrutura do material mesoporoso e ainda permitiu a encapsulacéo do ibuprofeno
na forma molecular e amorfa, pois ndo ocorreu processo de cristalizagdo dentro dos poros. Os
resultados obtidos nos ensaios in vitro de liberagdo do farmaco mostraram uma rapida
liberacdo por meio do fendmeno de difusdo desta molécula. A determinagdo quantitativa do
farmaco nos ensaios de liberacdo da matriz foi realizada por CLAE com detec¢do UV/Vis
(260 nm).

A encapsulacdo do ibuprofeno foi realizada novamente em material mesoporoso do
tipo MCM-41, por QU et al. (2006b). Foram utilizados seis tipos de MCM-41 (A a F),
materiais provenientes de diferentes rotas sintéticas e que apresentaram diferengas entre si no
arranjo geométrico dos poros (hexagonal ou cubica), morfologia e tamanho das particulas
(esféricas ou bastéo, e 150 nm a 10 um, respectivamente), area superficial (631 a 1580 m%.g™)
e volume do poro (0,53 a 1,51 cm®.g™). Uma maior similaridade entre os seis tipo de MCM-
41 estudados foi encontrada para o diametro médio dos poros (1,96 a 2,45 nm). O processo de
encapsulacdo foi realizado por imersdo de 221 mg de cada material mesoporoso,
separadamente, em 10 mL de solugdo de ibuprofeno 0,1 mol.L™" em hexano, permanecendo
sob agitacdo por 2 horas e, posteriormente, filtrado sob pressdo reduzida. O material retido na
membrana de filtragcdo foi ainda lavado com 10 mL de hexano e seco em estufa. Os materiais
obtidos foram entdo transformados em comprimidos (10 mm x 0,5 mm) e utilizados em
ensaios in vitro para a determinagdo dos perfis de liberacdo do farmaco encapsulado, em meio
que simulou o fluido intestinal (pH 6,8). A determinagdo quantitativa do ibuprofeno nestes
ensaios foi realizada por espectrofotometria UV/Vis com comprimento de onda fixado em
222 nm. A reducdo significativa dos valores encontrados para a area superficial, volume dos
poros e diametro médio do tamanho dos poros para todos estes materiais submetidos aos
processos de encapsulagdo, somado ao deslocamento das respectivas isotermas de adsorcéo de
N2 quando comparadas com o material mesoporoso original, demonstraram a encapsulagéo do
farmaco. Os resultados obtidos no estudo do perfil de liberacdo do ibuprofeno demonstraram
que a liberacdo desta molécula foi diretamente dependente da &rea superficial e da geometria
e volume de poro destes materiais.

A MCM-41-A apresentou a maior quantidade do fArmaco encapsulado (46,54%), fato
que se deve a maior érea superficial (1580 m2g™) do material e ao elevado volume de poro
(0,97 cm®g™). O material mesoporoso MCM-48-E apresentou, também, uma elevada

quantidade de ibuprofeno encapsulado (45,74%), fato atribuido ndo somente ao maior volume
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de poro observado (1,51 cm3.g'l) mas também a diferente geometria de poro deste material
(cubica) em relagdo aos demais (hexagonal), o que pode ter facilitado a difusdo desta
molécula. A MCM-41-F, que apresentou a menor érea superficial (631 m2.g™) entre os seis
materiais avaliados, apresentou grande quantidade de ibuprofeno encapsulado (35,67%). A
diferenca morfoldgica da particula deste material (forma de bastdo) em relagdo aos demais
(esférica) pode estar correlacionada ao resultado encontrado.

A escolha do ensaio in vitro a ser utilizado para a determinacéo do perfil de liberagdo
do farmaco encapsulado (SHAH; ELKINS; WILLIAM, 1999; CHARNAY et al., 2004;
DOADRIO et al., 2004; QU et al. 2006a,b; HEIKKILA et al., 2007) pode ser dependente da
sua via de administracdo, sendo que o objetivo é estabelecer uma maior correlagdo com sua
aplicacdo in vivo. A definicho do método analitico a ser utilizado para a determinacéo
quantitativa do farmaco liberado nos ensaios in vitro é baseada principalmente na seletividade
e/ou especificidade, e na faixa de trabalho do mesmo, pardmetros analiticos necessérios para
se garantir a confiabilidade dos resultados. A CLAE é muito utilizada para este propdsito
(CHARNAY et al., 2004; DOADRIO et al., 2004; HEIKKILA et al., 2007), pois permite
trabalhar com menores concentracbes do farmaco em meio receptor, com limites de
quantificagdo que geralmente se encontram na escala de pg.mL™ quando se utiliza deteccio
na regido do UV/Vis (AKASHI et al., 1996; LAGERWEREF et al., 2000; YANG et al., 2005).

Além disto, a CLAE possibilita o desenvolvimento de método seletivo para inimeros
compostos (DOADRIO et al., 2004). A utilizacdo da CLAE acoplada a espectrometria de
massas triplo quadrupolar (CLAE-EM/EM) permite o desenvolvimento de um método com
elevada especificidade para a determinagdo quantitativa de compostos (LAGERWEREF et al.,
2000), pois possibilita monitorar transi¢des especificas entre o ion precursor e seus
fragmentos originados no préprio equipamento (ions produtos). Esta técnica hifenada
possibilita ainda a determinacdo quantitativa em uma faixa de trabalho inferior aquela
apresentada por CLAE com deteccdo UV/Vis, pois enquanto esta ultima apresenta limites de
quantificagdo (LQ) em escala de pg.mL™, a CLAE-EM/EM apresenta valores de LQ na escala
de ng.mL™ (LAGERWEREF et al., 2000; TAYLOR, 2005; KOLODSICK et al., 2006; XU et
al., 2007; YANG; WANG, 2008).

Os perfis de liberagdo de alguns corticdides em formas farmacéuticas semi-solidas de
uso topico foram avaliados por SHAH, ELKINS e WILLIAM (1999) através de ensaios in
vitro utilizando sistemas de célula de difusdo (Microette® modelo 57-6A-S, Hanson
Research). O trabalho desenvolvido avaliou a influéncia dos diferentes tipos de solugdes

receptoras, tipos de membranas sintéticas e diferenga na velocidade de agitagdo da solucgéo na
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célula de difusdo, para a execucdo dos ensaios. A solucdo receptora mostrou-se como a
varidvel mais importante na determinagdo do perfil de liberagdo do farmaco. Os produtos
foram colocados sobre membranas sintéticas de polissulfona, e solu¢des hidroalcéolicas de
diferentes proporgdes (volume/volume) foram utilizadas como solugdes receptoras. As taxas
de liberagcdo determinadas nos estudos realizados com o dipropionato de betametasona
estiveram entre 0,61 e 2,68 pg.cm?min®®, dependendo da porcentagem de alcool etilico
presente na solucdo receptora.

Neste contexto, LOPES, COLLETT e BENTLEY (2005) utilizaram o sistema de
células de difusdo para realizar um estudo de permeagdo cutdnea com 0 imunossupressor
ciclosporina A, farmaco muito utilizado no tratamento de desordens cutaneas de origem auto-
imune. O objetivo do estudo foi avaliar se a presenca de monooleina (promotor de permeacéo)
em diferentes proporgdes (0, 5, 10, 20 ou 70%) em uma preparagdo de propilenoglicol de uso
topico contendo 4% do farmaco, é capaz de aumentar a liberacdo da ciclosporina A para a
pele. Utilizou-se pele de orelha de porco para a realizagdo dos ensaios in vitro, as quais foram
colocadas sobre as células do equipamento, resultando em uma area para difusio de 1,77 cm?,
Uma solucéo tampéo fosfato 100 mM pH 7,2 contendo 10% de &lcool etilico foi escolhida
como meio receptor deste ensaio, sendo o volume de 7,0 mL utilizado em cada célula de
difus&o, as quais foram mantidas a 37 = 0,5 °C sob agitacdo constante durante todo o ensaio.
O solvente alcool etilico foi utilizado para aumentar a solubilidade do farmaco no meio
receptor, garantindo a confiabilidade dos resultados encontrados. Em estudos anteriores,
foram utilizadas quantidades superiores a 33% de &lcool etilico com este mesmo proposito
(CHOI; FLYNN; AMIDON, 1995; GUO et al., 2000; BOINPALLY et al., 2004). A CLAE
com deteccdo UV/Vis foi utilizada para quantificar o fa&rmaco liberado no meio receptor. Os
resultados demonstraram que com apenas 5% da monooleina somente a liberacdo
transdérmica da ciclosporina A aumentou. Com 10% deste promotor de permeacdo, tanto a
liberacdo transdérmica quanto a liberagdo topica aumentaram. A partir de 20% de
monooleina, foi observado que a liberacdo topica manteve-se elevada, mas a liberacdo
transdérmica reduziu substancialmente.

Devido & importancia adquirida pelas silicas mesoporosas na encapsulacdo de
farmacos, somada a extensa utilizagdo do prednicarbato no tratamento da dermatite atdpica,
conforme apresentado no Capitulo I, optou-se por desenvolver um processo de encapsulacéo
desta substancia em silica mesoporosa altamente ordenada (SMAO) do tipo SBA-15 (tamanho
de poro de 10 nm), material com grande &rea superficial, e didmetro e volume dos poros

ajustaveis (ZHU et al., 2005a). O objetivo deste processo nanotecnoldgico foi proteger o
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farmaco de possiveis interacfes com excipientes da formulacdo e ainda possibilitar o
desenvolvimento de um sistema de liberagdo modificada para esta substancia. Para a
caracterizacdo do material obtido neste processo, foram utilizadas as técnicas de TG/DTG,
DSC, analise elementar, espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho, MEV,
adsorcdo/dessorcdo de N, e DRX de alto angulo. Visando o desenvolvimento de um sistema
de liberacdo modificada para o prednicarbato, o perfil de liberacdo do farmaco encapsulado
em silica foi determinado a partir de ensaio in vitro em equipamento com células de difuséo,
as quais receberam a formulagdo farmacéutica semi-sélida na forma de creme contendo o
material mesoporoso com o farmaco encapsulado. As quantidades liberadas de prednicarbato
durante o ensaio foram determinadas por CLAE-EM/EM, método analitico que foi validado
para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos. Neste mesmo ensaio, utilizou-se também
a forma farmacéutica contendo o farmaco ndo encapsulado, tornando possivel, a partir de uma
avaliagdo comparativa, determinar a influéncia da encapsulacédo no perfil de liberagdo do

prednicarbato.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Material

O prednicarbato fabricado pela Hawon Biochemical Science CO, LTD (Korea),
material cujas informagdes foram apresentadas no item 2.2.1 (Capitulo I1), foi utilizado no
processo de encapsulacéo em silica mesoporosa do tipo SBA-15 e também incorporado como
farmaco livre em uma formulagdo placebo cujos constituintes foram apresentados na Tabela
2.2 (Capitulo 11). A formulagdo placebo, que consiste de uma formulagdo farmacéutica semi-
solida na forma de creme, de base aquosa, cor branca e com baixa viscosidade, foi fornecida
pelos Laboratorios Stiefel Ltda. Apos certa quantidade da formulacdo placebo ter recebido o
farmaco livre, e outra por¢éo, o farmaco encapsulado, elas foram utilizadas em ensaio in vitro
para a determinacgdo do perfil de liberacdo desta substancia.

A silica mesoporosa altamente ordenada (SMAO) utilizada no processo de
encapsulacéo foi do tipo SBA-15, sintetizada no proprio Laboratério de Analise Térmica Prof.
Dr. Ivo Giolito (LATIG) localizado no Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo.
Para a sintese desta silica foram utilizados o0s seguintes materiais: tetraetoxisilano (TEOS,
98%, fornecedor Aldrich), copolimero tribloco Poli(6xido de etileno)-poli(6xido de
propileno)-poli(6xido de etileno) (EO20PO70EO2) (Pluronic P123, MMpsia = 5800,
fornecedor Basf) e &cido cloridrico (HCI, 36%, grau analitico, fornecedor Merck).

Para a realizagdo dos ensaios de encapsulacdo do farmaco, utilizou-se um baldo
volumétrico de 250 mL, um béquer de 500 mL, vidro reldgio, pipeta de Pasteur, agitador
magnético, barra magnética e alcool etilico de elevada pureza (marca JTBaker, lote B42C76).
Este mesmo solvente foi utilizado na solucédo receptora dos ensaios realizados com células de
difusdo. Membranas sintéticas hidrofilicas de polissulfona (HT Tuffryn®, PALL Corporation,
EUA), com tamanho de poro igual a 0,45 pm e diametro de 47 = 0,5 mm, foram utilizadas nos
ensaios de difusdo. Para o desenvolvimento e validacdo do método analitico utilizado para a
quantificacdo do prednicarbato pela técnica de CLAE-EM/EM, e para as demais
determinagbes quantitativas das amostras provenientes do ensaio in vitro de liberag&o,
utilizou-se uma substancia de referéncia do prednicarbato proveniente da Farmacopéia
Européia (BP907-F67029) com o numero de lote e pureza iguais a 1-P2698000 e 99,1%,
respectivamente. Para estas mesmas determinagdes quantitativas foram utilizados balGes
volumétricos de 50 e 100 mL, béquer de 200 mL, micropipetas (200 e 1000 uL), tubos

conicos de polipropileno de 15 e 50 mL, e tubos eppendorf de 2,0 mL. Utilizou-se, também,
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uma coluna cromatografica Pursuit Cig, 5 pm, 50 mm x 2,0 mm (marca Varian) e 0s
reagentes acetonitrila de elevada pureza (marca JTBaker, lote E10C51) e &cido férmico de

elevada pureza (marca Fluka, lote 1321939).

5.2.2 Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos para a realizagéo das atividades:

- agitador magnético

- analisador de adsorgdo modelo ASAP 2010 (Micromeritics)

- aparelho Elemental Analyser modelo 2400 CHN (Perkin-Elmer)

- balanga analitica AUW220D (Shimadzu)

- célula calorimétrica modelo DSC-50 (Shimadzu)

- célula de difusio combinado com amostrador automético Microette® modelo 57-6A-S

(Hanson Research)

- centrifuga modelo CT-5000 (CIENTEC)

- cromatografo liquido de alta eficiéncia modelo HP 1100 (Agilent)

- difratémetro de raios X modelo D5000 tubo de Cu Ka (A = 1.542 A) (Siemens/Brucker)

- espectrometro de infravermelho modelo MB102 (Bomem)

- espectrometro de massas triplo quadrupolo modelo APl 4000 QTrap LC/MS/MS system
(MDS-Sciex/Applied Biosystems) contendo o software Analyst versdo 1.4 e fonte de
ionizagdo modelo Turbo V, com sonda de ions TurbolonSpray

- estufa de secagem modelo Orion 515 (FANEM)

- microscopio eletrénico de varredura modelo JSM 7401F (JEOL)

- termobalanca modelo TGA-51 (Shimadzu)



160

5.2.3 Métodos

5.2.3.1 Sintese da silica do tipo SBA-15 e ensaio para encapsulacdo do farmaco

A silica mesoporosa do tipo SBA-15 foi sintetizada em meio acido (solucdo aquosa de
acido cloridrico) pela combinacdo de quantidades apropriadas do copolimero tribloco
Pluronic P123 (EO2PO7EO2, MMnggia = 5800), utilizado como direcionador de estrutura
conforme ZHAO et al. (1998a,b) e MATOS et al. (2003), e tetraetoxisilano (TEOS), fonte de
silica (MA et al., 2003; MESA et al., 2003). A mistura foi submetida a agitagdo constante por
5 minutos e, apds este periodo, foi mantida em repouso por 20 horas a 25 °C. A amostra foi
entdo submetida a um tratamento hidrotérmico a 100 °C por 2 dias. O solido resultante da
filtracdo e lavagens com &gua deionizada foi calcinado a 540 °C sob atmosfera dindmica de

N e ar para eliminagdo do surfactante (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Sintese de silica mesoporosa altamente ordenada do tipo SBA-15

O processo de encapsulacdo do prednicarbato em silica mesoporosa do tipo SBA-15
foi realizado em baldo volumétrico de 250 mL contendo 500 mg de prednicarbato dissolvido
em 100 mL de alcool etilico, e 500 mg da silica, sendo a proporcéo igual a 1:1 (massa/massa)
entre a matriz mesoporosa e o farmaco. O processo de encapsulacdo foi conduzido sob leve
agitacdo magnética na temperatura de 25 °C por 24 horas (CHARNAY et al., 2004). Apds esta

etapa, a mistura foi transferida em por¢des de 20 mL para tubos conicos de 30 mL e
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centrifugados por 4 minutos a 4000 rpm, com aceleracéo durante 60 segundos e desaceleracéo
de 30 segundos. A porgdo sobrenadante foi descartada com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur. As porcdes sdlidas remanescentes foram transferidas para um vidro relégio e

submetidas a secagem em estufa a 80 °C por 2 horas.

5.2.3.2 Caracterizac¢do do material obtido no processo de encapsulagéo

Os ensaios termoanaliticos foram realizados no Laborat6rio de Anélise Térmica Prof.
Dr. Ivo Giolito (LATIG) do Instituto de Quimica da USP. Foram realizadas calibragdes e/ou
verificacOes diérias da termobalanca antes dos ensaios termogravimétricos, empregando-se
uma amostra de oxalato de célcio monoidratado conforme norma ASTM E1582-04. Realizou-
se um branco com o cadinho vazio para cada condigdo avaliada. Antes dos ensaios por DSC,
0 eixo de temperatura da célula foi calibrada e/ou verificada utilizando-se padrdes de In° (Tus
= 156,6 °C) e Zn® (Trs = 419,5 °C) com elevada pureza (99,99%). Empregou-se, também, o
AHgs do In° (28,7 J.g™") para a calibracdo e/ou verificacdo do eixo de fluxo de calor. Da
mesma maneira, antes dos ensaios por DSC a curva em branco foi obtida nas mesmas
condigBes, com as capsulas de referéncia e de amostra vazias. A determinagdo do
comportamento térmico das amostras (silica do tipo SBA-15, prednicarbato e material obtido
no processo de encapsulacéo) foi realizada em célula calorimétrica, para obtengdo das curvas
DSC, com razéo de aquecimento (B) de 10 °C.min, no intervalo de temperatura de 25 a 400
°C, sob atmosfera dinamica de ar (50 mL.min™). Foram utilizadas capsulas de Al
parcialmente fechadas e massas de amostras de aproximadamente 1,5 mg. As curvas TG para
caracterizacdo térmica destes mesmos materiais foram obtidas em ensaios realizados em
termobalanca modelo TGA-51. Os ensaios foram realizados sob atmosfera dinamica de ar (50
mL.min™) e B de 10 °C.min™, para uma faixa de temperatura de 25 a 900 °C, utilizando-se
cadinho de Pt e massas de amostras em torno de 25 mg.

Os espectros FTIR do prednicarbato, da silica e do material obtido no processo de
encapsulacéo foram registrados na temperatura de 25°C e faixa espectral compreendida entre
4000 e 400 cm™, a partir de amostras preparadas na forma de pastilhas de KBr. As
determinagdes dos teores de C, H e N foram obtidas em equipamento Elemental Analyser
modelo 2400 CHN (Perkin-Elmer).

Os difratogramas de raios X de alto angulo foram obtidos a partir de ensaios realizados

pelo método do pd. As amostras foram prensadas em uma I&mina de vidro e analisadas em um
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intervalo de 3 a 65° (20) com um passo de 0,05° (20) ¢ 1 segundo por passo, utilizando-se 40
KW e 40 pA para o difratdbmetro. A interpretacdo dos difratogramas foi feita no software
Diffracplus com o banco de dados International Centre for Diffraction Data 12 Campus
Boulevard Newtown Square, PA 19073-3273 U.S.A.

As medidas de adsorcdo/dessorcdo de N, das amostras de silica mesoporosa e do
material submetido ao processo de encapsulagédo foram realizadas no Centro de Ciéncia e
Tecnologia de Materiais do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) da USP,
utilizando um analisador de adsor¢cdo Micromeritics, modelo ASAP 2010. Para a
determinagdo da area especifica (S) do material, que corresponde & area de sua superficie, as
amostras (s6lidas) foram submetidas a um pré-tratamento com aquecimento a 100 °C sob
pressdo reduzida por um intervalo de tempo que variou para cada amostra, para remocdo dos
contaminantes de superficie. O so6lido foi entdo resfriado, ainda sob pressdo reduzida, em N,
liquido (77 K). Foi utilizado N, com 99,998% de pureza como gas de andlise para adsorver na
superficie do sélido em diferentes pressdes parciais até a saturagéo. Para cada pressdo parcial
de N2 foi medido o volume deste gés adsorvido ap6s um tempo de equilibrio (10 segundos). A
dependéncia da quantidade do gas adsorvido na superficie a pressdo uniforme e temperatura
constante é denominada isoterma de adsorc¢&o.

Para uma determinada faixa de presséo parcial do gas (0,05 a 0,30) essa dependéncia €
linear e permite o célculo do nimero de moléculas do gas que formam uma monocamada
cobrindo toda a superficie da amostra. Este valor, multiplicado pelo valor da area de uma
Unica molécula do gés, resulta na &rea total da superficie do so6lido, que dividido pela massa
da amostra, d4 origem a sua area especifica (m?.g™). O método utilizado para o calculo da
superficie especifica (Sger) é denominado BET (Brunauer, Emmet e Teller). O método de
Barrett, Joyner e Halenda (BJH) foi utilizado para calcular o didametro, o volume (V) e a
distribuicdo de tamanho de poros, a partir das isotermas obtidas experimentalmente,
utilizando o modelo de Kelvin de preenchimento de poro. O volume total dos poros (V,
cm®.g™) das amostras foi determinado a partir das isotermas de N obtidas em uma presséo
relativa (p/po) de 0,99.

A morfologia dos materiais foi obtida em ensaios realizados com um microscépio
eletronico de varredura da JEOL modelo JSM 7401F, localizado na Central Analitica do
Instituto de Quimica da USP, operando em uma voltagem de aceleracéo de 1,0 kV (LEI, WD
7,7 e 7,8 mm). As amostras foram depositadas sobre uma fita adesiva de cobre dupla face

suspensa em um stub de carbono e aderida ao porta amostra de cobre.
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5.2.3.3 Desenvolvimento e validacdo do método analitico por CLAE-EM/EM, e
determinacdo do perfil de liberacdo do farmaco livre e encapsulado em silica,

incorporados em produto na forma de creme

O método analitico utilizado para a determinacdo quantitativa do prednicarbato foi
desenvolvido e validado por CLAE, em um cromatografo liquido modelo HP 1100 (Agilent),
acoplado a um espectrdometro de massas hibrido triplo quadrupolo / ion trap linear modelo
APl 4000 QTrap LC/MS/MS system (MDS-Sciex/Applied Biosystems) por meio de uma
fonte de ionizacdo modelo Turbo V (Applied Biosystems) com sonda de ions TurbolonSpray
(técnica de electrospray ionization, ESI), operando no modo triplo quadrupolo (EM/EM). Os
resultados obtidos no desenvolvimento e na validacdo deste método analitico (CLAE-
EM/EM), e nas andlises das amostras provenientes do ensaio in vitro de liberacdo do farmaco,
foram avaliados com o software Analyst verséo 1.4.2 (MDS-Sciex/Applied Biosystems).

Para a realizacdo dos ensaios cromatograficos, utilizou-se uma coluna cromatogréfica
Pursuit 5 C1g 50 mm x 2,0 mm (Varian), fase movel constituida de &gua e acetonitrila (2:8,
volume/volume) com 0,10% de &cido férmico (volume/volume), eluigdo isocrética e vazdo
igual a 0,300 mL.min". A temperatura da coluna foi mantida a 25 °C e o volume de injecdo
utilizado foi de 5,0 pL. O cromatografo liquido foi acoplado ao espectrdmetro de massas via
interface de ionizacdo por eletrospray (ESI) no modo positivo (+5500 V). No
desenvolvimento do método, 0s espectros de massas obtidos no modo varredura (Q; full scan)
e no modo de monitoramento de um Unico ion (SIM), e os espectros de massas de ions
produtos (EM/EM), foram determinados em uma faixa de razdo massa/carga (m/z) entre 100 e
600.

Para a realizagdo do experimento de monitoramento de reacbes multiplas (MRM),
utilizou-se uma temperatura de dessolvatacdo de 600 °C na fonte de ionizagdo do
equipamento, vazdo do gés de secagem (ar ultra-puro, gas 2) de 40 psi e gas nebulizador (ar
ultra-puro, gés 1) de 50 psi. A cortina de gas de desolvatacdo (N, ultra-puro) foi mantida em
20 psi. O potencial do orificio de entrada do espectrdmetro de massas (DP) e o potencial de
entrada (EP) no primeiro quadrupolo (Qo) foram, respectivamente, iguais a 51,0 e 10,0 V. O
equipamento foi programado para monitorar as seguintes transices entre ion precursor e ion
produto (MRM): m/z 489,3 > 471,3, e m/z 489,3 > 381,2, com fragmentacdo induzida por
colisdo. Utilizou-se N ultra-puro como gas de colisdo (CAD) com fluxo de 6,0 u.a. O tempo
de monitoramento (dwell time) para cada transi¢cdo foi de 250 ms e a energia de colisdo (CE,

colision energy), igual a 13,0 e 17,0 eV, respectivamente, para cada uma delas. Os potenciais
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de saida da célula de colisdo (CXP) utilizados para cada transicdo foram, respectivamente,
iguais a 8,0 e 16,0 V. O valor de 2600 foi utilizado para o detector do tipo multiplicador de
elétrons (CEM). Todos os experimentos foram realizados com o espectrdmetro de massas
operando com resolucdo unitéria de massa (0,7 Da) para o primeiro (Q1) e o terceiro (Qs)
quadrupolos.

As andlises quantitativas foram baseadas na é&rea dos picos obtidos nos
cromatogramas. A identificacdo do ion precursor predominante proveniente da ionizaco da
molécula do prednicarbato no modo positivo [M+H]" no espectro de massas (Q; full Scan) da
substancia de referéncia identificou o corticosteroide. A selecdo dos dois fragmentos mais
intensos no espectro de massas de fons produtos ([M-18+H]" e [M-18-90+H]") do ion
precursor [M+H]" possibilitou 0 monitoramento destas transi¢des no modo MRM (NIESSEN,
1999; LAGERWERF et al., 2000; NIESSEN, 2003).

A validacdo do método analitico foi realizada com a avaliacdo dos seguintes
parametros: especificidade, efeito matriz, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de
quantificagdo (LQ), precisdo e exatid&o.

O efeito matriz foi avaliado a partir do ensaio com a solugdo placebo (formulagéo sem
prednicarbato) e com a solucdo receptora (alcool etilico e &gua, na proporgdo 1:1,
volume/volume), sob vazao continua (infusdo direta) de 30 uL.min™ da solugéo de 75 pg.mL™*
de prednicarbato em acetonitrila/dgua/acido féormico (80:20:0,1; volume/volume/volume). As
condi¢Bes cromatogréaficas utilizadas foram as mesmas citadas anteriormente. A auséncia de
supressdo ou intensificacdo do sinal na regido do cromatograma em que as transigdes
monitoradas ocorrem, demonstra a auséncia do efeito matriz (MATUSZEWSKI;
CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003; NIESSEN, 2003; TAYLOR, 2005; XU et al., 2007).

Para a avaliacdo da linearidade do método, foram utilizadas solucdes de prednicarbato
em acetonitrila/agua/dcido formico (80:20:0,1), em uma faixa de trabalho com concentracbes
do farmaco selecionadas para que se pudesse determinar o prednicarbato em todas as amostras
provenientes do estudo de liberacdo da matriz. A curva de calibracdo foi construida pela
regressdo dos minimos quadrados no modo linear, smooth igual a 1, utilizando 1/x* como
fator de peso, para a transicdo m/z 489,3 > 381,2.

As anlises quantitativas de precisdo e exatiddo, LD e LQ, foram realizadas a partir do
monitoramento desta transicdo. A precisdo e exatiddo do método de anélise foram avaliadas
em trés niveis de concentracdo, sendo seis replicatas para cada um deles, distribuidos de
maneira equidistantes de acordo com a faixa de linearidade em estudo. A precisdo do método

foi calculada pelo desvio padréo relativo (DPR, %) dos resultados das replicatas de cada nivel
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de concentragdo. A exatiddo, por sua vez, foi calculada pela concordancia entre o valor
nominal utilizado e o valor médio obtido experimentalmente.

O LD e LQ foram experimentalmente definidos a partir da relacdo sinal/ruido. A
concentragdo do prednicarbato que corresponde a aproximadamente trés vezes o ruido medio
da linha de base do cromatograma foi adotada como LD, enquanto que a concentragdo
referente a uma resposta 10 vezes superior aquela evidenciada para o ruido, corresponde ao
LQ (RIBANI et al., 2004; CHANG et al., 2005; KOLODSICK et al., 2006).

Os ensaios para a determinacgdo do perfil de liberagdo do prednicarbato encapsulado
em silica do tipo SBA-15 e deste mesmo farmaco ndo encapsulado, foram realizados com a
utilizagdo de uma formulagdo semi-sélida na forma de creme (formulacgéo placebo) na qual o
farmaco foi incorporado. Parte da formulacdo placebo (1800 mg) recebeu o material
mesoporoso (95 mg, p6) contendo cerca de 5% do farmaco encapsulado (Figura 5.2), e na
porcdo restante desta formulacdo, adicionou-se uma quantidade conhecida de prednicarbato
livre dissolvido em alcool etilico (solugdo). A concentracdo de prednicarbato presente em
ambos os produtos obtidos ap6s a adi¢éo desta substancia foi igual a 0,25%, de acordo com a
formulacdo comercialmente disponivel para este corticosterdide (GUPTA e CHOW, 2004).
Deste modo, os produtos obtidos apresentaram a mesma dosagem de prednicarbato, o que
possibilitou determinar o impacto da encapsulacao desta substancia em seu perfil de liberacdo.

O equipamento de célula de difusdo combinado com amostrador automatico
Microette® (modelo 57-6A-S, marca Hanson Research) foi utilizado para dar prosseguimento
ao ensaio de determinacéo do perfil de liberagdo do prednicarbato, de acordo com o Teste de
liberacdo in vitro descrito no Guia para Industria, formas semi-sélidas ndo estéreis (UNITED
STATES, 1997). Este equipamento possui 12 células de difusdo, as quais receberam uma
membrana sintética hidrofilica de polissulfona (TUFFRYN®) com 0,45 um de tamanho de
poro e 47 + 0,5 mm de didmetro. Para a metade destas células, escolhidas de maneira
aleatoria, foram adicionados cerca de 260 mg do produto contendo o prednicarbato ndo
encapsulado sobre a membrana sintética, em uma area de difusdo delimitada em 1,77 cm?,
enquanto as celulas restantes receberam cerca de 260 mg do produto contendo o prednicarbato
encapsulado. Assim, o ensaio in vitro para a determinacdo do perfil de liberacdo do farmaco
foi realizado em sextuplicata para ambas as formulacdes finais contendo o farmaco. A solugéo
receptora utilizada foi uma solugdo de 4&lcool etilico e &gua na proporcdo de 1:1
(volume/volume), garantindo a total solubilidade do farmaco no meio (CHOI; FLYNN;
AMIDON, 1995; GUO et al., 2000; BOINPALLY et al., 2004; CHANG et al., 2005). As

células de difuséo apresentam um volume individual de 7,0 mL, preenchidas com a solugéo
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receptora, as quais estiveram sob agitagdo magnética de 300 rpm e banho termostatizado a 32
°C durante toda a duragéo (24 horas) do ensaio (UNITED STATES, 1997). Os tempos de
amostragem utilizados foram de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 12,0; 18,0 e 24,0 horas. Tanto o
volume de amostragem, quanto o volume de lavagem referente a cada um dos tempos citados
acima, foi igual a 1,0 mL. A solucdo receptora foi imediatamente reposta apds cada
amostragem, com igual volume (1,0 mL) e sob a mesma temperatura. As amostras coletadas
nos tempos pré-determinados foram imediatamente analisadas pelo método desenvolvido e
validado por CLAE-EM/EM, para a determinacdo das quantidades liberadas. O gréafico que
correlaciona as quantidades liberadas do farmaco (ug) com os tempos de coleta (h) foi
construido para ambas as formulacbes, com o objetivo de se determinar os respectivos perfis
de liberagdo (LOPES; COLLETT; BENTLEY, 2005; WINKLER; MULLER-GOUYMANN,
2005).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSAO
5.3.1 Analise termogravimétrica

Os resultados de termogravimetria do prednicarbato podem ser encontrados na Figura
4.1 (Capitulo 1V). O prednicarbato presente no material mesoporoso do tipo SBA-15 no final
do processo de encapsulagdo (amostra pred/SBA-15) foi quantificado por termogravimetria
(Figura 5.2). Os resultados obtidos na curva TG deste material demonstraram uma perda de
massa (Am) entre 105 e 850°C igual a 5,48%, valor que corresponde & quantidade do farmaco
presente na amostra (CHEN et al., 2004; LEHTO et al.,, 2005; TANG et al., 2006). Foi
observada para este mesmo material uma redugdo da taxa de decomposi¢do térmica do
farmaco, resultado evidenciado na andlise comparativa das curvas TG do prednicarbato
isolado, da silica e da amostra pred/SBA-15. O resultado obtido na curva TG da amostra
pred/SBA-15 mostrou que 20% da perda de massa observada (Am) ocorreu entre 600 ¢ 850 °C,
faixa de temperatura em que a curva TG da silica ndo apresentou qualquer variagdo de massa,
e a curva TG do prednicarbato isolado j& indicava a sua total decomposicéo térmica (Figura
5.2). Com isto, pode-se atribuir a reducdo da taxa de decomposicdo térmica do farmaco, a sua

encapsulacéo em silica do tipo SBA-15 (QU et al., 2006a)
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Figura 5.2. Curvas TG obtidas sob atmosfera dindmica de ar (50 mL.min™) para a amostra

de silica do tipo SBA-15 (a), amostra pred/SBA-15 (b) e amostra do prednicarbato isolado ()
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5.3.2 Anélise elementar e 1V

A presenca do farmaco na silica vinda do processo de encapsulacdo também foi
observada no resultado obtido pela a anélise elementar (Tabela 5.1) e por espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho (Figura 5.3). O resultado da analise elementar deste
material (pred/SBA-15) apresentou 3,1% de material orgénico (porcentagem de carbono),

que corresponde & aproximadamente 4,64% (massa/massa) de prednicarbato.

Tabela 5.1 - Resultados da analise elementar das amostras de SBA-15, prednicarbato e
pred/SBA-15

Amostra %C %H %N
silica (SBA-15) 0,1 0,4 0,2
prednicarbato 66,2 7,6 0,1
pred/SBA-15 3,1 1,6 0,1

Nos espectros FTIR da silica mesoporosa do tipo SBA-15 e do prednicarbato (Figuras
5.3b e 5.3c, respectivamente) foi observada uma banda de estiramento YOH em torno de 3450
cm™. O espectro FTIR da silica apresentou ainda bandas de elevada intensidade, tipicas deste
material, em 1100 e 1200 cm™, apresentou uma banda referente a grupos hidroxila em torno
de 1630 cm™ e uma banda correspondente & vibracdo de grupos quimicos Si-OH em 950 cm™
(hidroxilas terminais, grupos silandis), sendo estes ultimos grupos importantes para a
interagdo com o farmaco. Observou-se, também, na regido em torno de 800 cm™ do espectro
FTIR da silica, uma banda originada pela vibracéo da ligagdo Si-O. Outra banda caracteristica
deste tipo de material foi evidenciada em aproximadamente 470 cm™, e corresponde a ponte
de ligacio observada no grupo quimico O-Si-O (LOPEZ et al., 2006).

O espectro FTIR da amostra pred/SBA-15 (Figura 5.3a) apresentou bandas
caracteristicas do prednicarbato, muitas das quais ndo se encontram no espectro FTIR da
silica, o que permitiu correlacionar estes resultados com a presenca do farmaco neste material.
Em torno de 1750 cm™, o espectro FTIR do material vindo do processo de encapsulacéo
apresentou uma banda de estiramento ¥y C=0 caracteristica de grupo quimico éster e grupo
quimico carbonato, os quais estdo presentes na molécula do farmaco (Cx e Cys,
respectivamente). A intensificagdo de bandas tipicas da silica na regido do espectro

compreendida entre 1100 a 1300 cm™ demonstrou a presenca das bandas em 1280 cm™ e
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1100 cm, referentes ao estiramento v,s C-O de grupo carbonato e estiramento v C-O de grupo
éster do prednicarbato, respectivamente. Na regido em torno de 1650 cm™ no espectro FTIR
da amostra pred/SBA-15 foram observadas duas bandas parcialmente sobrepostas, sendo
aquela evidenciada em 1629 cm™ proveniente da silica, e a outra em 1652 cm™ referente ao

estiramento ¥ C=0 caracteristico do grupo quimico semi-quinona (Cs) do farmaco.

v )
\/ U! (b)

VU

T\/V ©

Transmitancia (%)

20%

4000 3000 2000 1000
Namero de Onda (cm™)

Figura 5.3. Espectro FTIR das amostras pred/SBA-15 (a), silica mesoporosa do tipo SBA-15
(b) e prednicarbato (c)

5.3.3 Medidas de adsorgéo de N,

A partir da isoterma de adsor¢do/dessorcdo de N, da amostra pred/SBA-15 e da silica
do tipo SBA-15, foram obtidos os valores da Sger calculada pelo modelo de Brunauer-
Emmett-Teller (BET), e os valores de volume (V) de poro e a distribuicdo do tamanho de
poro, pelo modelo de Barrett-Joyner-Halenda (BJH), os quais estéo listados na Tabela 5.2. A
isoterma de adsorcdo/dessor¢do de N, da silica mesoporosa do tipo SBA-15 (Figura 5.4a)
apresentou uma &rea de histerese localizada entre com 0,6 e 0,8 de presséo relativa (p/po),
indicando uma estreita distribuicdo de tamanho de poro e uma boa qualidade deste material
mesoporoso (KRUK et al., 2000). Os resultados obtidos encontraram-se de acordo com

aqueles provenientes da literatura para a silica mesoporosa do tipo SBA-15 com estrutura
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altamente ordenada (ZHAO et al., 1998a,b; KRUK et al.,, 2000; MATOS et al., 2001;
DOADRIO et al., 2004).

A isoterma obtida para a amostra pred/SBA-15 foi similar aquela obtida para a silica
do tipo SBA-15. Com isto, conclui-se que as dimensdes dos poros mantiveram-se inalteradas
apds o processo de encapsulacdo (Figura 5.4b), o que sugere um empacotamento das
moléculas do fArmaco dentro dos poros e ndo uma distribui¢do uniforme destas moléculas na
superficie interna do mesmo (CHARNAY et al., 2004). Observou-se, porém, para a isoterma
da amostra pred/SBA-15, uma redugdo da quantidade total de N, adsorvido sob diferentes
valores de pressdo relativa (p/po), indicando a presenca de prednicarbato adsorvido na rede
mesoporosa do SBA-15 (DOADRIO et al., 2004). Este deslocamento observado na isoterma
de adsorcao/dessorcdo de N, deste material em relacéo a isoterma da silica do tipo SBA-15
(Figura 5.4), somado a uma reducéo de aproximadamente 16% para V e de 24% para Sger
deste mesmo material, comprovou a encapsulagdo do farmaco na silica (QU et al., 2006a,b;
HEIKKILA et al., 2007).

Tabela 5.2 - Pardametros estruturais obtidos para a silica do tipo SBA-15 e para a amostra
pred/SBA-15

Amostra morfologia das tamanho das diametro médio SeeT V
particulas particulas (um)  de poro (nm) (m%gt)  (cmig?)
SBA-15 bastonete 1,0-2,0 10,08 590 0,91

pred/SBA-15 bastonete 1,0-2,0 10,08 451 0,76
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Figura 5.4. Isoterma de adsorcdo/dessorgdo de N, e respectiva curva de distribuicdo de

tamanho de poro para a silica do tipo SBA-15 (a) e para a amostra pred/SBA-15 (b)

5.3.4 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias obtidas por MEV para a amostra de silica do tipo SBA-15 (Figura
5.5) mostraram a presenca dominante de particulas na forma de bastonetes, com uma
distribuicdo regular do tamanho (QU et al., 2006a). A extensdo destas particulas em quase sua
totalidade variou entre 1,0 e 2,0 um (Tabela 5.2). A mesma morfologia foi observada para a
amostra pred/SBA-15 (Tabela 5.2), demonstrando ndo existir qualquer alteracdo morfoldgica

deste material ap6s o processo de encapsulagio (LOPEZ et al., 2006).
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Figura 5.5. Imagens obtidas por MEV para a silica do tipo SBA-15 (A e B) e para a amostra
pred/SBA-15 (C e D)

5.3.5 Difratometria de raios X e DSC

Os difratogramas obtidos com a analise por DRX de alto angulo da silica do tipo SBA-
15, do prednicarbato e da amostra pred/SBA-15 (Figura 5.6), demonstraram que o farmaco se
apresentou amorfo ap6s o processo de encapsulacdo, tanto para a por¢do adsorvida na
superficie externa das particulas de silica, quanto para aquela aprisionada no interior dos seus
poros. A auséncia de picos de difracdo caracteristicos do prednicarbato no difratograma deste
material (Figura 5.6a) determinou a auséncia de estrutura cristalina ordenada deste farmaco,
demonstrando que a encapsulacdo ocorreu sem que houvesse processo de cristalizagdo dentro
dos poros (CHARNAY et al., 2004). A curva DSC da amostra pred/SBA-15 nédo apresentou o
evento endotérmico de fusdo caracteristico do prednicarbato, fato que comprovou a auséncia

de estrutura cristalina desta substancia (Figuras 5.7).
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Figura 5.6. Difratogramas de raios X de alto angulo obtidos para a amostra pred/SBA-15 (a),

para a silica mesoporosa do tipo SBA-15 (b) e para o prednicarbato (c)
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Figura 5.7. Curvas DSC obtidas sob atmosfera dindmica de ar (50 mL.min™) para as
amostras de prednicarbato (a), silica do tipo SBA-15 (b), mistura fisica com 5% do farmaco

em SBA-15 (c) e pred/SBA-15 (d)
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5.3.6 Desenvolvimento e validagdo do método analitico por CLAE-EM/EM, e

determinacéo do perfil de liberacdo do fArmaco livre e encapsulado

O método analitico utilizado para a determinacdo do prednicarbato em amostras
provenientes do ensaio de liberagéo in vitro foi desenvolvido por CLAE-EM/EM. O espectro
de massas obtido no modo varredura no primeiro quadrupolo (Q; full scan), por ionizagéo
guimica no modo positivo com utilizacdo da técnica de electrospray ionization (ESI™), para a
solucdo de prednicarbato na concentracdo de 50 ng.mL™" em acetonitrila/agua/acido formico
na proporgdo 50:50:0,1, apresentou o ion precursor m/z 489,5 como predominante. Este ion se
refere a molécula deste corticosteréide monoprotonada [M+H"] (Figura 5.8a). O espectro de
massas de ions produtos do ion precursor m/z 489,5 apresentou como ions majoritarios
aqueles com razdo m/z iguais a 471,3 e 381,2 (Figura 5.8b), sendo estes fragmentos utilizados

para 0 monitoramento das rea¢fes multiplas (LAGERWEREF et al., 2000).
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Figura 5.8. Espectro de massas obtido no modo varredura (Q: full scan) para a solugéo de

prednicarbato (a) e espectro de massas de ions produtos do ion precursor miz 4895, CE25¢eV (b)

A escolha dos melhores valores dos parametros referentes aos quadrupolos do
espectrometro de massas foi realizada a partir de diferentes valores de DP (1 a 400 V), de CE
(52130 eV) e de CXP (0 a 55 V). Os valores escolhidos para CE e CXP foram aqueles em
que os resultados apresentaram maior intensidade para os ions produtos de interesse (m/z
471,3 e 381,2).



175

Na etapa do acoplamento do cromatdgrafo liquido ao espectrometro de massas foram
avaliados diversos pardmetros da fonte de ionizagdo, relacionados ao fluxo de fase movel
proveniente do cromatdgrafo. Os pardmetros avaliados foram: temperatura de dessolvatacéo
(400 a 700 °C), vazdo de ar ultra-puro do gas de secagem (gas 2, 40 a 55 psi) e do gas
nebulizador (gés 1, 40 a 55 psi), vazdo de N, ultra-puro da cortina de gés de desolvatacéo (10
a 20 psi), voltagem do capilar (+5000 ou +5500 V) e vazéo do gés de colisdo (N2, 4 a 10 u.a.).
As condigdes experimentais escolhidas para a realizagdo dos ensaios foram aquelas em que as
transicbes monitoradas apresentaram-se mais intensas. Com a utilizagdo de uma fase modvel
constituida de acetonitrila/dgua/acido férmico na proporgdo 80:20:0,1 para uma eluicdo
isocratica, uma coluna Pursuit 5 C15 50 mm x 2,0 mm (Varian), uma vaz&o de 0,3 mL.min" e
um volume de injecdo de 5,0 L, foi possivel obter um pico cromatogréafico do prednicarbato
com um valor de simetria proximo a 1 e um reduzido tempo de corrida cromatogréfica (1,5
min).

A especificidade do método para as transicdes monitoradas (m/z 489,3 > 381,2 e m/z
489,3 > 471,3) foi o primeiro pardmetro avaliado em sua validacdo analitica. Os resultados
obtidos podem ser evidenciados nos cromatogramas apresentados pela Figura 5.9. Estes
resultados demonstraram ndo haver qualquer interferente no cromatograma do sistema

diluente (acetonitrila).

(a) (b)
- 30 H . "’D_? 13 WA A 0,74 min
2 . prednicarbato 2 i
o 24 |~ i i
= miz 489,3 > 381,2 0,74 min =) 10
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_‘15 ! o : m/z 489,3 > 471,3
g 12 |H g 0,4
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Figura 5.9. Cromatograma obtido para a solugéo de prednicarbato na concentragdo de 1263,4
ng.mL™ em acetonitrila (a) e para o sistema diluente (b), no modo MRM, para as transicées
m/z 489,3 > 381,2 e m/z 489,3 > 471,3
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Durante a validacdo do método analitico, observou-se a auséncia do efeito matriz, pois
nao foi observada qualquer supresséo e/ou intensificagcdo do sinal na regido do cromatograma
proxima ao pico proveniente da transicdo monitorada (m/z 489,3 > 381,2 e m/z 489,3 > 471),
na presenca do placebo e da solucdo receptora (Figura 5.10) (MATUSZEWSKI et al., 2003;
NIESSEN, 2003; TAYLOR, 2005; XU et al., 2007).
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Figura 5.10. Cromatograma obtido no modo MRM, sob infusdo direta de uma solucéo de 75
ng.mL™ de prednicarbato, para a solucdo da formulagdo placebo de prednicarbato (a) e da

solucéo receptora do teste de liberagdo da matriz (b)

A regressdo linear entre a area do pico cromatografico vs. a concentragdo da
substancia foi obtida no teste de linearidade para a transigdo m/z 489,3 > 381,2. A curva de
linearidade foi construida para uma faixa de trabalho que compreende diferentes valores de
concentracdo do farmaco em acetonitrila, os quais se encontram entre 1,5 e 1380 ng.mL™,
utilizando 1/x? como fator de peso e smooth igual a 1. A equacdo da reta encontrada para a
curva tragada (y = a.x + b) e o respectivo coeficiente de explicacdo (r’), encontram-se
descritos na Figura 5.11. Os valores de recuperagcdo encontrados para cada ponto

(concentracgdo) da curva, elaborados em triplicata, estiveram entre 90 e 110%.
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Figura 5.11. Curva de linearidade obtida para uma faixa de concentragdo de prednicarbato
compreendida entre 1,5 e 1380 ng.mL™, para a transicdo m/z 489,3 > 381,2 e fator de peso
1/x°

Os parémetros analiticos de precisdo e exatiddo foram também avaliados na validagdo
deste método, em trés niveis de concentracdo (10,9; 2229 e 631,7 ng.mL™), sendo seis
replicatas para cada um deles. O método se mostrou preciso e exato, apresentando valores
inferiores a 5% para o desvio padrdo relativo (DPR) e valores de recuperacéo entre 90 e 110%

em relagdo ao valor nominal, respectivamente (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 - Resultados dos testes de precisdo e exatiddo do método analitico

Concentragéo (ng.mL™)
menor* intermedidaria* maior*
Amostra ng.mL" rec** (%) ng.mL" rec (%) ng.mL" rec (%)
1 11,2 102,4 235 105,4 618 97,9
2 11,4 104,2 235 105,4 626 99,1
3 11,3 103,3 229 102,7 626 99,1
4 11,1 101,5 231 103,6 624 98,8
5 11,0 100,5 231 103,6 627 99,3
6 11,6 106,0 231 103,6 616 97,5
Média 11,3 103,0 232 104,1 623 98,6
Desvio Padrao 0,220 1,970 2,450 1,100 4,670 0,740
DPR (%) 1,9 1,9 11 11 0,8 0,8

* concentracdes tedricas - menor: 10,9 ng.mL™?, intermediéria: 223 ng.mL™ , maior: 632 ng.mL*
** recuperacao
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O LD e o LQ do método foram determinados experimentalmente a partir da relagéo
sinal/ruido. A solugéo de prednicarbato com concentracéo igual a 0,87 ng.mL™ apresentou um
pico cromatogréfico cuja resposta equivale a aproximadamente trés vezes o ruido médio da
linha de base na regido do cromatograma proxima ao tempo de retencdo do prednicarbato (T,
aproximadamente 0,74 min). Adotou-se esta concentragdo como o valor referente ao LD.
Uma solugo desta mesma substancia com concentracéo igual a 1,50 ng.mL™ apresentou uma
resposta equivalente a aproximadamente 10 vezes aquela obtida para o ruido médio da linha
de base para a mesma regido do cromatograma, sendo esta concentragdo correspondente ao
LQ do método analitico (RIBANI et al., 2004; CHANG et al., 2005; KOLODSICK et al.,
2006). Os cromatogramas obtidos na determinagdo experimental do LD e do LQ estdo

apresentados na Figura 5.12.
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Figura 5.12. Cromatograma obtido para a solugdo de prednicarbato na concentragdo do LD

(a) e do LQ (b), no modo MRM, para a transi¢do m/z 489,3 > 381,2

O método analitico validado foi utilizado para a determinacdo do prednicarbato na
solucdo receptora do ensaio in vitro realizado em equipamento de células de difusdo. A partir
dos resultados obtidos neste ensaio, foi possivel determinar o perfil de liberacdo do farmaco
encapsulado em silica do tipo SBA-15, incorporada em uma formulacdo placebo na forma de
creme, e o perfil de liberacdo do farmaco incorporado diretamente nesta formulacdo. Este
ensaio foi realizado em sextuplicata para ambas as formulacdes, e em cada uma das células de
difuséo foi adicionada uma quantidade média de 259,48 mg de produto sobre a membrana
sintética hidrofilica de polissulfona. Por se tratar de dois produtos com a mesma dosagem de

prednicarbato (0,25%), cada célula recebeu uma quantidade meédia deste corticosteroide igual
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a 648,7 ug. A porcentagem liberada desta substancia durante o ensaio in vitro foi calculada a
partir da quantidade inicial do farmaco. Os resultados obtidos estéo descritos nas Tabelas 5.4
e 5.5. Os perfis de liberacdo do prednicarbato encapsulado em silica do tipo SBA-15 e do
prednicarbato livre, ambos incorporados em uma formulagdo placebo na forma de creme,

encontram-se na Figura 5.13.

Tabela 5.4 - Quantidades acumuladas de prednicarbato (ng) obtidas no ensaio in vitro para a
determinacdo do perfil de liberagdo do farmaco encapsulado em silica e incorporada em

produto de forma na creme

Tempo (horas)
0,5 1,0 2,0 4,0 6,0 8,0 12,0 18,0 24,0

Célula de difusdo Quantidade acumulada do farmaco liberado (ng)
1 1,06 1,52 2,58 3,89 4,52 5,02 5,26 5,55 6,03
2 0,76 1,06 1,37 3,17 3,03 3,47 3,81 4,22 4,78
3 0,98 1,16 2,34 3,55 3,98 4,37 4,55 4,77 5,10
4 1,27 1,58 2,61 4,05 5,07 579 6,30 6,56 6,84
5 1,03 1,46 2,69 4,01 4,61 5,07 5,46 5,60 5,80
6 1,52 1,50 3,11 4,50 5,08 5,34 5,59 5,78 5,99
Média 1,10 1,38 2,45 3,86 4,38 4,84 5,16 541 5,75
Desvio Padrdo 0,263 0,215 0587 0455 0,776 0818 0869 0815 0,731

DPR (%) 24 16 24 12 18 17 17 15 13

liberagéo (%) 0,17 0,21 0,38 0,60 0,68 0,75 0,80 0,83 0,89

Tabela 5.5 - Quantidades acumuladas de prednicarbato (pg) obtidas no ensaio in vitro para a

determinagdo do perfil de liberacdo do farmaco livre incorporado em produto na forma de

creme
Tempo (horas)

0,5 1,0 2,0 4,0 6,0 8,0 12,0 18,0 24,0

Célula de difusdo Quantidade acumulada do farmaco liberado (pg)
1 4,33 7,99 13,74 18,79 20,92 23,68 26,95 29,23 3281
2 7,28 10,97 16,87 22,19 26,07 28,86 3145 33,88 36,89
3 3,84 6,10 12,05 19,74 23,74 26,30 28,70 31,23 34,17
4 7,35 8,76 16,95 21,77 2572 28,39 31,31 3333 3593
5 8,33 10,50 18,14 2436 28,32 3156 3441 36,78 39,40
6 7,84 9,80 17,07 2433 27,38 30,25 3323 3527 37,36
Média 6,49 9,02 1580 21,86 2536 28,17 31,01 33,29 36,09
DesvioPadrao 1,911 1,803 2,362 2,299 2,678 2830 2,779 2,728 2,354

DPR (%) 29 20 15 11 11 10 9 8 7

liberagéo (%) 1,00 1,39 2,44 3,37 3,91 4,34 4,78 5,13 5,56
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Figura 5.13. Perfis de liberacdo do prednicarbato encapsulado em silica do tipo SBA-15 (a) e
na forma livre (b), ambos incorporados em uma formulagdo placebo na forma de creme,

obtidos no ensaio in vitro realizado em equipamento de célula de difuséo

Uma menor reprodutibilidade dos resultados foi observada até a segunda hora de
ensaio, fato que se deve ao proprio tempo de equilibrio do sistema. A quantidade de farmaco
liberada em fungdo do tempo nas primeiras seis horas do ensaio in vitro, realizado com a
formulagdo contendo a substancia encapsulada, apresentou-se maior que aquelas observadas
no decorrer do experimento. Este pronunciado efeito de liberagdo inicial do farmaco que
representou cerca de 78% da quantidade total liberada nas 24 horas do ensaio (DOADRIO et
al., 2004), pode ser atribuido a uma maior facilidade de difusdo das moléculas que néo estéo
adsorvidas na parede interna dos poros, mas que se encontram empacotadas dentro dos
mesmos (CHARNAY et al.,, 2004). Somado a este fato, as moléculas de prednicarbato
encapsuladas também ndo encontram grande resisténcia por impedimento estérico para sua
difuséo devido ao proprio tamanho dos poros presentes neste tipo de material (10 nm) (QU et

al., 2006a). Outro fator que pode ter contribuido para este pronunciado efeito inicial de
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liberacdo do prednicarbato est4 correlacionado & liberagdo de moléculas adsorvidas na
superficie externa das particulas do material mesoporoso (SALONEN et al., 2005b).

Uma taxa de liberacdo mais lenta do fArmaco foi observada para a amostra pred/SBA-
15 ap6s a sexta hora de ensaio (Figura 5.13). Sugere-se que este fato se deva a presenca de
microporos (DOADRIO et al., 2004) na silica do tipo SBA-15 (KRUK et al., 2000), como
pode ser evidenciado na distribuicdo do tamanho de poros deste material (Figura 5.4). Parte
destes microporos presentes nas paredes da silica do tipo SBA-15 atuam como canais de
conexdo entre os poros de maior dimensdo (MATOS et al., 2001), criando caminhos mais
longos para a difusdo do farmaco encapsulado.

Os perfis de liberacdo obtidos para as duas formulagdes avaliadas ndo se mostraram
semelhantes, diferenca atribuida & encapsulacéo do prednicarbato na silica do tipo SBA-15. A
formulacdo que contém o prednicarbato livre apresentou uma quantidade de farmaco liberado,
ao término do ensaio, cerca de seis vezes maior aquela obtida com a formulagdo contendo o
prednicarbato encapsulado. A este mesmo fato pode ser correlacionado a maior variabilidade
encontrada nos resultados obtidos para este Ultimo produto. Além disso, a taxa de liberagéo
observada para a formulacéo contendo o farmaco encapsulado mostrou-se menor durante todo
0 ensaio quando comparada aquela observada no perfil de liberacdo da formulacéo contendo o
farmaco livre.

Deste modo, a encapsulacdo do prednicrabato em silica do tipo SBA-15 originou um
sistema de liberagdo modificada (DOADRIO et al., 2004; ZHU et al., 2005a,b; QU et al.,
2006a) para este farmaco quando comparado a formulagdo convencional, que contém o
farmaco incorporado livremente. Este sistema de difusdo modificada para esse corticosterdide
diesterificado, além de possibilitar a reducdo dos efeitos colaterais caracteristicos de
substancias pertencentes a esta classe quimica (LANGE et al., 1997; LANGE; KLEUSER;
GYSLER, 2000; GUPTA; CHOW, 2004), pode fornecer maior protecdo a substancia
encapsulada frente aos demais componentes da formulagcdo. A menor taxa de liberagdo
evidenciada para o fA&rmaco encapsulado em relacdo ao farmaco livre (Figura 5.13) também o
torna menos suscetivel & acdo de esterases presentes no tecido cuténeo, prolongando sua
eficacia terapéutica (GUPTA; CHOW, 2004).
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5.4 CONCLUSAO

A presenca do prednicarbato na silica mesoporosa obtida no final do processo de
encapsulacdo foi evidenciada a partir dos resultados obtidos por TG, IV e por anélise
elementar. A presenca de bandas no espectro FTIR da amostra pred/SBA-15 que s&o
caracteristicas de ligacbes quimicas presentes na molécula do farmaco, como por exemplo, a
banda de estiramento ¥y C=0 em 1750 cm™, sugere a presenca do prednicarbato neste material.
A intensificacdo de algumas bandas observadas neste mesmo espectro na regido
compreendida entre 1100 e 1300 cm™ indicam novamente a presenca do farmaco. A anélise
elementar deste material demonstrou a presenca do prednicarbato na silica em quantidade que
equivale a aproximadamente 5%. O resultado obtido por TG mostrou uma perda de massa
(Amyps-gseec) igual a 5,48% para este mesmo material, fato que foi atribuido, novamente, a
presenca do farmaco.

Com a avaliac@o dos resultados obtidos pela técnica de adsorcdo de N para o material
vindo do processo de encapsulacéo, foi possivel observar uma reducdo do V dos poros de
aproximadamente 16%, e da Sger, de aproximadamente 24%. Foi observada, também, para
este mesmo material, uma reducdo da quantidade total de N, adsorvido sob diferentes valores
de presséo relativa (p/po). Este deslocamento da isoterma de adsorgdo/dessorgdo de N, em
relacdo a isoterma do material mesoporoso original, associado as reducbes de V e Sger,
determinou a presengca de moléculas do prednicarbato no interior dos poros da silica. Os
resultados obtidos por MEV tanto para a silica mesoporosa do tipo SBA-15 quanto para a
amostra pred/SBA-15 demonstraram que este processo ndo originou qualquer alteracdo das
caracteristicas morfoldgicas da silica.

Deste modo, por se tratar de uma substancia usualmente utilizada em concentragdes
iguais ou inferiores a 0,25% em formulagdes farmacéuticas de uso topico, a quantidade
encontrada por termogravimetria do farmaco encapsulado em silica mesoporosa do tipo SBA-
15 torna viavel a sua utilizacdo neste tipo de produto. A avaliagdo comparativa entre o perfil
de liberacdo obtido com a formulacdo que contém o farmaco encapsulado e aquele perfil
obtido com a formulacéo contendo o farmaco livre, demonstrou que a taxa de liberagdo da
substancia encapsulada foi menor do que aquela observada para o farmaco livre. Além disso,
a quantidade absoluta liberada desta substancia no final do estudo in vitro se mostrou cerca de
seis vezes menor para o farmaco encapsulado. Por fim, pode-se atribuir & encapsulacdo do
prednicarbato o diferente perfil de liberacdo observado, possibilitando a aplicagdo deste

material mesoporoso no desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificada na area
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farmacéutica. A encapsulagdo do prednicarbato, além de originar um novo caminho para a sua
difusdo, forneceu também uma maior protecdo para esta molécula frente as eventuais

interacBes com os excipientes desta formulagdo semi-sdlida.
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