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RESUMO

O primeiro capitulo desta tese teve como objetivo verificar a estabilidade fisica
e quimica de indometacina em suspensdes de nanoparticulas. Os resultados mostraram que
a quantificagdo adequada por CLAE pode demonstrar a presenca simultinea de
nanocdapsulas e nanocristais de firmacos nas suspensdes.

O segundo capitulo teve como objetivo determinar a influencia da concentracéo
de triglicerideos dos dcidos caprico e caprilico (TCC), componente do nicleo das
nanocdpsulas, na cinética de liberacio do éster etilico de indometacina. Com este propdsito
a sonda foi associada as nanocdpsulas e sua hidrdlise alcalina foi realizada para simular
uma condi¢cdo sink. A velocidade de consumo do éster foi menor com o aumento da
concentragdo do TCC. O tempo de meia-vida do consumo da sonda associada as
nanocdpsulas foi maior quanto maior a concentragdo do TCC. O mecanismo de liberacio
foi determinado como sendo por transporte andmalo. O controle da liberagdo é decorrente
da diminuicdo da érea superficial das nanocépsulas.

O terceiro capitulo teve como objetivo verificar se a presenca de
hidroxipropilmetilcelulose nos microaglomerados preparados por nebulizacio controlaria
a desaglomeracdo do sistema contendo um farmaco hidrofilico. Com este propdsito o
diclofenaco foi associado aos microaglomerados e sua liberacdo a partir dos mesmos foi
realizada. A maior concentracio da HPMC e o revestimento dos microaglomerados
influenciou a liberagdo do diclofenaco sddico nos microaglomerados, desta forma

obtendo-se o controle da desaglomeracio do sistema.

Palavras-chave: indometacina, estabilidade, nanocdpsulas poliméricas, éster etilico de

indometacina, liberagdo controlada, diclofenaco sédico, microaglomerados.

XiX



ABSTRACT

The objective of the first chapter of this thesis was to verify the physical-
chemical stability of indomethacin in nanoparticle suspensions. The results showed that
with proper quantification by HPLC can demonstrate the simultaneous presence of both
drug nanocrystals and nanocapsule suspensions.

The objective of the second chapter was to determine the influence of the
concentration of caprylic/capric triglyceride (CCT), the core component of the
nanocapsules, in the release kinetics of the ethyl ester of indomethacin. For this purpose
the probe was associated with the nanocapsules and its alkaline hydrolysis was carried out
to simulate a sink condition. The rate of ester consumption was lower with increasing
concentration of CCT. The half-life of probe consumption associated with nanocapsules
increased with increased concentrations of CCT. The release mechanism was found to be
transport anomalous. The ester release is controlled by the reduction in surface area of the
nanocapsules.

The objective of the third chapter was to verify the presence of HPMC in the
microagglomerate that controls the disagglomeration system containing a hydrophilic drug.
For this purpose, diclofenac was associated with the microagglomerates and their release
was carried out. The higher concentrations of HPMC in the microagglomerates influenced
the DicONa release in microagglomerates, thereby obtaining control of disagglomeration

system.

Key-words: indomethacin, stability, polymeric nanocapsules, indomethacin ethyl ester,

control release, diclofenac, microagglomerates.
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1. INTRODUCAO

A resposta farmacoldgica de um farmaco é diretamente relacionada a sua
concentragdo no sitio de acdo, sendo sua distribuicdo no organismo determinada pelas suas
propriedades fisico-quimicas, as quais ndo necessariamente proporcionam uma afinidade
particular pela 4rea afetada. A administragdo de formas farmacéuticas convencionais pode
ocasionar uma alta concentragdo de fiarmaco em Orgdos, tecidos e células sauddveis
contribuindo para o aparecimento de efeitos adversos no organismol.

Na intencdo de direcionar fairmacos ao sitio de agdo, sistemas carreadores vém
sendo utilizados com o objetivo de aperfeigoar o transporte e a liberacdo de substincias
ativas otimizando sua efici€ncia no organismo através do controle de parametros que
incluem o aumento da biodisponibilidade, controle de liberagdo e reducdo de efeitos
adversos resultantes de sua absorcdo sistémica™*. Além dessas vantagens, estes sistemas
sdo capazes de proteger a substincia ativa frente a degradac@o enzimdtica, quimica ou
imunolégica’.

Os carreadores de farmacos podem ser classificados como micro ou
nanoparticulados, dependendo das faixas de didmetros das formulacdes. As
microparticulas apresentam didmetro entre 1 até 1000 pm e as nanoparticulas apresentam
dimensdes situadas entre 10 ¢ 1000 nm®". Nanoparticulas poliméricas ¢ um termo genérico
para referir-se a nanocdpsulas e nanoesferas, as quais sio carreadores com um invélucro
polimérico disposto ao redor de um niicleo oleoso’ e uma matriz poliméricag’g’10
respectivamente. Na auséncia de polimero pode-se obter nanoemulsao pela fina dispersao
de 6leo em dgua (emulsificacdo espontanea) e na auséncia de polimero e de 6leo pode-se
obter uma nanodispersdo dos tensoativos. As nanoparticulas poliméricas apresentam como
vantagem uma maior estabilidade que é associada a presenca do poh’mero“.

As formulagdes de nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas por
diferentes métodos como polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos'?, ou por
precipitacdo de polimeros pré-formados como emulsificagﬁo—difusElo13 , hanoprecipitacio e
deposicdo interfacial .

As nanoparticulas poliméricas sdo estaveis até alguns meses apOs a preparacao,
no entanto com o tempo de armazenamento pode ocorrer aglomeracido das particulas por

tratar-se de suspensdes aquosas. Pode ocorrer também degradagdo do polimero e outros



componentes presentes na suspensdo, contaminacdo microbiolégica e perda da substancia
ativa encapsulada durante o armazenamento’. A estabilidade das suspensdes de
nanoparticulas pode ser melhorada por uma operacio de secagem como a aspersio'>"'°.

As microparticulas sdo geralmente formadas a partir de materiais poliméricos
podendo ser preparadas por métodos como coacervagdo complexa, polimerizagdo
interfacial, centrifugacio-extrusdo, evaporacdo do solvente e secagem por aspersio'’. A
aspersdo consiste em nebulizar através de uma cimara de secagem uma solu¢do ou
suspensdo contendo polimero e farmaco. Devido a circulacio de ar aquecido no
equipamento, o solvente ¢é rapidamente evaporado, transformando as goticulas em
particulas s6lidas'®. Esta técnica apresenta vantagens por ser um processo rapido, de baixo
custo, que ndo necessita utilizar solventes orgénicos, sendo ainda passivel de transposicdo
de escala™"’.

Nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao desenvolvimento de sistemas
micro e nanoparticulados contendo antinflamatdrios néo esterdides. Em um estudo fisico-
quimico das suspensdes de nanocdpsulas contendo indometacina por espalhamento de luz
estatico verificou-se que as suspensdes saturadas de farmaco contém nanocristais
concomitantes com as nanocdpsulas. A partir disto, o primeiro capitulo desta tese consistiu
em verificar a correlagdo entre o espalhamento Rayleigh e os teores de farmacos em
suspensdo de nanocdpsulas com e sem agitacdo, pressupondo-se que a diminui¢do do teor
em funcdo do tempo seria devido a presenca dos nanocristais, ja detectados por
espalhamento de luz estatico.

Estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o éster etilico de
indometacina estd disperso no nicleo oleoso de nanocdpsulas composto por triglicerideos

do 4cido caprico/caprilico e por monoestearato de sorbitano™*!

. Desta forma, presume-se
que o consumo da sonda lipofilica poderia ser modulado através da variacdo dos
componentes do nicleo das nanocdpsulas. Assim, o segundo capitulo da tese teve como
objetivo o estudo da influéncia da variacdo da concentragdo do triglicerideo dos acidos
céprico/caprilico nos perfis de liberacdo do éster etilico de indometacina a partir de
nanocdpsulas. Finalmente, estudos de secagem de suspensdes de nanoparticulas contendo
anti-inflamatorios nao-esteréides demonstraram que as nanoparticulas aglomeram com o
adjuvante de secagem, di6xido de silicio, organizado em microparticulas'>**'®**. Com o

objetivo de aumentar a carga de fiarmaco nos sistemas nanoestruturados, esse foi

impregnado ao adjuvante de secagem formando um ntcleo que foi recoberto pela



suspensdo coloidal como material de revestimento para controlar a liberagdo de fairmacos
lipofilicos ou hidrofilicos®*. Uma nova arquitetura de microparticulas organizadas em
escala nanométrica foi desenvolvida para estudar a potencialidade de controlar a liberacdo
do diclofenaco sddico a partir de xerogéis25 pelo revestimento dos aglomerados com
nanocdpsulas. Microparticulas nanorrevestidas foram preparadas pelo método sol-gel
seguida de aspersdo. Os estudos de liberacdo demonstraram a gastrorresisténcia e a
eficiéncia do sistema apresentando uma liberacdo sustentada do diclofenaco sédico. A
preparagdo de microaglomerados nanorrevestidos contendo indometacina, didxido de
silicio e nanocédpsulas poliméricas mostrou que o mecanismo de liberacio do modelo de
farmaco lipofilico foi dependente da desaglomeracao das particulas%.

Desta forma, o terceiro capitulo da tese apresenta o desenvolvimento de
sistemas inovadores de microaglomerados de nanocdpsulas em microgéis de HPMC,
empregando-se dioxido de silicio como adjuvante de secagem. Um modelo de farmaco
hidrofilico foi usado, assim como Eudragit $100® como polimero das nanocépsulas. Esse
polimero confere propriedades de gastrorresisténcia aos microaglomerados. A poli(e-
caprolactona) foi também utilizada por ser um polimero biodegraddvel e como controle na
comparagdo com Eudragit S 100®. Os novos microaglomerados poderiam modular o perfil
de liberagdo de farmacos hidrofilicos, retardando a desaglomeracdo das nanocdpsulas

durante a liberacao.



CAPITULO I: ESTUDO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DE
NANOPARTICULAS CONTENDO INDOMETACINA



1. REVISAO DE LITERATURA

O entendimento da organizacdo estrutural dos sistemas nanoparticulados € de
extrema importancia devido ao tamanho reduzido das particulas e a variedade de
componentes utilizados na sua preparagﬁog. Visando a aplicagdo na drea farmacéutica,
torna-se importante que caracteristicas como pH, distribuicdo do tamanho de particulas,
potencial zeta, capacidade de encapsulacdo e cinética de liberagdo de farmacos, além da
avaliagdo da estabilidade em fun¢do do tempo de armazenagem, sejam bem definidos’.
Devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e auséncia de toxicidade, poliésteres
derivados de mondmeros como lactideo, glicolideo e caprolactona sdo empregados no

. 27,2829
preparo de nanocarreadores de farmacos™ """,

A distribui¢do do tamanho das particulas é uma das mais importantes
caracterizacdes fisico-quimicas das suspensdes coloidais. A tendéncia a sedimentacido do
farmaco durante a armazenagem e estudos de estabilidade podem ser monitorados
medindo-se a mudanca da distribuicio do tamanho das particulas®.

A determinacio da concentracdo de firmaco encapsulada nas nanocdpsulas é
complexa devido ao tamanho reduzido destas, dificultando a separacdo da fracdo de
farmaco livre da fra¢do encapsulada. Uma técnica bastante empregada é a ultrafiltragcio-
centrifugacdo que permite a separa¢do entre a fase aquosa dispersante e a fracdo de
nanoparticulas, sendo a concentracdo de farmaco livre determinada no ultrafiltrado. A
concentracdo de farmaco encapsulado é determinada pela diferenca entre a concentracio
total de farmaco contido na suspensdo e a concentragdo de farmaco livre no

ultrafiltrado’®*!

. No entanto, essa técnica ndo permite quantificar-se a concentracido de
farmaco na forma de nanoaglomerados ou nanocristais estabilizados por tensoativos que
estejam presentes concomitantemente com as nanoparticulas em suspensao.

Em um estudo realizado por Calvo'' e colaboradores (1996) utilizou-se a
técnica de MET para verificar a presenca de cristais de farmacos concomitantes as
nanoparticulas. Formula¢des de nanoesferas de poli(e-caprolactona) apresentaram cristais
de indometacina aderidos a superficie das particulas, o mesmo nido ocorreu com as

formulagdes de nanocdpsula e nanoemulsdo, as quais continham Mig1y01® 840 como

componente oleoso.



Guterres®' e colaboradores (1995) ao determinar a concentragdo de diclofenaco
associado a nanocdpsulas de poli(dcido ldtico) observaram um encapsulamento de
aproximadamente 100 % do farmaco logo apds o preparo das suspensdes independente do
ndcleo oleoso. Apds 30 dias de armazenagem, o teor de farmaco caiu para valores
préoximos a 50 % tanto nas suspensdes contendo 3 mg/mL de diclofenaco e nicleo de
benzoato de benzila, quanto naquelas contendo 2 mg/mL de diclofenaco com nucleo de
Miglyol® 840, sendo estas as formula¢des mais concentradas em farmaco. Apds 8 meses
de armazenagem foi possivel observar a formagdo de cristais do farmaco aderidos as
paredes do recipiente. Esses cristais poderiam ser formados durante a preparacdo das
nanoparticulas, quando a concentracdo de firmaco excede sua saturacdo no sistema, e
estabilizados pelos tensoativos. Com a mesma dimensdo de tamanho das nanocédpsulas os
nanocristais de firmaco ndo sdo quantificados no ultrafiltrado. Com o passar do tempo
estes cristais cresceriam e precipitariam o que causaria a diminui¢do do teor de firmaco
em funcdo do tempo e a visualizagdo de cristais micrométricos apds armazenamento.

Suspensdes de nanocdpsulas contendo diferentes concentragdes de
indometacina (1 e 3 mg/mL) foram estudadas pela técnica de espalhamento de luz’* *,
Uma comparacdo do grau de despolarizag¢do da luz espalhada (p .—) entre as formulagcdes
mostrou que aquelas preparadas com 0 e 1 mg/mL de farmaco apresentavam baixa
anisotropia e, por outro lado, aquela preparada com 3 mg/mL de indometacina apresentou
valores de p .o maiores. Esses resultados sugerem que as nanocapsulas preparadas com 3
mg/mL de indometacina poderiam apresentar nanocristais de firmaco concomitantes as
nanocdpsulas em suspensdo. A partir disto, analisou-se a intensidade de luz espalhada para
as formulacdes de nanocédpsulas contendo ou ndo indometacina (0, 1 e 3 mg/mL)
comparadas com a dispersdo de tensoativos contendo ou ndo farmaco (0 e 1 mg/mL).
Observou-se uma queda brusca nas intensidades médias de luz espalhada apds
armazenagem para as formulagdes de nanocdpsulas e nanodispersdo com maior
concentragdo de farmaco. Os resultados evidenciados também foram normalizados
obtendo-se as razdes de Rayleigh. O melhor modelo de organizacdo molecular das
nanocdpsulas de indometacina (1 mg/mL) é um nidcleo contendo o triglicerideo de cadeia
média e o monoestearato de sorbitano que € revestido com uma parede polimérica que

contém a indometacina adsorvida®®?'.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Com o objetivo de verificar a correlacio entre os dados de espalhamento de luz
estitico (SLS) e o decréscimo no teor de fairmaco quando a formulacdo de nanocdpsulas
estd super-saturada, propds-se neste estudo a avaliacdo da estabilidade fisico-quimica da
indometacina por um periodo de 6 meses através de sua quantificacdo por CLAE, assim

como através da anélise do retro-espalhamento de luz em equipamento Turbiscan®.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a estabilidade fisico-quimica da indometacina em suspensdes de
nanocdpsulas através da sua quantificacdo por CLAE;

¢ Investigar as suspensdes de nanocapsulas e nanodispersdo por retro-espalhamento
de luz para verificar se o método distinguiria nanocristais de farmaco de

nanoparticulas poliméricas presentes nas formulagdes.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

Poli(e-caprolactona) (PCL) (MW=65,000 g/mol) foi obtida da Aldrich
(Strasbourg, France). Monoestearato de sorbitano (MS) e polissorbato 80 foram fornecidos
pela Delaware (Porto Alegre, Brasil). Triglicerideos dos écidos céprico e caprilico (TG)
foram adquirido pela Brasquim (Porto Alegre). Indometacina (IndOH) foi obtida da Sigma
(St. Louis,USA). Todos os demais produtos quimicos e solventes empregados foram

utilizados em grau farmacéutico. Todos os reagentes foram utilizados como fornecidos.

3.2 PREPARACAO DOS SISTEMAS NANOESTRUTURADOS

As suspensdes de nanocdpsulas (NC) foram preparadas por deposicao
interfacial conforme proposto por Fessi'* e colaboradores (1989). Uma solugdo de PCL
(100 mg), MS (77 mg), TG (310 mg) e IndOH em acetona (27 mL) foi preparada sob
agitacdo magnética constante a 40 °C. Em frasco separado, o polissorbato 80 (77 mg) foi
dissolvido em dgua (53 mL). A solucdo organica, totalmente solubilizada, foi injetada na
fase aquosa, sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente, através de um
funil. A suspensdo foi mantida sob agitacdo por 10 min. A seguir, cada suspensdo foi
concentrada em evaporador rotatério a pressdo reduzida, eliminando-se a acetona e
ajustando-se o volume final a 10 mL. As formula¢des foram designadas NC’, NC' e NC*
quando preparadas com 0, 1 e 3 mg/mL de indometacina. Para fins de comparagio,
nanodispersdes dos tensoativos foram preparadas omitindo-se o polimero e o 6leo na

auséncia (ND°) e com 1 mg/mL (NDl) de farmaco.

3.3 QUANTIFICACAO DA INDOMETACINA

A quantificacdo de indometacina foi realizada por CLAE (detec¢do 267 nm)
(Perkin Elmer S-200 com injetor S-200, detector UV-Vis) usando-se pré-coluna e coluna
(Novapak C18, 150 mm, 3,9 mm, 4 pm, Waters). A fase movel (0,7 mL/minl) consistiu de
acetonitrila/agua (70:30 v/v), com pH aparente 5,0 + 0,5 ajustado com &cido acético 10%
(v/v). O método de CLAE foi validado considerando a linearidade, variabilidade intra e

inter dia, seletividade, precisdo, limite de quantificagdo e recuperagﬁozo. Curvas analiticas



para a indometacina foram obtidas entre 1,00-25,00 pg/mL apresentando coeficientes de
correlacdo maiores que 0,9992. A variabilidade intra e inter dia foi determinada para
diferentes concentracdes de indometacina (3,00, 12,00 e 17,00 pg/mL) e para cada
concentragdo da curva de calibracao (1,00, 2,00, 5,00, 10,00, 15,00, 20,00 e 25,00 pg/mL).
Variabilidade intra e inter dia ndo excederam 1,68 % e a precisdo foi de 99,0 %. O limite
de quantificacdo foi 1,00 pg/mL.

Para determinar, respectivamente, a estabilidade fisica e quimica da
indometacina na formulagio NC°, volumes iguais da formulagdo foram separados em dois
frascos diferentes (A e B). A amostra do frasco A foi constantemente agitada e a amostra
do frasco B ndo foi agitada durante o experimento. Uma aliquota de cada frasco (0,1 mL)
foi diluida com 10 mL de acetonitrila para dissolver todos os componentes. Esta solucdo
foi filtrada (Millipore 0,45 pm) e injetada para andlise em CLAE. Todos os frascos foram

estocados a temperatura ambiente e protegidos da luz.

3.4 ANALISE MORFOLOGICA

A andlise morfolégica foi realizada com Microscépio Eletrdnico de
Transmissdo (TEM; JEM 1200 ExIl), operando a 80 kV (Centro de Microscopia -UFRGS).
As suspensdes foram diluidas 10 vezes sendo depositados em um grids (Formvar-Carbon
support film, Electron Microscopy Sciences) e recobertas com acetato de uranila (2 % p/v),

para contraste.

3.5 ANALISE POR ESPALHAMENTO MULTIPLO DE LUZ

As suspensdes de NC foram analisadas por um Turbiscan Lab (Formulaction,
Laboratério K213, IQ-UFRGS). As formula¢des foram colocadas dentro de uma cubeta de
vidro transparente (20 mL) e analisadas a 25 °C.

Uma técnica que tem sido utilizada recentemente para analisar a estabilidade de
suspensdes de nanoparticulas, é o espalhamento miltiplo de luz** realizado através de um
aparelho chamado Turbiscan Lab (Formulaction, France). O sistema de detec¢do do
Turbiscan Lab é composto por um feixe de luz no infravermelho préximo (A=880nm) e
dois detectores: um de transmissdo (T) e outro de retro-espalhamento (RE). O detector de

T recebe a luz que atravessa a amostra (a 180° do feixe incidente), enquanto o detector de



RE, recebe a luz espalhada e refletida pela amostra (a 45° do feixe de luz incidente). O
sistema detector realiza uma varredura do fundo ao topo da cubeta, adquirindo dados de
transmissdo e retro-espalhamento. O principio da medida baseia-se na variagdo de fracdo
volumétrica ou didmetro da particula, resultando em uma variagdo dos sinais de T e RE.
Para particulas que ndo absorvem luz no comprimento de luz utilizado (880 nm), a
intensidade de transmissdo e retro-espalhamento € essencialmente dependente da

concentragdo de particulas, didmetro de particula e indice de refragcdo da mistura®.
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4. RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DO TEOR DE INDOMETACINA EM FORMULACAO DE
NANOCAPSULAS POR CLAE

A razio de Rayleigh (R6) das suspensdes NC’ ¢ NC' mostraram pequenas
flutuacdes durante 14 dias armazenadas 2 25° C e um aumento em R em 120 dias. NC° e
NC! apresentaram perfis similares, enquanto NC* mostrou uma R6 superior até 7 dias de
armazenamento que diminuiu bruscamente em 7 dias apds preparagdo. A razdo de
Rayleigh observada para NC? comparada com a R das NC° e NC' indicou a formacao de
nanocristais na formulagdo NC> 2,

Para comparar os dados previamente obtidos por SLS (razdo de Rayleigh)32
com o teor de fairmaco na suspensdo em funcido do tempo, as amostras de nanocdpsulas e
de nanodispersdes foram analisadas por CLAE. NC! apresentou teor constante proximo a 1
mg/mL durante 150 dias quando o frasco permaneceu imével. No entanto, NC’ ¢ ND'
apresentaram um decréscimo no teor total de indometacina em 20 dias passando,
respectivamente, para 1,5 mg/mL e 0,2 mg/mL, quando os frascos permaneceram imdveis.

Com o objetivo de diferenciar se o decréscimo no teor foi causado por uma
instabilidade quimica ou devido & sedimentag@o por instabilidade fisica, a amostra NC” foi
separada em 2 frascos, que foram armazenados ao abrigo da luz. O primeiro foi agitado
NCH# logo antes de cada tomada de aliquota e o segundo foi mantido imével NC*® para

determinacgéo do teor de IndOH (Tabela I).

Tabela 1. Quantificacio do teor da formulacio NC? durante 180 dias.

NC/dias 0 4 7 11 17 21 30 40 180

NC* 3,024 3,035 3,027 3,018 3,015 3,030 3,026 3,049 3,084
(98,2%) | (98,6%) | (98,3%) | (98,0%) | (97,9%) | (98,4%) | (98,3%) | (99,0%) | (100,1%)

NC® 3,024 2,443 2,066 1,845 1,482 1,395 1,056 0,697 0,679
(98,2%) | (79,3%) | (67.1%) | (59.9%) | (48,1%) | (45,3%) | (34,3%) | (22,6%) | (22,0%)

A concentracido da NCH# apresentou-se constante (p > 0,05) enquanto que a
concentragdo da NC*® diminui ao longo do tempo (p < 0,05), indicando que a instabilidade
da suspensdo foi fisica e ndo quimica. A diminui¢do do teor em fung¢io do tempo € devida

a separacdo de fases do sistema e ndo € decorrente de uma degradacdo da indometacina.
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Durante o periodo de armazenamento, os nanocristais aglomeram e precipitam, causando a
diminui¢do na razdo de Rayleigh. Desta forma, os resultados obtidos pela quantifica¢do do
teor de IndOH em funcdo do tempo para a formulacio NC® corroboraram com 0s
resultados obtidos através da razdo de Rayleigh para a NC®. Assim, pode-se sugerir o
método de separar a suspensdo de nanoparticulas em dois frascos, sendo que um frasco
permanece imdvel e o outro frasco sempre serd agitado antes da retirada de cada aliquota
para posteriormente quantificar em CLAE, como alternativo para a determinacdo de

nanocristais presentes nas suspensoes.

4.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE FiSICA DAS FORMULACOES DE NC E
ND POR ESPALHAMENTO MULTIPLO DE LUZ

Sistemas coloidais e dispersdes apresentam-se geralmente instdveis. Os
fenomenos de desestabilizacdo consistem na migracdo de particulas (cremagem e
sedimentacdo) e variagdo do didmetro de particula ou agregacdo (floculagio e
coalescéncia)®*. Sendo assim, estudos de estabilidade de suspensdes de nanoparticulas
sdo de extrema importancia, os quais sdo realizados por técnicas de espalhamento de luz*®.
Todavia, estes métodos requerem a dilui¢do da amostra podendo ocasionar modificacdes
estruturais nos sistemas, conseqiientemente, modificando suas propriedades. A técnica de
espalhamento multiplo de luz ndo requer diluicdo da amostra, desta forma fornecendo
resultados de estabilidade sem qualquer alteracdo prévia no sistema®. A utilizacdo de
técnicas que necessitam de diluicdo de amostra, para a verificacdo da presenga de
nanocristais concomitante com outras nanoestruturas, tornam-se inviaveis devido a
dissolu¢do do nanocristal. Desta forma, o espalhamento mdltiplo de luz poderia também
ser uma alternativa a determinacio da presenca de nanocristais nas suspensdes coloidais.
As formulagdes NC° e NC' foram analisadas por espalhamento mdltiplo de luz (Figura 1 e

2).
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Figura 1. Perfil de retro-espalhamento da NC°.
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Figura 2. Perfil de retro-espalhamento da NC'.
As andlises de transmissdo para as suspensdes de nanocdpsulas foram nulas,

propiciando-se a andlise de retro-espalhamento de luz. Para a NC’ a variagdo de retro-

espalhamento (Figura 1) mostrou uma leve tendéncia a clarificagdo no fundo da cubeta,
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apresentando uma tendéncia a cremagem. A andlise no topo dessa cubeta mostra
diminui¢do de retro-espalhamento em funcdo do tempo, o que sugere que a cremagem ¢é
seguida de clarificacdo devido provavelmente a coalescéncia no topo. Por outro lado, a
amostra NC' preparada com 1 mg.mL’1 de IndOH mostrou-se mais estavel que NC’, com
menor tendéncia 2 clarificacio no fundo ou mudangas no topo (Figura 2). No caso de NC’
houve uma pequena variacdo de retro-espalhamento na parte central da cubeta (Figura 3)
(tempo 0 h = 255 nm, tempo 6 h = 258 nm), mas que ndo € suficiente para constatar

aumento de tamanho de particulas em funcio do tempo.
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Figura 3. Perfil de retro-espalhamento da NC’.

Amostras de ND° e ND' apresentaram um perfil de transmissdo, sendo
necessdrio, portanto, a andlise da variacdo de transmissdo e nao de retro-espalhamento das
suspensOes. As amostras apresentaram uma variagdo de transmissdo no centro da cubeta
(Figura 4 e 5). A presenca de indometacina na formulagio ND' levou a uma variagdo no
sinal de transmissdo maior do que para ND°. Pode-se verificar que as formulacdes de
nanodispersdo sio menos estiveis do que as formulacdes de nanocdpsulas, pois
apresentam variacdo de transmissd@o no meio dos perfis. Considerando-se as andlises de

SAXS* de ND°, que indicam que a nanodispersio é formada por nanoaglomerados de
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monoestearato de sorbitano, a aglomeracido/desaglomeragdo deve estar ocorrendo durante
uma varredura e por isso o perfil no meio da cubeta apresenta a variacdo de transmissio. A

1 ., oo . , N .
amostra ND € fisicamente instavel frente as outras amostras analisadas.
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Figura 4. Perfil de transmissdo da ND°.
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Figura 5. Perfil de transmissdo da ND'.
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4.3 ANALISE DAS SUSPENSOES POR MET

Com o intuito de poder-se observar os cristais e a forma das nanoparticulas as
amostras NCO, NCI, NC3, ND° e ND! foram analisadas por MET. A Figura 6 mostra que as
nanocdpsulas sdo particulas esféricas com diametros similares aos determinados por
espalhamento de luz dindmico®. NC” e NC' mostraram imagens similares, enquanto que
NC’ apresenta particulas esféricas circundadas por particulas menores. Estudos do nosso
grupo de pesquisa demonstraram que a presenca do polimero nas nanocdpsulas diminui a
tendéncia a coalescéncia observada em sistemas nanoestruturados preparados sem

. 21,2
polimero”™ .

As fotomicrografias destes sistemas na auséncia de polimero sdo
semelhantes as fotomicrografias da formulagdo NC?, sugerindo desestabilizacdo do

sistema levando a coalescéncia.
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Figura 6. Fotomicro§rafias de MET das nanocépsulas aumentos de 75,000 e 120,000
vezes NCO, NCI, NC°.

As amostras de nanodispersdo analisadas por MET mostraram para ND’
aglomerados de monoestearato de sorbitano estabilizados por polissorbato 80 (Figura 7).
No caso de ND', a presenca de indometacina parece ter desestabilizado os aglomerados

que estdo dispersos em particulas menores. Estes dados corroboram com as andlises de
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Turbiscan™ e com andlises prévias de SAXS® onde aglomerados de monoestearato de

sorbitano nanoorganizados tinham sido propostos.

Figura 7. Fotomicrografias de MET das nanodispersées aumentos de 75,000 e 120,000
vezes NDO, ND'.

5. CONCLUSAO

Uma andlise global dos resultados mostrou que um protocolo de quantificacdo
adequado por CLAE pode demonstrar a presenca simultinea de nanocdpsulas e
nanocristais de firmacos nas suspensodes. Por outro lado, ndo foi possivel determinar-se,
nas condi¢des experimentais escolhidas, de forma conclusiva que o espalhamento multiplo
de luz pode ser uma alternativa para determinar que suspensdes de nanocépsulas estio

super-saturadas de farmacos.
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CAPITULO II: ESTUDO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO
DE TRIGLICERIDEOS DOS ACIDOS CAPRICO E CAPRILICO NO
PERFIL DE LIBERACAO DO ESTER ETILICO DE
INDOMETACINA A PARTIR DE NANOCAPSULAS
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1. REVISAO DE LITERATURA

Nanoparticulas poliméricas tém atraido grande aten¢do no campo das ciéncias
farmacéuticas por oferecerem um apropriado sistema para a liberacdo de varios agentes
terapéuticos em 4areas especificas do corpo, objetivando aumentar o indice terapéutico e
diminuir efeitos colaterais’.

As nanocdpsulas apresentam uma série de vantagens em relacdo a outros
sistemas carreadores, por proteger a substancia ativa nela incorporada frente & degradacdo
quimica, uma vez que a mesma fica retida no interior de um invélucro polimérico
possibilitando uma liberagio controlada no organismo'. Estas estruturas sdo
potencialmente capazes de proteger o farmaco frente & degradacdo enzimatica e
imunoldgica, aumentar a especificidade de acdo, desta forma aumentando a atividade
terapéutica de muitas substancias, resultando em doses terapéuticas menores, com reducio
dos efeitos téxicos®*. Por outro lado, um grande nimero de firmacos apresenta pouca
solubilidade ou instabilidade em meio aquoso, fatores que podem originar problemas no
desenvolvimento de formulag¢des. Neste sentido, as nanoparticulas poliméricas podem
proteger moléculas 1abeis e moléculas com problemas de solubilidade™.

Em 1989, Fessi e colaboradores propuseram o método baseado na deposi¢ao do
polimero pré-formado biodegradédvel. Este método consiste em dissolver o polimero, 6leo,
estabilizador (tensoativo de baixo EHL) e substancia ativa em um solvente miscivel em
dgua. Essa fase organica é vertida em uma fase aquosa contendo estabilizador hidrofilico
(tensoativo de alto EHL). As nanoparticulas s@o originadas espontaneamente pela rapida
difusdo do solvente que é posteriormente eliminado da suspensdo através da evaporacio
sob pressio reduzida. Este método produz nanoparticulas com elevadas taxas de
encapsulacdo, principalmente para farmacos lipofﬂicosl4.

O método de deposicao interfacial € simples de ser executado, reprodutivel e
aplicivel a muitos polimeros. As limitagdes incluem a necessidade do emprego de
solventes misciveis em dgua para que a razdo de difusdo seja suficiente para a producio
espontdnea da emulsdo, a solubilidade das substincias empregadas e a quantidade
significativa de solvente organico utilizado™.

Para a obtencdo de nanocdpsulas através do método de deposicdo interfacial as
matérias-primas imprescindiveis s@o o polimero biodegraddvel, componente oleoso e

tensoativos. Os polimeros mais utilizados sdo poli(dcido latico) (PLA), poli(4cido latico-
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co-glicolideo) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL) e ainda os copolimeros do 4cido
metacrilico e de um éster acrilico ou metacrilico’. Os Gleos mais utilizados sdo os ésteres
de 4cidos graxos iodados, Mygliol 810° ¢ 812° e misturas de triglicerideos de 4cidos
graxos de cadeia longa40. Estas formulacdes exigem também o uso de uma associagdo de
tensoativos, um de elevado EHL (Tween 80®) e outro de baixo EHL (monoestearato de

4142 . Lo 38 . -
" ou ainda a presenca de fosfolipidios™ ou de polimeros oxigenados como

sorbitano)
PEG e os poloxameros43’44. A presenca dos tensoativos confere maior viscosidade ao
sistema apds a evaporacio do solvente, aumentando a estabilidade do mesmo por prevenir

a agregacdo com o passar do tempo.

1.1 ANALISE FISICO-QUIMICA DE SUSPENSOES DE NC PREPARADAS
VARIANDO-SE A CONCENTRACAO DE SEUS COMPONENTES

Nos dltimos anos, pesquisas cientificas vém sendo realizadas na intengdo de
relacionar a influéncia dos componentes das nanoparticulas na caracterizagdo fisico-
quimica destes sistemas'’. Neste sentido, a estrutura molecular e a concentracdo do
polimero, dos tensoativos (alto e baixo EHL) e do dleo empregados na preparacio
direcionam para diferencas nas caracteristicas e estruturas das nanoparticulas.

Valero® e colaboradores (1996) observaram diferencas no diametro de
particula ao utilizarem diferentes concentragdes de cianoacrilato de iso-butila e Miglyol®
812 na preparacdo de nanocdpsulas contendo triamcinolona. As concentracdes do
mondmero e do Oleo apresentaram-se diretamente proporcionais ao diadmetro das
nanocdpsulas. A técnica de ultracentrifugacdo detectou a presenca de nanoesferas (= 85
nm) nas suspensdes de nanocédpsulas (= 170 nm). Essa populacdo de nanoesferas presente
na suspensdo de nanocdpsulas poderia estar ocasionando uma diminui¢do do didmetro
médio das particulas.

Mosqueira40 e colaboradores (2000) avaliaram a influéncia da composi¢do nas
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais de nanocdpsulas de PLA. Formulagdes de
nanocdpsulas foram preparadas com os seguintes Oleos: Miglyol 810%, Miglyol 812°,
Miglyol 829%, Miglyol 840%, oleato de etila, Sleo de soja, 6leo mineral e dodecano. Os
valores de potencial zeta (-55 = 6 mV) ndo mudaram significativamente em funcio da
natureza do ntcleo oleoso, sugerindo que o dleo ndo estd localizado na interface, mas

completamente encapsulado pelo polimero. Por outro lado, os valores de didmetro
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sofreram alteracdes, sendo observado que quanto menor a tenséo interfacial do 6leo menor
o diametro das nanocdpsulas. Ainda, nesse estudo foram avaliados diferentes tensoativos
na formagio das nanoparticulas: Epikuron® 170, Epikuron® 200, fosfatidilcolina de soja,
poloxamer 188, fosfolipon® 90, dimiristoil-fosfatidilcolina e Span® 80. Os autores
observaram uma diminui¢do do tamanho das nanocdpsulas até uma concentragdo de 30
mg/mL de Epikuron® 170. Para confirmar a presenca das nanocdpsulas foi realizado
ultracentrifugacdo em gradiente de densidade de Percoll®. Os resultados constataram a
presenca de lipossomas nas formulacdes, quando a lecitina foi utilizada. Ainda,
nanoesferas foram obtidas nas suspensdes de nanocépsulas.

Miiller® e colaboradores (2004) observaram que formulagdes preparadas com
apenas um dos tensoativos em concentragdo de 7,66 mg/mL, apresentaram precipitado
macroscOpico apds a evaporagcdo do solvente organico e concentragdo da dgua. O
tensoativo lipofilico é importante para a obten¢do de uma populacdo de particulas com
distribuicdo de tamanho homogénea e estreita evitando também a sedimentacdo das
particulas e a passagem da substancia ativa para o meio aquosol.

A composicdo quali-quantitativa dos sistemas, como a natureza € a
concentracdo do polimero, do tensoativo, do niicleo oleoso podem influenciar a cinética de
liberagdo in vitro ou a acdo in vivo do farmaco®. Para uma caracterizacdo completa dos
sistemas nanoestruturados contendo firmaco faz-se necessirio a determinag@o da cinética
de liberacdo in vitro do mesmo. A substincia ativa pode estar adsorvida na parede
polimérica ou dissolvida no nicleo oleoso de nanocépsulas, devido a isto o comportamento
cinético de um farmaco serd diferente para cada caso®’ !,

O perfil de liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas é dependente da
natureza do sistema de liberag¢do. No caso das nanocédpsulas, quando o formaco encontra-se
envolto pelo polimero a liberacdo ocorre pela difusdo do farmaco através da barreira
polimérica o que, teoricamente, descreve cinética de ordem zero”.

Losa™® e colaboradores (1993) avaliaram a influéncia de dois 6leos, Labrafil®
1944 e Miglyol® 840 (razdo 1/20 ou 1/40 O/A) na preparagdo de nanocédpsulas contendo
metipranolol obtidas por polimerizagdo interfacial (cianoacrilato de iso-butila) (PIBCA) e
por deposicao interfacial (PCL). O didmetro de particula sofreu alteracdo dependendo da
origem do 6leo, mas ndo dependeu da concentracdo utilizada. Labrafil® 1944 por ter
caracteristicas hidrofilicas apresentou-se disperso na suspensdo sendo formadas particulas

de menores didmetros. A presenca do polimero reduziu o tamanho das NC em relacdo a
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nanoemulsdo. A efici€ncia de encapsulacdo do farmaco foi relacionada com a solubilidade
do mesmo no 6leo, tendo sido maior para o Labrafil® 1944. Desta forma, a natureza do
6leo influenciou na cinética de liberacdo do metipranolol para nanocdpsulas de PIBCA,
sendo mais rdapida quando o Miglyol® 840 foi utilizado. Para as nanocédpsulas de PCL, a
cinética de liberagdo foi influenciada pela concentracdo de 6leo apresentando uma menor
constante de liberacdo quanto maior a concentragdo de 6leo.

Santos-Magalhdes*® e colaboradores (2000) observaram perfis de liberagio
similares para nanocdpsulas de PLGA e nanoemulsio contendo penicilina G benzatina. A
liberagdo de penicilina G benzatina a partir da nanoemulsdo foi ligeiramente mais lenta
devido a diferencas na natureza da fase oleosa dos dois vetores nanoestruturados. Na
preparagdo das nanocdpsulas foi usado 6leo de girassol e na nanoemulsdo foi usado
Miglyol 812°. Assumindo que o processo cinético € governado pelo coeficiente de
particdo 6leo/dgua, os autores sugeriram que a diferenca nos valores de forca idnica e
constante dielétrica dos dleos poderia explicar as diferencas observadas nos perfis de
liberagdo da penicilina G benzatina a partir das nanocéapsulas e da nanoemuls@o.

Ferranti® e colaboradores (1999) avaliaram o perfil de liberacdo in vitro de
nanocdpsulas de PCL contendo primidona e &lcool benzilico como ntcleo oleoso. As
amostras de nanocédpsulas foram colocadas em meio géastrico simulado (pH 1,2) e em meio
intestinal simulado (pH 7,4). Uma soluc¢do padrdo de primidona em 4lcool benzilico foi
utilizada como controle. A liberacdo total da primidona na solugé@o controle foi alcancada
apds 8 horas de experimento, enquanto que o percentual para a primidona liberado a partir
das nanocépsulas foi de 76,0 + 1,4 % (pH 7,4) e de 83,0 = 4,5 % (pH 1,2). Os autores
sugeriram que ocorra uma interacdo entre o firmaco e o polimero para explicar a menor
liberagdo a partir das nanocdpsulas. A rdpida liberacdo do farmaco, durante a primeira
hora, sugere que uma parte da primidona estaria adsorvida na superficie das nanocédpsulas.

Em um estudo realizado em nosso laboratério®® foi avaliado o mecanismo de
associacdo da etionamida a nanocdpsulas e nanoesferas de Eudragit S90® através de seus
perfis de liberacdo. As suspensdes nanoestruturadas foram preparadas pelo método de
nanoprecipita¢do, sendo o farmaco adicionado antes da formacg@o das nanoparticulas ou
por incubagdo, adicionado apds a preparagdo das nanoparticulas. Foi observada a liberagdo
rdpida e total do foirmaco a partir das formulacdes obtidas por incubagdo e liberagdo de 80

% e de 90 % a partir das nanoparticulas preparadas por incorporacdo. Desta forma, os
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autores consideraram que a adsor¢do na superficie das nanoparticulas é o mecanismo
preferencial de incorporagdo do fairmaco.

Pohlmann® e colaboradores (2004) determinaram a forma de associacdo da
indometacina (IndOH) e de seu éster etilico (IndOEt) em nanocépsulas (PCL) utilizando a
hidrélise alcalina interfacial como método para simular uma condic¢io sink perfeita. O
consumo total da indometacina encapsulada as nanocapsulas foi de 2 min, enquanto para o
éster etilico de indometacina foi de 1440 min (24 horas). O consumo do éster foi
dependente de sua difusdo do interior das nanocédpsulas para a interface particula/dgua,
enquanto que o consumo da indometacina foi devido a hidrélise alcalina em solugdo, apds
rdpida dessorcao.

2l ¢ colaboradores (2006a) objetivaram diferenciar os sistemas

Cruz
nanocdpsulas, nanoemulsdo e nanoesferas a partir da andlise dos perfis cinéticos obtidos
através de hidrdlise alcalina da IndOH e IndOEt. Os perfis cinéticos do consumo da
IndOH foram similares para nanocdpsulas, nanoemulsdo, e nanoesferas concluindo-se que
0 mecanismo de encapsulacdo € a adsor¢@o. No caso da hidrélise do IndOEt encapsulado
nas nanocdpsulas, nanoesferas e nanoemulsdo, os teores de IndOEt para a fase rpida de
liberagd@o foram calculadas correspondendo 5 & 15 % da concentragéo inicial enquanto que
os teores de IndOEt para a fase de liberacdo sustentada variaram de 84 a 93 % das
concentragdes iniciais. Estes valores indicam que o IndOEt estd majoritariamente
encapsulado por dispersdo no interior dos coldides. A presenca do polimero aumentou a
meia-vida da fase rdpida e a presenca do 6leo aumentou a meia-vida da fase de liberacao
sustentada.

Em outro estudo, uma série de formulacdes de nanocdpsulas foi preparada
variando-se a concentracdo de poh’meroSI. A hidrélise interfacial de IndOEt demonstrou
que quanto maior a concentragdo de PCL nos sistemas maior o tempo de meia-vida de
consumo. O resultado poderia estar relacionado tanto a drea superficial quanto a espessura
de parede das nanocédpsulas. Desta forma, um estudo subseqiiente mostrou que o nimero
de particulas dessas formulacOes era constante e independente da concentragdo de
polimero. Considerando que o didmetro das nanocdpsulas também era constante e
independente da concentracdo da PCL, e area superficial ndo mudava com o aumento da
concentragdo do polimero®. Desta forma, concluiu-se que o consumo de IndOEt era
retardado pelo aumento na espessura da parede das nanocépsulas, e o polimero é uma

barreira difusional.
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Baseado nos achados anteriores, este capitulo foi dedicado ao estudo da
variagdo da concentracdo de Oleo nas formula¢Ges de nanocdpsulas no intuito de se
verificar a influéncia desse pardmetro no controle de liberacdo de um modelo de farmaco a
partir de nanocdpsulas. Um estudo paralelo foi dedicado a verificacdo da influéncia da
variagdo da concentracdo do monoestearato de sorbitano, componente do ntdcleo das

nanocépsulas, nos perfis de consumo de IndOEt™,

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este capitulo teve como objetivo verificar a influéncia da concentragdo do
triglicerideo dos dcidos cdprico e caprilico no perfil de liberacdo do éster etilico de

indometacina a partir de nanocdapsulas de poli(e-caprolactona).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Preparar e caracterizar suspensdes de nanocdpsulas empregando diferentes
concentragdes de triglicerideos do dcido cdprico/caprilico contendo éster etilico de
indometacina como sonda lipofilica;

e Determinar a velocidade do consumo da sonda utilizando a reacdo interfacial de
hidrélise alcalina como ferramenta;

® Modelar matematicamente os dados experimentais para a determinacdo do

mecanismo de liberacdo da sonda.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Poli(e-caprolactona) (PCL) (Mw = 65,000) foi obtida da Aldrich (Strasbourg,
France). O monoestearato de sorbitano e polissorbato 80 foram adquiridos da Delaware
(Porto Alegre, Brasil). A mistura de trigliceridios dos dcidos caprico e caprilico foi enviada
pela  Brasquim (Porto  Alegre). Diciclohexilcarbodiimida (DCC), 4-(N,N-
dimetil)aminopiridina (DMAP) e indometacina foram obtidos da Sigma (St. Louis,USA).
Todos os demais produtos quimicos e solventes empregados foram utilizados em grau

farmacéutico. Todos os reagentes foram utilizados como fornecidos.

3.2 PREPARACAO DO ESTER ETILICO DE INDOMETACINA

O éster etilico de indometacina (IndOEt) foi sintetizado como descrito por
Kalgutkar53 e colaboradores (2000) e adaptado por Soares*’ (2003). A uma solucdo de
IndOH (5,0 mmol) em etanol (20 mL) foi adicionado 0,2 mmol de 4-(N,N-
dimetilamino)piridina sob argbnio e ap6s agitacio por 10 minutos foi adicionado
diciclohexilcarbodiimida (5,0 mmol). A rea¢do permaneceu a temperatura de 0 °C por
mais 30 minutos e, entdo, foi mantida a temperatura ambiente por 16 horas. A reacdo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada.

Ao final da reag¢do evaporou-se o excesso de solvente sob pressdo reduzida
(Buchi V-500/R-114/B-480). O residuo foi dissolvido em diclorometano (30 mL) e
filtrado. O filtrado foi lavado com solucdo aquosa saturada de NaHCO3; (3 x 10 mL) e o
precipitado de diciclohexiluréia foi descartado. A fase orginica foi seca com MgSQO4
anidro, filtrada e o solvente foi evaporado. O produto foi purificado através de coluna
cromatogréfica (silica-gel 60, 70-230 mesh), empregando uma mistura de ciclohexano e
acetato de etila (2:1 v/v) como eluente. O éster foi obtido com 65 % de rendimento, apds
purificacdo. O ponto de fusdo ndo corrigido do IndOEt foi determinado em equipamento

de ponto de fusdo em bloco situando-se na faixa de 96 - 99 °C.
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As anélises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em
Espectrometro Varian (VXR-200 ou YH-300) a temperatura ambiente, usando o
tetrametilsilano (TMS) como padrio interno.

RMN do 'H 200 MHz (8, ppm) CDCl3: 7,66 ¢ 7,46 (AB, 2H + 2H, ArH p-
clorobenzoila), 6,97 (d, 1H J = 2,5 Hz, H-4); 6,87 (d, 1H J = 9,0 Hz, H-7); 6,67 (dd, 1H J
=9,0 e 2,5 Hz, H-6); 4,16 (q, 2H J = 7,1 Hz, OCH»), 3,84 (s, 3H, OCH3); 3,65 (s, 2H,
CH,); 2,38 (s, 3H, CH3); 1,27 (t, 3H J = 7,1 Hz, CH3CH,0).

RMN do "*C 75 MHz (APT, §, ppm) CDCls: 170,9 (CO-éster); 168,3 (CO-
amida); 156,0, 139,2, 135,9, 134,0, 130,8, 130,7 e 112,7 (7 x Cq); 131,1 e 129,1 (4 x CH
p-clorobenzoila); 114,9, 111,6 ¢ 101,3 (3 x CH indol); 61,0 (OCH,); 55,7 (OCH3); 30,4
(CH»); 14,2 e 13,3 (CH3 e CH3CHo).

3.3 PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS

As suspensdes de nanocdpsulas foram preparadas por deposicdo interfacial

conforme proposto por Fessi'*

e colaboradores (1989). Para uma suspensdo de
nanocdpsulas a PCL, o MS, TG e IndOEt foram dissolvidos em acetona (27 mL) sob
agitacdo magnética constante a2 40 °C. Em frasco separado, o polissorbato 80 foi
adicionado a dgua (53 mL). Nanocdpsulas foram preparadas com diferentes concentragdes
de TG: 16 (IIIA), 23 (IIB), 31 (IIIC), 39 (IIID) e 47 mg.mL" (IIIE). A solugdo organica,
totalmente solubilizada, foi injetada na fase aquosa, sob agitagcdo magnética constante, a
temperatura ambiente. As suspensdes foram mantidas sob agitacdo por 10 min. A seguir,
procedeu-se a evaporacdo de cada suspensdo em evaporador rotatorio, eliminando a

acetona a pressdo reduzida. O volume final foi ajustado a 10 mL. As concentracdes de

PCL, IndOEt, polissorbato 80 foram 10, 1 e 7,7 mg.mL'l, respectivamente.

3.4 QUANTIFICACAO DO ESTER ETILICO DE INDOMETACINA

A concentracdo do éster etilico de indometacina nas formulacdes foi
determinada por CLAE, uma aliquota de 100 pL da suspensdo foi tratada com 10 mL de
acetonitrila filtrada (Millipore 0,45 um) e injetada no CLAE. O sistema de CLAE consistiu
de um cromatégrafo Perkin Elmer S-200 com injetor S-200, detector UV-VIS, pré-coluna
e coluna (LiChrospher® 100 RPg, 250mm, 4mm, Sum, Waters). A fase mével (1,2
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mL.min’l) consistiu de acetonitrila/dgua (70:30 v/v), pH 5,0 £ 0,5 ajustado com é&cido
acético 10 % (v/v). O éster etilico de indometacina foi detectado a 267 nm com um tempo
de retencdo de 9,6 min. O método de CLAE foi validado considerando a linearidade,
repetibilidade, precisdo intermedidria, exatiddo e limite de quantificacdo. Curvas analiticas
para o IndOEt foram obtidas entre 1,0-25,00 pg/mL apresentando coeficientes de
correlacdo maiores que 0,999. As amostras de controle de qualidade nas concentragdes de
12, 15 e 20 pg.mL’ apresentaram exatidio de 99,92 %, 97,18 % e 100,18 %,
respectivamente. Os dados de repetibilidade e de precisdo intermedidria apresentaram

coeficientes de variacdo abaixo de 2 % . O limite de quantificacdo foi de 0,85 pg/mL.

3.5 HIDROLISE DO ESTER ETILICO DE INDOMETACINA EM MEIO
ALCALINO

As reagdes de hidrédlise alcalina do IndOEt associado as nanocépsulas foram
realizadas a temperatura de 37 °C por adi¢do de 2 mL de cada formula¢do em 8 mL de
solugdo aquosa de NaOH 0,05 M. Aliquotas (300 pL) foram coletadas entre 10 minutos e
1440 minutos e tratadas com 5 UL de HCl 2,5 M, seguido de dilui¢do com 1,2 mL de
acetonitrila. Ap6s centrifugacdo a 12000 rpm por 5 minutos, os sobrenadantes foram
analisados por CLAE observando-se o desaparecimento do substrato. As reagdes foram

realizadas em triplicatas.
3.6 MODELAGEM MATEMATICA DOS PERFIS CINETICOS

A descri¢do matematica das curvas cinéticas foi realizada pelo ajuste dos dados

experimentais ao modelo monoexponencial (Equagio 1).

C=Cye™ ()

Onde: C ¢ a concentragdo da sonda no tempo t;
Cy é a concentracao inicial da sonda;

k € a constante cinética observada.
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Com a finalidade de explicar os perfis cinéticos obtidos a partir das reagdes do
IndOEt aos sistemas nanoestruturados foi aplicado o modelo da Lei da Poténcia (Equacdo
2).

f,=at" (2

onde a € uma constante que incorpora as caracteristicas estruturais e geométricas do
sistema, n € o expoente de liberacdo e a funcdo de t é Moo/Mt (fracdo de farmaco
liberado no tempo ¢). Esta equacdo e aplicavel a por¢do da curva onde Moo/Mt é < 60%.

A modelagem dos perfis cinéticos experimentais foi realizada através do
programa Micromath Scientist® apresentando os seguintes pardmetros: critério de sele¢do

do modelo (MSC), constante cinética (k) e coeficiente de correlacdo (7).
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente através de andalise de variancia

(ANOVA) e teste-. O nivel de significancia foi de 0,05%.
3.8 TURBIDIMETRIA

A turbidez, T (cm™) (Equagdo 3), foi calculada a partir do método descrito por

.54,55
Zattoni™

e colaboradores. As suspensdes foram diluidas em dgua MilliQ® e analisadas
utilizando-se um espectrofotometro de UV-1601PC (Shimadzu, Japao).

T = %ln(lO).A 3)

onde b (cm) é o caminho 6ptico da cubeta e A € o sinal da absorbancia. Em uma amostra
diluida de particulas esféricas, 7, é dado em funcio do didmetro de particula, d (cm), da
concentracio das particulas, N (particulas.cm™), e a grandeza W , adimensional, a qual é o

coeficiente de extin¢do (Equagio 4).

T:%dZ.N.W o)
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W € uma func¢do do tipo W (x,m ), onde x € o parametro de didmetro definido

como x=7d /A, na qual 4 (cm) é o comprimento de onda de luz incidente do meio de
dispersdo, e o pardmetro m é o indice de refracdo relativo da particula. H4 um indice de

refracdo relativo fixo, W, que pode ser obtido pela equagdo 5.

W=K.2 In (10).0.d/3 (5)

onde d (cm) € o didmetro de particula, & (g.cm’3) ¢ a densidade da particulae K (cmz. g

1 é o coeficiente de extingdo, que pode ser calculado utilizando-se a equagao 6.

7=In(10).K.c (6

onde ¢ (g.cm'3 ) é a concentracdo da amostra.

As suspensdes foram diluidas (MilliQ®) dentro das concentracdes da lei de
Lambert-Beer. As suspensdes diluidas foram analisadas a 380 nm (nfo ocorre absor¢éo do
éster neste comprimento de onda). Os diametros, d, (equacdo 5) foram determinados

experimentalmente conforme descrito no item 3.9.1.

3.9 ESTABILIDADE

3.9.1 Caracterizacao fisico-quimica das formulagoes

A avaliagdo do didmetro, distribuicdo do didmetro e polidispersdo das
nanoparticulas foi realizada por espalhamento de luz dindmico (DLS), usando um
Zetasizer® (Malvern) no Laboratério de Sistemas Nanoestruturados para Administracdo de
Farmacos, Faculdade de Farmacia — UFRGS com a colaboragdo da Prof* Silvia Guterres.
Para evitar qualquer selecio da amostra, apenas o meio de diluicdo (4gua Milli-Q®) foi
filtrado. Determinou-se o potencial zeta das suspensdes apds a prévia dilui¢do das
amostras em NaCl (10 mM). Os valores de pH foram determinados com um potencidmetro
(Micronal B-474). Cada lote (n=3) foi analisado 3 vezes e cada andlise é uma média de 10

medidas para didmetro e 20 medidas para potencial zeta.
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3.9.2 Analise por espalhamento miltiplo de luz

As suspensdes de NC foram avaliadas por um Turbiscan Lab (Formulaction,
Laboratério K213, IQ-UFRGS). As formulagdes foram colocadas dentro de uma cubeta de

vidro transparente (20 mL) e analisadas a 25 °C. Cada amostra foi analisada por 24 horas.
3.10 ESTUDO DE DENSIDADE

O estudo de densidade das particulas foi realizado utilizando um gradiente de

silica coloidal (Percoll® 54% em NaCl 0,15M, densidade inicial: 1,074g/cm3) formado in
situ durante ultracentrifugacdo em rotor modelo PS28T (Hitachi CP70 MX, Japdo) a 20 °C
e 30000 x g por 90 min. NC (0,4 mL) foram adicionadas ao gradiente de silica coloidal

(19,6 mL). Em tubo separado, marcadores de densidade (Density marker beads®) de
diferentes densidades pré-determinadas foram adicionados sob as mesmas condigdes e
usados para calibragdo externa das bandas (Experimento realizado no Laboratério 22 do
Departamento de Bioquimica com a colaboragdo da Prof* Ana Maria O. Battastini). A
distdncia do menisco até o limite de cada banda foi medida utilizando-se papel
milimetrado. A densidade das particulas foi calculada através da curva entre a distancia do

menisco versus a densidade de cada banda do marcador.
3.11 ANALISE MORFOLOGICA

A andlise morfolégica foi realizada com Microscopio Eletronico de
Transmissdo (TEM; JEM 1200 ExIl), operando a 80 kV (Centro de Microscopia -UFRGS).
As suspensdes previamente diluidas foram depositadas em um grid (Formvar-Carbon

support film, Electron Microscopy Sciences) e contrastadas com acetato de uranila (2 %

p/v).

31



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS

As nanocépsulas foram obtidas como suspensdes opalescentes brancas com pH
entre 5,12 e 5,96, contendo teor de IndOEt entre 1,008 e 1,046 mg/mL (Tabela II). Todas

as formulacdes apresentaram potencial zeta entre -8,6 € -12,7 mV.

Tabela II. Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de nanocdpsulas preparadas com
concentracdes crescentes (16,0 a 47,0 mg/mL) do triglicerideo dos &cidos céprico e
caprilico (n=3).

Teor de
Potencial
Formulacoes IndOEt pH Diametro (nm) PDI*
Zeta (mV)
(mg/mL)
IIIA 1,046 £0,013 5,25+0,10 -9,4+0,7 215+ 14 0,14 £ 0,03
I11B 1,016 £0,012 5,52+0,09 -11,9+32 230 £ 10 0,15 +0,04
IIIC 1,027 £0,016 5,12+0,08 -8,8 £0,6 246 + 17 0,18 £0,04
11D 1,014 £ 0,008 5,74 +£0,04 -12,7+2)5 317 £21 0,27 £ 0,06
IIIE 1,008 £ 0,004 5,96 +0,07 -10,1 0,2 392 +21 0,33 +0,11

*(PDI) = indice de polidispersao.

Observou-se um aumento exponencial no didmetro médio das particulas (Figura 8)
e no indice de polidispersdo com uma maior concentracio de TG. Estes resultados
corroboram com outros trabalhos que verificaram também um aumento de didmetro em

~ ~ L i 11,45,56
fun¢do do aumento da concentracio de 6leo de nanocédpsulas ",
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Figura 8. Correlacdo do diametro das NC com a concentragdao do TG.

4.2 ESTUDO DO CONSUMO DO IndOEt A PARTIR DAS NANOCAPSULAS
ATRAVES DA HIDROLISE ALCALINA

O éster etilico de indometacina foi escolhido como modelo de sonda por estar
dissolvido no niucleo oleoso das nanocdpsulas e ser solivel (4,131 mg/mL) no
triglicerl’deozo. A reacdo de hidrdlise alcalina interfacial do IndOEt € uma conseqiiéncia da
sua liberacdo a partir da nanocapsula por estabelecer um gradiente de concentracdo entre o
nicleo da nanocédpsula e a interface partl’cula/égua21. Portanto, para avaliar a influéncia da
concentracdo do triglicerideo, um componente do nicleo das nanocdpsulas, no consumo do
IndOEt a partir das suspensdes de nanocdpsulas, a hidrdlise alcalina interfacial foi
realizada. Os resultados demonstraram que quanto maior a concentracdo do triglicerideo

maior o tempo necessario para o consumo total do éster etilico de indometacina (Figura 9).
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Figura 9. Perfil cinético da hidrdlise do IndOEt em NC (¢) IIIA; (m) IIIB; (A) IIIC; (A)
IIID; (o) IIIE.

Altos coeficientes de correlacdo e os valores de MSC indicam que os dados
foram adequados para o modelo de equagdo monoexponencial (Tabela III). A modelagem
matemadtica dos dados forneceu a constante cinética aparente (k). A partir das constantes
cinéticas obtidas, o tempo de meia-vida do consumo do IndOEt pode ser determinado. A
constante cinética do IndOEt diminuiu (p > 0,05) de k& = 0,0026 + 0,0001 min’! (r=0,9980
+ 0,0003) (IMA) a k = 0,0014 + 0,0001 min" (r = 09970 * 0,0013) (IIIE),
conseqiientemente o tempo de meia-vida aumentou (p > 0,05) de 263 (IIIA) para 508 min
(IITE) com o aumento da concentragdo do triglicerideo dos dcidos céprico e caprilico
(Tabela III). Cruz e colaboradores (2006)21 mostraram que com o aumento da
concentracdo do polimero (0-10 mg/mL) em suspensdes de nanoparticulas, um aumento
no tempo de meia-vida (147 para 289 min) do consumo do IndOEt a partir da hidrélise foi
verificado. Neste caso, o controle da liberagdo deveu-se a presenca da parede polimérica, a
qual age como uma barreira para a difusdo da sonda. Jiger (2008)°? verificou um aumento
proporcional no tempo de meia-vida (198 para 378 min) do consumo do IndOEt a partir da

hidrélise realizada em suspensdes de nanocdpsulas com diferentes concentragdes de
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monoestearato de sorbitano (3,8-11,5 mg/mL). O monoestearato de sorbitano € um lipideo
usado na composi¢do de nanocdpsulas e estd disperso no nicleo desses nanosistemas

16,21
“*. Portanto, o controle

quando o triglicerideo dos 4cidos céprico e caprilico estd presente
da liberacdo do IndOEt foi verificado pela variagdo da concentracdo do triglicerideo em

suspensodes de nanocdpsulas.

Tabela III. Pardmetros de modelagem matemdtica da hidrélise do IndOEt em
nanosuspensdes IIIA a IIIE.

Parametros k (min™) r MSC t 1, (min)
IITA 0,0026 + 0,0001 0,9980 £ 0,0003 5,06 £ 0,38 263+ 6
I11B 0,0020 £ 0,0001 0,9982 + 0,0003 5,16 £0,23 346 + 17
IIIC 0,0022 £ 0,0002 0,9956 + 00,0013 3,64 £0,71 322 +£29
111D 0,0014 £+ 0,0001 0,9961 = 0,0014 4,58 £0,37 484 £ 19
IIIE 0,0014 £ 0,0001 0,9970 £ 0,0013 4,98 +£0,50 508 £22

4.3 DETERMINACAO DO MECANISMO DE LIBERACAO

Métodos empiricos para descrever a liberacdo de farmacos sdo direcionados por
observagdes experimentais e baseados em consideracdes teéricas’’. A Lei da Poténcia é
um modelo semi-empirico desenvolvido com base nas leis de Fick para estudar a liberacio
de farmacos a partir de sistemas poliméricos5 ¥ 0s perfis cinéticos da hidrdlise alcalina do
IndOEt associado aos sistemas nanoestruturados foram avaliados segundo a equacao desse
modelo (Equacdo 6) através da modelagem matematica dos dados experimentais obteve-se
as curvas f; em funcéo do tempo e os parametros a e n. Para todas as formulagdes os pontos
experimentais foram modelados até a porcdo da curva onde Moo/Mt é < 60% conforme
proposto por PeppasSg.

A Tabela IV mostra os pardmetros a e n, assim como o coeficiente de

correlacdo (r) e o critério de selecdo de modelo (MSC) para as formulagdes IIIA a IIIE.
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Tabela IV. Parametros da modelagem matematica para a hidrélise do IndOEt em
IIIA a IIIE utilizando o modelo da lei da Poténcia.

Parametros a n MSC r

IITA 0,012 + 0,003 0,68 £ 0,03 4,22 £0,17 0,9953 £ 0,0008
I1IB 0,009 + 0,001 0,69 £ 0,02 4,82 +£0,36 0,9969 + 0,0011
IIIC 0,030 £ 0,012 0,51 £ 0,06 4,32 £0,62 0,9946 £ 0,0036
IIID 0,006 + 0,002 0,72 £ 0,05 4,78 £0,29 0,9968 + 0,0010
IIIE 0,006 + 0,002 0,72 £ 0,03 3,93+0,12 0,9930 £ 0,0012

Para todos os sistemas estudados observou-se um ajuste satisfatério dos dados

experimentais ao modelo da Lei da Poténcia através de coeficientes de correlacio maiores

que 0,99. Os expoentes de liberagdo obtidos apresentaram valores entre 0,50 e 0,72

caracterizando o mecanismo como transporte andmalo. O mecanismo de liberacdo para

estes sistemas estd relacionado com a sobreposi¢do dos fendmenos de difusdo do IndOEt e

interag@o da fase aquosa com o polimero. Os resultados de andlise de didmetro em funcao

do tempo durante a reagdo de hidrélise mostraram que IIA, HIB, IIC e IIID tém

diametros constantes durante a reacdo (Figura 10 a 13), no entanto IIIE mostra uma

tendéncia de aumento de tamanho de particulas. A variacdo entre os lotes foi grande para

as medidas de diametro II1E, assim como as de polidispersao (Figura 14).
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Figura 10. Didmetro e polidispersdo da NC IIIA durante a hidrélise alcalina.
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Figura 11. Didmetro e polidispersdo da NC IIIB durante a hidrdlise alcalina.
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Figura 12. Didmetro e polidispersdo da NC IIIC durante a hidrdlise alcalina.
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Figura 13. Didmetro e polidispersdo da NC IIID durante a hidrélise alcalina.
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Figura 14. Diametro e polidispersdo da NC IIIE durante a hidrélise alcalina.
4.4 TURBIDIMETRIA

Considerando que o diametro médio das particulas aumentou com o aumento
da concentragdo de TG nas formulagdes foi realizado um estudo de turbidimetria para a
determinag@o do nimero de particulas por unidade de volume nas suspensdes IIIA a IIIE.
O ndmero de particulas por mL diminui de 10,0 x 10" para 2,20 x 10" com o aumento da
concentracdo de TG de 16 para 47 mg/mL (Tabela V). Observou-se uma correlagdo linear
entre a concentracdo de TG e o nimero de particulas, (r = 0,9961) (Figura 15). Com o
aumento da concentracdo do triglicerideo observou-se um aumento de didmetro e uma
diminuicdo no numero de particulas. Correlagcdes similares foram previamente

60,61
observadas™ "".
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Tabela V. Diametro, a, k, NW e nimero de particulas por unidade de volume para
nanocdpsulas preparadas com aumento da concentragdo do triglicerideo dos 4cidos céprico
e caprilico (n=3).

Suspensoes Diametro K NW (particulas.cm's) N (particulas.cm’3)
(nm) (em*.g™) x 10" x 10"
IIIA 215+ 14 3242 + 300 10,5 + 0,64 10,0 £ 0,60
IIIB 230+ 10 4417 £ 40 12,2 £ 0,00 7,80 £ 0,03
Imc 246 £ 17 4386 + 16 9,6 £0,19 5,87+0,11
1D 317 +£21 5127 £ 160 9,2+0,18 3,59 + 0,07
IIIE 392 +21 6051 +8 8,1 £0,05 2,20+ 0,01
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Figura 15. Correlacdo linear do ndmero de particulas e a
concentracdo do TG das suspensdes IIIA a IIIE.
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4.5 DETERMINACAO DA AREA SUPERFICIAL

A partir dos resultados de nimero de particulas e didmetro pode-se calcular a
area superficial de cada sistema com a inten¢do de explicar diferencas na cinética de
consumo do éster de indometacina. A drea superficial (S) foi calculada usando a equacio

7:
S =4 md/2)* x N (7)

onde N € o nimero de particulas por unidade de volume, 7 equivale a 3,1416 e d € o
didametro médio em centimetros. Para as suspensdes IIIA a IIIE, a 4rea superficial diminuiu
(P>0,05)de 1,45 x 10 a 1,06 x 10* cm?.cm™ conforme foi aumentada a concentracdo do

6leo (Tabela VI).

Tabela VI. Didmetro, nimero de particulas e drea superficial para
nanocdpsulas preparadas com aumento da concentragcdo do triglicerideo
dos 4cidos céprico e caprilico.

Suspensoes Diametro N (particulas.cm3) x S (cm’cm?) x 10*

(nm) 10"
A 215 + 14 10,0 + 0,60 1,46 + 0,20
I1IB 230 + 10 7,80 + 0,03 1,30+ 0,11
IIC 246 + 17 587+0,11 1,12+0,16
11D 317 21 3,59 + 0,07 1,14 0,16
IIIE 392 +21 2,20 + 0,01 1,06 + 0,12

O aumento no didmetro das particulas observado com o aumento da
concentracdo do triglicerideo dos dcidos cédprico e caprilico resultou na diminuicdo do
nimero de particulas, assim como a diminui¢do da 4rea superficial. O consumo mais lento

do éster etilico de indometacina é conseqiiéncia da menor drea superficial.

40



4.6 PERMEABILIDADE APARENTE E FLUXO

Com o intuito de verificar se o controle da cinética de consumo do IndOEt nas
suspensoes IIIA a IIIE era preferencialmente determinado pela variagdo da 4rea superficial
do sistema e ndo pela variagdo da permeabilidade aparente do IndOEt, o fluxo do IndOEt
foi determinado com base na primeira lei de Fick. Assim, a teoria de Higuchi foi
empregada62 para se obter o fluxo (J) do IndOEt nas formulagdes IIIA a IIIE. Os valores
de J (mol.s™'.cm™) foram determinados a partir do coeficiente angular (inclinacio) da reta
obtida correlacionando a quantidade liberada do éster, M,, (mol) em funcio do tempo, ¢, (s)
(Equagao 8).

M,=M,-SJt (8

onde, M, (mol) é quantidade total do IndOEt quandor=0¢e S (cm?) é a drea superficial das

nanocdpsulas. A permeabilidade aparente, P, (cm-s™") foi entdo obtida (Equacio 9).

P =
PP Cn,

(©))

onde Cmy (mol~cm'3) ¢ a concentracdo inicial do éster etilico de indometacina na
suspensdo. Os ajustes dos perfis cinéticos, equacdes 8 e 9, foram avaliados usando o
método dos minimos quadrados. Para as suspensdes preparadas com a variagdo do TG,
IITA a IIIE, os valores de J variaram entre 7,58 x 10" 8,27 x 10 mol.st.cm™ (Tabela
VII). Os resultados mostraram-se diferentes (p < 0,05) entre os grupos, mas comparacao
multipla entre os pares usando o método Holm-Sidak indicou que somente IIIC e IIID sdo

diferentes (p < 0,05). Portanto, nfo existe correlagdo entre os valores de J e a variacdo de

concentracdo de TG nas formulagdes.

Tabela VII. Parimetros da determinagdo do fluxo (J) das suspensdes de
nanocépsulas (n=3).

Parametros -SJ (x 10”°mol.s™) r J (x 10 mol.s".cm?’)
IIIA 2,399 + 0,053 0,964+ 0,002 8,27+0,183
I11B 2,069 + 0,062 0,983+ 0,001 7,99+ 0,240
IIC 1,920 + 0,009 0,964+ 0,007 8,61+ 0,405
111D 1,717+ 0,023 0,986+ 0,008 7,58+ 0,100
IIIE 1,748+ 0,064 0,989+ 0,005 8,27+ 0,306
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A partir dos dados de J obtidos, a permeabilidade aparente (P, cm‘s'l) foi

entdo calculada para as suspensdes de nanocdpsulas (Tabela VIII).

Tabela VIII. Permeabilidade aparente
(Papp) das suspensdes de nanocdpsulas

(n=3).
Parametros Py (x 107 cm.s”)
IITA 3,07 +£0,03
II1B 3,00 +0,09
IIIC 3,23+0,13
IIID 2,86 £0,04
IIIE 3,16 £0,11

A permeabilidade aparente é praticamente constante com o aumento da
concentracgdo do triglicerideo. Estes resultados demonstram que a varia¢do da concentracio
do o6leo das nanocdpsulas controla a velocidade de consumo do éster etilico de
indometacina devido a um aumento do didmetro nas nanocdpsulas ocorrendo a diminuicao
da drea superficial. Portanto, o aumento do #;, do IndOEt ocorre devido a uma diminui¢éo

da érea superficial, uma vez que o fluxo e a permeabilidade permanecem constantes.

4.7 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Resultados anteriores verificaram um aumento de didmetro e polidispersdo com
o aumento da concentragdo do triglicerideo. Dessa forma, os didmetros e polidispersdao
obtidos para IIIE durante a reagdo de hidrdlise apresentaram um leve aumento mostrando
desvios padrdo maiores que as outras formulagdes. A partir disto, uma verificacdo da
estabilidade dessas formulagdes foi realizada. As distribuicdes de tamanho de particulas
por volume sdo apresentados na Figura 16. A repeticdo de andlise para cada lote
demonstrou que os sistemas IIIA, IIIB e IIIC sdo estdveis, enquanto que os sistemas IIID e

IIIE sdo dindmicos, mostrando perfis distintos para 3 andlises consecutivas do mesmo lote.
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Figura 16. Volume de particulas em funcio do didmetro das nanocdapsulas. (a) IIIA, (b)
1IB, (c) IIIC, (d) IID, (e) IIIE.

Para avaliar a estabilidade das suspensdes foi utilizada a técnica de
espalhamento multiplo de luz, que detecta fendmenos de instabilidade fisica de dispersdes.
Os perfis de transmissdo e retro-espalhamento (RE) sido relacionados a migracdo das
particulas (cremagem e sedimentagdo) e ao aumento no tamanho de particulas
(coalescéncia ou floculagdo). Em todas as formulacdes analisadas o sinal de transmissdo
foi nulo, desta forma os perfis de RE por um periodo de 24 horas foram analisados. Para a

suspensdo I1IA foi observada uma tendéncia a sedimentacdo (Figura 17).
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Figura 17. Perfil de A retro-espalhamento da suspensdo IIIA.

Para IIIB, o sinal de RE sofreu primeiramente um aumento no fundo e uma
diminui¢do no topo da cubeta, seguido de diminuicdo no fundo (Figura 18). Desta forma,
esta formulacdo apresenta uma tendéncia & sedimentacdo, e o sedimento sofreu uma

compactagdo diminuindo o RE no fundo com o passar do tempo.
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Figura 18. Perfil de A retro-espalhamento da suspensao I1IB.

Verificou-se para IIIC, a mesma tendéncia de sedimentacio que para IIIB,

sendo que o sedimento também mostrou diminuicao do RE com o passar do tempo (Figura

19).
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Figura 19. Perfil de A retro-espalhamento da suspensao IIIC.
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Por outro lado, para as suspensdes IIID e IIIE foram observados aumento no
topo da cubeta e diminuicdo de RE no fundo da cubeta (Figuras 20 e 21). Os resultados
indicam fen6meno de cremagem para ambas formulagdes. Ou seja, as formulagdes com
maior concentracdo de 6leo apresentam migrac¢io das particulas para a regido do topo da

cubeta. A cinética da cremagem das formulacdes IIID e IIIE € apresentada na Figura 22.
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Figura 20. Perfil de A retro-espalhamento da suspenséo I1ID.
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Figura 21. Perfil de A retro-espalhamento da suspensao IIIE.
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Figura 22. Cinética de cremagem dos picos das formulac¢des IIID e IIIE.
A partir de uma andlise mais detalhada do pico de cremagem da formulacio

IIIE, podemos verificar que juntamente com a migracdo das particulas para a regido

superior da cubeta ocorre o fendomeno de coalescéncia (Figura 23).
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Figura 23. Em detalhe o pico de A retro-espalhamento da suspensao IIIE.

Com o intuito de comparar duas técnicas de espalhamento, estudos de
estabilidade foram realizados por espalhamento de luz dindmico ao longo de 60 dias de
armazenagem. A Figura 24 apresenta os didmetros médios em funcdo do tempo para as

formulacoes.
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Figura 24. Diametro médio durante 60 dias das suspensdes de nanocapsulas.
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O diametro das nanocdpsulas apresentou-se constante em funcdo do tempo para
IIIA a IHIC compreendendo valores entre 209 + 12 e 296 + 17 nm. Para as suspensdes 111D
e IIIE, os didmetros oscilaram ao longo dos 60 dias de armazenamento compreendendo
valores entre 318 £ 9 e 387 £ 133 nm e 365 = 51 e 650 £ 105, respectivamente. A
polidispersdo compreendeu valores entre 0,22 e 0,37 para IIID, e para IIIE entre 0,24 e
0,58. Portanto, observou-se que com o aumento da concentragdo do 6leo ocorre um
aumento no didmetro e na polidispersdo das nanocdpsulas. As andlises realizadas no
periodo de 60 dias indicaram a instabilidade das formulacdes com maior concentragcdo do
6leo. Os resultados obtidos por espalhamento de luz dindmico corroboram os resultados
obtidos por espalhamento multiplo de luz no qual verificou-se o fendmeno de cremagem e
coalescéncia nas suspensdes com maior concentracdo do triglicerideo dos d4cidos

céprico/caprilico.
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4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A microscopia eletrdnica de transmissd@o foi realizada para observar a
morfologia e tamanho das nanocdpsulas. As Figuras 25 e 26 apresentam as

fotomicrografias das formula¢des contendo IndOEt.

Figura 25. Fotomicrografias das suspensdes obtidas (75,000 e 120,000 vezes) com a
variagdo da concentragdo do TG.
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Figura 26. Fotomicrografias das suspensdes obtidas (75,000 e 120,000 vezes) com a
variagdo da concentragdo do TG.

Pode-se verificar a forma esférica das nanocédpsulas IIIA, IIIB e IIIC. As
fotomicrografias das suspensdes IIID e IIIE apresentaram-se semelhantes as
fotomicrografias de nanoemulsdes” %, formulagdes preparadas sem polimero, sugerindo a

mistura de nanoestruturas devido a um excesso de éleo no preparo destes sistemas.
4.9 ESTUDOS DE DENSIDADE

Com os resultados obtidos para didmetro, polidispersao e fotomicrografias que
apresentaram uma tendéncia a coalescéncia da formulacdo IIIE levantou-se a hipdtese da
presenca de particulas de nanoemulsio. Desta forma, a ultracentrifugacao foi realizada em

gradiente de densidade de Percoll®, para verificar esta hipdtese.
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Estudos anteriores de gradiente de densidade com suspensdes de nanocédpsulas,
nanoesferas, nanoemulsdo e nanodispersdao mostraram diferentes densidades para cada

nanoestrutura> (Figura 27).

Marcadores de Nanoemulsio Nanoesferas Nanocapsulas Nanodisperséo
Densidade
a b c d e

--ogvegvgesge T Nar

Nanocapsulas

LLsiv ¥ INanoemulsao

.o 1.021
1.031
1.049

b= Nanodispersao
} Nanoesferas

1.062

1.078

\_/

Figura 27. Resultados de ultracentrifugacio na presenga do gradiente de densidade: a)
marcadores e suas densidades (g.mL'l), b) nanoemulsdo, c¢) nanoesferas, d) nanocédpsulas,
e)nanodispersﬁo1 .

Paralelamente, um estudo de densidade a partir de nanocdpsulas com diferentes
concentracdes de monoestearato de sorbitano (3,8-11,5 mg.mL’l) um lipideo sdlido que
encontra-se dissolvido no 6leo presente no nicleo das nanocépsulassz, mostrou que em
todas as formulagdes havia uma banda de nanoemulsdao com densidade acima de 1,015
g.mL'l, uma banda de nanocdpsulas com densidade entre 1,015-1,018 g.mL'1 e uma banda
de nanodispersdo com densidade de 1,021 g.mL'l. Os resultados da ultracentrifugacdo na
presenca de um gradiente de densidade para as nanocdpsulas com diferentes concentragdes

de TG sao apresentados na Figura 28.

' Dados obtidos da dissertacdo de mestrado de Eliézer Jiger-PPGCF-UFRGS. Resultados utilizados como
referéncia para analisar os dados obtidos a partir das formulagdes de nanocdpsulas com diferentes
concentragdes de TG.
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Figura 28. Ilustracdo dos resultados de ultracentrifugacio na presenca do gradiente de
densidade para as suspensdes I1IA a IIIE.

Pode-se verificar a presenca de uma banda de nanoemulsdo, uma banda de
nanocdpsulas e uma banda de nanodispersdo em todas as formulagdes. Ainda, observou-se
uma diferenca de densidade na banda de nanocépsulas (1.017-1.018 g.mL'l) em fungdo da
concentracdo do triglicerideos. A presenga de nanoesferas ndo foi verificada. Para as
suspensoes IIID e IIIE observou-se um excesso de 6leo presente no sobrenadante. A partir
destes resultados pode-se constatar a presenca de diferentes nanoestruturas nas suspensoes
analisadas.

O didmetro das nanocdpsulas pode sofrer alteracdes tanto pelo tipo e

concentracdo do polimero“’49’63’64, quanto pela concentracdo do tensoativo

65.66.67
Considerando a formulacdo IIIE, a qual apresentou cremagem e coalescéncia, com a
intencdo de verificar se estes resultados sdo conseqiiéncia da baixa concentracdo de
polimero em relacdo a concentragdo do triglicerideo dos &4cidos caprico e caprilico
empregado, procedeu-se a preparagdo de uma formulacdo com maior concentracido de
polimero utilizando 15,0 mg.mL'l (IITEA). Essa suspensdo apresentou didmetro de 380 nm
+ 18 e polidispersdo de 0,26. Ainda, um comportamento dindmico para a distribui¢do de
tamanho de particulas foi verificado pela presenca de diferentes picos da mesma amostra

(Figura 29).
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Figura 29. Volume em funcdo do didmetro da suspensio IIIEA.
O aumento da concentracdo de polimero nio proporcionou estabilidade para a
suspensdo. Adicionalmente, medidas por espalhamento multiplo de luz foram

determinadas para IIIEA. A Figura 30 mostra o perfil de retro-espalhamento observado

para a formulagao.
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Figura 30. Perfil de retro-espalhamento da suspensio IIIEA.
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O perfil de RE para [IIEA mostrou que o aumento da concentragdo do polimero
na formulagdo nao estabilizou o fendmeno de cremagem. A fotomicrografia da formulacao

IIIEA mostra tendéncia a coalescéncia das particulas (Figura 31).

Figura 31. Fotomicrografia da suspensdo ITIEA.

A formacdo das nanoparticulas acontece quando o solvente organico difunde
para a fase aquosa e evapora na interface dgua/ar'®. Devido a alta tensdo interfacial entre as
fases orgénica e aquosa, um tensoativo, como o polissorbato 80 é necessario para evitar a
coalescéncia das nanocdpsulas formadas. A partir de um aumento na concentragdo do
tensoativo poderia se obter a estabilidade da suspensdo. Desta forma, preparou-se uma
formulacdo com maior concentracdo de polissorbato 80, utilizando-se 15,4 mg.mL'1
(IITEB). Essa suspensdo apresentou didmetro de 297 + 40 nm e polidispersdao de 0,15. A

Figura 32 apresenta a distribui¢do de tamanho de particulas por volume IIIEB.
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Figura 32. Volume em funcio do didmetro da suspenséo IIIEB.
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A formulacdo IIIEB apresentou uma distribuicio de tamanho de particulas
monomodal, mostrando reprodutibilidade nas andlises do mesmo lote. O perfil de retro-

espalhamento é apresentando na Figura 33.

20 -
15

10

10 15 20 25 30 35 40 45

-10 1

(%) A retro-espalhamento
o
m

-15

-20 -
Altura da cubeta (mm)
Figura 33. Perfil de retro-espalhamento da suspensdo IIIEB.
A suspensdo IIIEB apresentou menor tendéncia a cremagem e uma maior
estabilidade em comparagdo com a suspensdo IIIEA, preparada com o aumento da

concentracdo do polimero, mas uma tendéncia a coalescéncia foi observada por MET

(Figura 34).
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Com o intuito de verificar se a distribuicdo de tamanho de particulas
monomodal observada na formulagdo IIIEB era devido a presenca de apenas nanocapsulas
no sistema, a andlise de gradiente de densidade, também foi realizada para esta suspensao.
A presenca das mesmas bandas de nanoestruturas que a suspensdo IIIE foi verificada para
a IIIEB. Desta forma, foi constatado que todas as formulacdes apresentaram a mistura de
nanoparticulas.

Com o preparo destas suspensdes verificou-se que o fendmeno de cremagem
deve-se ao excesso do triglicerideo dos &cidos cdprico e caprilico observado no
sobrenadante quando realizado experimento de ultracentrifugagcdo. Adicionalmente, com o
aumento da concentrag@o de polissorbato 80 ocorreu o revestimento de todas as particulas,
inclusive as gotas de 6leo em excesso, mesmo na auséncia de polimero. Desta forma,
estabilizando a distribui¢do de diametro da formulagao IIIEB.

A partir dos resultados de estabilidade obtidos para as formulagdes com
diferentes concentracdes de triglicerideos e analisando resultados obtidos pelo nosso grupo
de pesquisa com formulacdes variando a concentracio do monoestearato de sorbitano™
(3,8-11,5 mg.mL’l), observou-se que as formulagdes mais estdveis sdo as que apresentam
menor concentragdo de ambos componentes presentes no nicleo das nanocapsulas. Desta
forma, uma formulagdo otimizada (N1) foi preparada contendo as menores concentragdes
utilizadas para o triglicerideo (16 mg.mL'l) e monoestearato (3,8 mg.mL'l). Essa
formulacdo apresentou uma leve tendéncia a sedimentacdo, sendo que o didmetro e
polidispersdo apresentaram-se estdveis. Ainda, o gradiente de densidade mostrou que o
sistema é homogéneo formado somente por nanocépsulassz. Portanto, apresentou-se a
hipétese de que uma proporcio otimizada de lipideos e polimero poderia fornecer uma
suspensdo coloidal contendo exclusivamente um sistema nanoestruturado, nanocdpsulas
com nucleo lipidico. Para verificar a hipétese duas formulacdes foram preparadas com a
mesma propor¢ao de monoestearato, triglicerideo e polimero (1:4,1:2,6) que a formulacéo
otimizada.

As suspensdes N2 (5,77:24:15 mgmL") e N3 (7,7:32:20 mg.mL™)
apresentaram didmetros de 411 + 42 e 527 + 22 nm, respectivamente. Distribuicdo de

diametro de particula monomodal foram obtidos para as formulagdes (Figura 35).
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Figura 35. Volume em funcio do didmetro da suspensdo N2 e N3 (n=3).

Andlises de espalhamento multiplo de luz apresentaram uma leve tendéncia a

sedimentacdo tanto para N2 quanto para N3 (Figura 36 e 37).
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Figura 36. Perfil de retro-espalhamento da suspensio N2.
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Figura 37. Perfil de retro-espalhamento da suspensdo N3.

A partir da constatacio que suspensdes N2 e N3 apresentaram-se sistemas

estdveis, andlises de gradiente de densidade foram realizadas para verificar se somente um

sistema nanoestruturado foi formado (Figura 38). Pode-se observar apenas uma banda de

nanocdpsulas presente nas suspensdes com densidade entre 1,013-1,024 g.mL'l.

N2

\_/

Nanocapsulas

N3

\_/

Nanocéapsulas

Figura 38. Ilustraco dos resultados de ultracentrifugacdo na presenca do gradiente de
densidade para as suspensdes N2 e N3.

A hipdtese foi validada,

demonstrando que formulagdes contendo

exclusivamente nanocdpsulas com nicleo lipidico podem ser preparadas a partir de

proporcdes otimizadas de monoestearato, triglicerideo e polimero.
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5. CONCLUSAO

A série de nanocédpsulas preparadas variando-se a concentracdo do triglicerideo
dos 4cidos caprico e caprilico apresentou o consumo do éster etilico de indometacina
dependente da concentracdo do 6leo, sendo mais lento o consumo quanto maior a
concentracdo do dleo. O controle da liberacdo € decorrente da diminuicdo da 4rea
superficial das nanocdpsulas. Estudos de estabilidade destas formula¢des foram
importantes para verificar que com o aumento da concentracdo do triglicerideo o
fendmeno de cremagem nas suspensdes foi detectado. A cremagem ocorreu devido ao
excesso de 6leo que ndo foi estabilizado pelo polissorbato 80. Ainda, a partir dos estudos
de estabilidade foi possivel determinar formula¢des otimizadas contendo a mesma

proporg¢do de polimero e lipideos, as quais apresentam somente um nanosistema.

60



CAPITULO 3: DESENVOLVIMENTO DE MICROAGLOMERADOS
ORGANICOS-INORGANICOS PARA O CONTROLE DA
LIBERACAO DE FARMACOS HIDROFILICOS
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 SISTEMAS MICROPARTICULADOS PARA A ADMINISTRACAO DE
FARMACOS

Sistemas poliméricos carreadores de farmacos vém despertando crescente
interesse do meio cientifico devido a sua capacidade de liberagdo controlada e vetorizacao
das substancias ativas aos seus locais de agdo especifi0057. Microparticulas poliméricas
sOlidas apresentam tamanho na faixa de 1 a 1000 um. A microencapsula¢do tem sido
estudada no ambito farmacéutico objetivando o desenvolvimento de formas de liberacao

19,68 . . . 24 . -
*°,  microparticulas  gastrorresistentes”, melhoria na estabilidade de

controlada
farmacos'®, diminui¢do da toxicidade gastrintestinal16 e aumento da biodisponibilidade69.
Ap6s a administracdo oral, sistemas microparticulados distribuem-se de forma
uniforme e ripida no trato gastrintestinal, minimizando o risco de dano local. Desta forma,
apresentam menor variacdo em relagdo ao tempo de transito géstrico em comparagdo com
sistemas unitarios, o que ocasiona menor flutuacdo na biodisponibilidade do farmaco entre
individuos™. A influéncia dos componentes das microparticulas pode ser estudada a partir
do perfil de liberacao de farmacos empregados como modelo. As microparticulas podem
ser preparadas por uma variedade de métodos como polimerizagdo interfacial,
centrifugacdo-extrusdo, evaporacido do solvente e secagem por aspersﬁo71. A escolha da
técnica deve levar em consideragdo certos requisitos, como a manuten¢do da estabilidade e
atividade bioldgica do farmaco, a obtenc¢do de alta eficiéncia de encapsulacdo, uma
distribuicdo apropriada de tamanho de particula e a reprodutibilidade da qualidade das
microparticulas e do perfil de liberagdo, além da producdo de pd de fluxo livre, sem
agregacao ou aderéncia’>. Nos iltimos anos, nosso grupo de pesquisa produziu sistemas
microparticulados nanoestruturados para o controle de liberacdo de farmacos lipofilicos e
hidrofilicos”>'>**** Esses sistemas sdo diferentes das microparticulas convencionais por
apresentarem modelos de estruturacdo de seus componentes que ndo podem ser
classificados nos modelos usualmente propostos para as microparticulas: microesferas,
microcaipsulas74 e microbaloons”. Os sistemas microparticulados nanoestruturados sio

obtidos por aspersdo (spray-drying) de suspensdes de nanoparticulas previamente
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preparadas, cuja supraestrutura pode ser classificada como nanoesferas ou nanocdpsulas

poliméricas76.

1.2 SECAGEM POR ASPERSAQ

A secagem por aspersdo consiste em uma operagdo de secagem de sistemas
dispersos fluidos na qual ocorre a divisdo em pequenas goticulas da suspensao, no interior
de uma torre de secagem onde ha ar quente produzindo pds secos particulados. O processo
consiste em quatro etapas essenciais: aspersdo da amostra, contato liquido-vapor aquecido,
evaporacdo e separacdo sélido—gés/vap0r77. Como vantagens podem-se empregar
substancias termossensiveis, a facilidade de producdo em escala industrial, obtengdo de
produtos secos com baixa higroscopicidade, producdo em etapa tnica e sem uso de
solventes organicos sendo considerado um processo de baixo custo.

Os p6s obtidos pela aspersdao sdao geralmente esféricos e porosos. A porosidade
confere uma baixa densidade bruta, porém o seu carater esférico permite que geralmente
estes pos tenham fluxo livre. Modificando-se os parametros do processo de secagem, é
possivel alterar e controlar algumas propriedades dos pods, tais como: aparéncia, tamanho
de particula e distribuicdo granulométrica, porosidade, umidade, fluxo, estabilidade,
dispersibilidade, friabilidade e manutencdo da atividade, aroma e sabor®.

Quando a secagem por aspersio € utilizada na preparacdo de sistemas
multiparticulados para a administragdo de farmacos, podem-se obter sistemas de estruturas
diferentes se o farmaco estiver dissolvido ou disperso (emulsdo ou suspensdo) na solucio
polimérica a ser aspergida. Microcédpsulas sdo obtidas pela aspersdo de uma suspensdo ou
emulsdo do farmaco na solugdo polimérica, enquanto que se obtém microesferas (matrizes
poliméricas) quando o firmaco e o polimero estdo dissolvidos nesta solug€1078.

Palmieri e colaboradores'® estudaram a preparagdo de microesferas através da
secagem por aspersdo contendo paracetamol utilizando como polimero o Eudragit RL® e
Eudragit RS® ¢ a etilcelulose. Os resultados do estudo de liberacao in vitro foram similares
aqueles obtidos para o farmaco livre. Porém, com a utilizacdo destas microesferas na
preparagdo de comprimidos através da compressdo direta, os resultados de liberagdo
apresentaram uma menor taxa de liberacio do farmaco, explicada pela reducdo da

porosidade das particulas pela compressao.
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A secagem por aspersdo foi proposta para a preparacdo de microaglomerados
revestidos de nanoparticulas%25 , de nanoparticulas lipidicas sélidas”, assim como na
secagem de nanoparticulas poliméricas15 =,

Miiller e colaboradores' utilizaram a secagem por aspersdo para obter
nanocdpsulas de diclofenaco 4cido, utilizando o diéxido de silicio coloidal (3,0 % m/v)
como adjuvante de secagem. Esta técnica demonstrou-se eficaz na obtengdo de produtos
secos a partir de sistemas coloidais poliméricos, os quais apresentaram uma reducio na
toxicidade gastrintestinal do diclofenaco, similares aquela verificada apds a administracao
oral da suspensdo de nanocdpsulas contendo o mesmo farmaco'®.

Weiss™ estudou a aplicag@o da secagem por aspersdo na obtencdo de produtos
secos a partir de suspensdes de nanocdpsulas e nanoesferas de indometacina, utilizando o
Miglyol 810° como fase oleosa. Neste estudo, foi demonstrada a viabilidade da secagem
tanto de suspensdes contendo nanocdpsulas, quanto nanoesferas, embora tenha se
observado uma redu¢@o do tamanho de particula, no caso das nanoesferas, apds o processo
de secagem, que foi explicada pelo rearranjo destas apds a etapa de secagem23 .

Miiller®! aplicou o método de secagem por aspersdo de nanoparticulas
poliméricas utilizando nanocépsulas obtidas tanto pelo método de deposicdo interfacial,
quanto pelo método de emulsificacdo-difusdo. A otimiza¢do do processo de secagem foi
realizada pelo estudo de diferentes adjuvantes de secagem, sendo que o diéxido de silicio
coloidal foi o que apresentou os melhores resultados. Também neste estudo foi realizada a
otimizagdo da concentracdo de tensoativos na preparacdo de suspensdes estdveis.
Paralelamente, foi estudada a transposicdo de escala na preparacdo destas suspensdes
coloidais e posterior secagem. A secagem das suspensdes promoveu uma melhora na
estabilidade quimica das suspensdes de nanocdpsulas contendo diclofenaco®, embora
tenha sido observado o aparecimento de picos de degradagdo do diclofenaco. Entretanto, a
reducdo do teor de diclofenaco foi dependente do tipo e da concentragdo do tensoativo
utilizado na preparagdo das formulacdes. A presenca de Epikuron 170° tanto nas
suspensdes quanto nos produtos secos previnem a degradagdo do diclofenaco.

As condig¢des operacionais podem ser escolhidas de acordo com caracteristicas
desejadas para a secagem e quanto as especificacdes requeridas para o produto. Alto
contetido de umidade e baixo rendimento freqiientemente sdo encontrados com o uso de

equipamentos de escala laboratorial. Dentro desta perspectiva, Alves e Santana®

realizaram um estudo da influéncia das varidveis operacionais e da composi¢do das
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formulacdes, na obten¢do de particulas lipidicas secas, utilizando a secagem por aspersao.
O processo de secagem empregando um menor fluxo (3 mL/min), uma menor
concentracdo de lipideos e realizado na presenca de manitol, levou a obtengdo de
particulas com estruturas mais amorfas, conforme observado através das andlises por
difracdo de raios-X. Pelo emprego da mesma técnica, os autores também observaram que
houve uma incorporagdo total do manitol na formulagdo, pois para concentragdes maiores
que 170 mM foi possivel observar a presenca de manitol ndo-incorporado, pela
visualizagdo de picos caracteristicos deste agiicar nos difratogramas.

Beck e colaboradores® avaliaram o efeito de pardmetros do processo e o tipo
de nanoparticulas (nanocdpsulas e nanoesferas) nas caracteristicas de microparticulas
revestidas por nanoparticulas usando uma matriz 3%, Utilizando nanoesferas como
revestimento de um nidcleo composto por Aerosil 200® e diclofenaco 4cido, os autores
constataram que o rendimento dependeu principalmente do fluxo de alimentag@o. Ainda,
utilizando nanocdpsulas como revestimento, observou-se uma diminui¢do nos rendimentos
em relacdo ao revestimento com nanoesferas sendo que a temperatura de entrada e o fluxo
de alimentacdo influenciaram nesse caso. O rendimento foi consideravelmente aumentado
pela redugdo do fluxo de alimentacdo para o revestimento com as nanoparticulas. No caso

das nanocdpsulas, uma menor temperatura de entrada aumentou o rendimento.

1.3 DICLOFENACO

O diclofenaco (Figura 39) ¢ um derivado do 4cido fenilacético, disponivel no

mercado internacional desde 1973, na forma de sal s6dico ou potéssico.

0 O Na*

Cl Cl

Figura 39. Estrutura quimica do diclofenaco sédico.
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O pKa do diclofenaco na sua forma de 4cido livre € de 3,8 e sua solubilidade
em dgua € baixa (6 x 10° M, a 25 0C) na forma ndo-ionizada®*.

Embora os antinflamatdrios ndo-esterdides constituam uma das classes de
farmacos mais prescritas no mundo, seus efeitos adversos principalmente sobre o trato
gastrintestinal, como irritagdo, ulceragdo, dano a mucosa e perfuracdo sao uma limita(;'eio85 .
Por esta razdo, vdrias estratégias t€ém sido descritas na literatura para redugdo da toxicidade
gastrintestinal desses farmacos. Entre estas estratégias, podem-se citar a complexacdo com

31,16 . N
7, 0 desenvolvimento de formas farmacéuticas de

ciclodextrinas®®, a nanoencapsulacio
acio modificada87, entre outras.

Guterres e colaboradores’' avaliaram a incorporagdo do diclofenaco dcido em
nanocdpsulas de poli(dcido ldtico), como estratégia para melhorar a tolerdncia
gastrintestinal do formaco apds administracdo oral e intravenosa. Os autores demonstraram
uma significativa capacidade de reducdo na toxicidade sobre a mucosa gastrintestinal
quando o farmaco estd associado as nanocdpsulas, quando comparada a uma solucdo
aquosa do sal do farmaco, apresentando concentra¢des plasméticas similares. Porém, esse
efeito protetor foi evidenciado somente no caso da administragdo oral, demonstrando que
sua acdo € decorrente da diminuicdo do efeito lesivo pelo contato direto do firmaco com a
mucosa. Em 2001, Guterres e colaboradores’' demonstraram a manutencdo dos efeitos
protetores sobre a mucosa gdstrica dos produtos secos contendo nanocdpsulas de
diclofenaco, comparando com dados anteriores obtidos com suspensdes de nanocdpsulas.
Ainda, foi demonstrada a completa absor¢ao do diclofenaco a partir dos produtos secos,
sendo que um perfil plasmatico diferenciado foi observado, comparado aquele obtido pela
administracdo de uma solucdo aquosa do diclofenaco sédico.

Em 2003, Schaffazick e colaboradores™ avaliaram a utilizacdo da liofilizacao
na secagem de nanocdpsulas e nanoesferas de poli(e-caprolactona) e Eudragit $90°, para a
obtencdo de produtos secos, bem como o efeito protetor destes liofilizados sobre a mucosa
gastrintestinal. No estudo, foi demonstrada a potencialidade de emprego da liofilizagao de
sistemas coloidais poliméricos, empregando o Aerosil 200® (3,0% m/v) como adjuvante de
secagem. Em relacdo ao estudo da toxicidade gastrintestinal, observou-se que os
liofilizados contendo nanocdpsulas de diclofenaco exerceram um efeito protetor
significativo sobre a mucosa gastrintestinal dos ratos, em comparagdo aos efeitos

apresentados pela administracdo da solugdo aquosa do fairmaco. Um efeito protetor similar
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jé4 havia sido relatado para a suspensdo de nanocapsulas e nanoesferas de diclofenaco, bem

como para os respectivos produtos secos 7!,

1.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

Uma caracterizacao criteriosa das microparticulas é fundamental para garantir
suas qualidades, especialmente na fase de desenvolvimento desses sistemas. Através da
microscopia eletronica de varredura, é possivel avaliar forma, distribuicdo de tamanho,
presenca de poros, de agregados ou de cristais de farmaco adsorvidos nas particulas, bem
como sua morfologia de superficiesg. A microscopia dptica pode ser empregada para a
avaliag@o preliminar de forma e tamanho de microparticulas, bem como no monitoramento
de etapas de processos de fabricacdo de sistemas microparticulados que envolvam
evaporacdo de solvente. Adicionalmente, a utilizacdo de filtros polarizadores permite a
distin¢do entre materiais isotropicos e anisotropicos. Desse modo, farmacos cristalinos
podem ser identificados na superficie das particulas através dessa técnica’™".

A porosidade de sistemas particulados pode ser um fator determinante para a
eficiéncia de encapsulagdo e o perfil de liberagdo de farmacos’”. Esse parametro pode ser
obtido através de isotermas de adsorcao/dessor¢do de nitrogé€nio gasoso a temperatura de
ebulicdo do nitrogénio liquido. Materiais porosos apresentam histerese nos graficos de
isotermas de adsorcdo/dessor¢do. Isso ocorre em fungdo do fendmeno de
condensagdo/evaporacio do adsorvato nos poros. Além disso, o tipo de gréfico de histerese
formado pode fornecer informagdes a respeito da forma do poro93 .

O tamanho das particulas em um pé pode ser determinado por difratometria de
laser, o qual permite calcular o didmetro das particulas analisadas a partir dos volumes de
esfera equivalente, ou D[4,3]. Essa técnica segue o principio de Fraunhofer, que descreve a
interag@o entre a luz e particulas muito maiores que o seu comprimento de onda. Nessa
situagdo, o raio de luz incidente € difratado na dire¢do frontal a particula com uma pequena
alteracdo de angulo. Os padrdes de intensidade luminosa gerados apresentam-se a
intervalos angulares regulares, que sdo proporcionais ao didmetro da particula responsdvel
pela difragé“1087.

Outro fator fundamental na caracterizacio de microparticulas consiste na
determinagdo da cristalinidade do sistema, pois o perfil de liberacdao € influenciado pelo

estado fisico do composto bioativo na matriz. Além disso, o grau de cristalinidade do
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polimero esté relacionado com caracteristicas do sistema, como por exemplo, a eficiéncia
de encapsulacdo do farmaco. Essa determinacdo pode ser feita através de difratometria de
raios - X ou andlise térmica’*. Na primeira, um feixe colimado de raios - X monocromatico
¢ difratado em varias dire¢des quando atinge um pé cristalino. O cristal atua como um
reticulo de difragcdo tridimensional dessa radiagdo. Esse fendmeno € descrito pela lei de
Bragg (Equacdo 10), onde as ondas que sdo espalhadas a partir de diferentes regides do
cristal, em uma dire¢do especifica, se propagam por distincias correspondentes a multiplos
inteiros (n) do comprimento de onda (1) do feixe de raios-x incidente:

nA

2sen@ = (10)

onde dyy corresponde a distancia entre as lamelas que compdem um cristal e 8 € o dngulo
de difragdo. Nessas circunstancias, as ondas estdo em fase. Tal condicdo ocorre apenas em
materiais que apresentam periodicidade em sua estrutura molecular. Dessa forma,
materiais cristalinos resultam em picos de difracdo bem definidos e caracteristicos. No
entanto, o arranjo randomico das moléculas em materiais amorfos resulta em espalhamento
ndo-coerente dos raios - X e em picos largos e difusos.

O perfil de liberacdo de farmacos a partir de sistemas microparticulados
constitui um aspecto extremamente relevante no que concerne a eficiéncia terapéutica.
Dessa maneira, sua determinacdo ¢ fundamental para a caracteriza¢do de microparticulas.
As informacdes podem ser obtidas por experimentos in vifro ou ex vivo, sendo que oS
principais mecanismos utilizados para explicar perfis de liberagdo obtidos consistem em
processos de difusdo e/ou erosdo. Os resultados devem ser compativeis com a via de
administracio desejada. Cabe salientar que tais estudos devem ser realizados sob condig¢do
sink, onde o volume do meio de dissolucéo é grande o suficiente para que a concentracio
do farmaco presente ndo chegue a exceder 10% do valor de sua concentragio de saturacio.

Jeong e colaboradores” investigaram a liberacdo de papaverina a partir de
microparticulas de PCL preparadas por emulsificacdo/evaporagdo do solvente e
relacionaram os resultados observados com a microestrutura desses sistemas. Mudancas
nas condi¢des de processamento alteraram o meio pelo qual ocorreu a difusdo do fairmaco,
resultando em diferentes perfis de liberagdo. Maiores concentragdes de PCL formaram
particulas de maior tamanho, ocasionando libera¢do mais lenta. Perfis de liberacdo mais

rapidos foram observados com o aumento da massa molar da PCL utilizada na preparacio
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das formulacdes. Desta forma, evidenciou-se a influéncia da microestrutura cristalina, pois
com o aumento da massa molar a cristalinidade do sistema diminuiu, facilitando a difusdo
do farmaco.

Beck e colaboradores®™ prepararam e caracterizaram sistemas organico-
inorgdnicos, nos quais o fiarmaco foi adsorvido ao Aerosil 200° e nanocépsulas e
nanoesferas de poli(e-caprolactona) ou de FEudragit S100® foram utilizadas como
revestimento dos microaglomerados. Evidenciou-se o nanorrevestimento através de MEV
e, apds estudo de liberagdo in vitro, as propriedades de gastrorresisténcia dos
microaglomerados obtidos com Eudragit $100® foram demonstradas. Ainda, avaliou-se o
controle da liberacdo do diclofenaco a partir das microparticulas e do nicleo orgénico-
inorganico em trés diferentes meios. Dessa maneira, o nicleo contendo diclofenaco, em
pH 1,2 apresentou taxa de liberagdo de 12,26% apds 5 minutos. Em pH 5,0 o equilibro
dcido-base do diclofenaco foi alcangado apds 15 minutos e a concentragdo de firmaco no
meio foi de 35,66%, mantendo-se durante o periodo de experimento. Em pH 7.4, 15
minutos foram suficientes para se atingir 97,04% de diclofenaco no meio e 30 minutos
para 98,99%. Para os microaglomerados nanorrevestidos, em pH 1,2 encontram-se valores
de 16,28% e de 5,27% para a formulag@o obtida a partir de nanocapsulas e nanoesferas,
respectivamente. Em pH 5,0 os valores foram 64,09% ap6s 15 minutos e 80,60% apds 60
minutos, no caso das nanocapsulas e para formulacdes a partir de nanoesferas os valores
foram de 31,03% (15 min) e 39,71% (60 min). Em pH 7,4 alcancaram-se valores préximos
a 100% (5 min) para a formulag@o a partir de nanocdpsulas enquanto, para a formulacio
contendo nanoesferas em 5 minutos houve liberagdo de 61,14 e de 95,97% (60 min).

A partir desse estudo de liberagdo do diclofenaco observou-se que a taxa de
liberagdo em pH 5,0 foi superior para os microaglomerados nanorrevestidos quando
comparadas com o nicleo organico-inorganico. Dessa maneira, foi sugerida a existéncia de
uma adsorcdo do farmaco as nanoparticulas. Para verificar essa hip6tese foi incorporado as
suspensdes das nanoestruturas a triacetina, um plastificante hidrofébico, antes da dispersdo
no nicleo inorganico-orgdnico, com o objetivo de impedir que o firmaco associasse as
nanoparticulas através da saturagdo a superficie polimérica. Quando estas formulacdes
foram submetidas ao experimento de liberagdo em pH 5,0 o diclofenaco liberado foi de
23,9 % (15 min) e 33,35 % (60 min) para o revestimento de nanocdpsulas e 55,86 (15 min)

e 60,04 (60 min) para nanoesferas. Desta forma, a composi¢do das nanoparticulas e a
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presenca de triacetina nas formulagdes apresentou diferencas nos perfis de liberagdo do
diclofenaco em diferentes meios.

Beck e colaboradores” prepararam e caracterizaram microaglomerados com
revestimento nanoestruturado contendo diclofenaco dcido e empregando uma dispersdo
polimérica contendo Eudragit S100° e tampao fosfato pH 7,4. O percentual de dissolucio
em célula de fluxo em pH 5,0 do diclofenaco a partir dos microaglomerados revestidos foi
de 75 % em 360 minutos e para o nicleo 53 % no mesmo tempo. Nao foram observadas
diferencgas entre o niicleo e os microaglomerados revestidos. O tratamento matematico a
partir da modelagem selecionado para a liberacdo em pH 5,0 foi o biexponencial, enquanto
para o pH 7,4 o melhor modelo foi o monoexponencial.

Domingues e colaboradores®® prepararam microparticulas nanorrevestidas
contendo indometacina, modelo de fairmaco hidrofébico, diéxido de silicio e nanocépsulas
poliméricas sendo compostas de poli(e-caprolactona) ou um copolimero acrilico. Através
de estudos de liberacdo e a aplicagdo de modelos matemdticos os autores mostraram que o
mecanismo de liberacdo do farmaco foi dependente da desaglomeracdo das particulas. Os
valores de coeficiente de liberagdo (1) apés modelagem dos dados pelo modelo de
Korsmeyer-Peppas, foram superiores a 0,85 indicando que a liberagdo € nao-fickiniana,
sendo super-caso-II. O modelo estrutural para essas microparticulas é o revestimento das
nanocdpsulas ao redor de um nucleo de diéxido de silicio. Quando o sistema entra em
contato com o meio de liberagdo o sistema desaglomera liberando o farmaco.

Considerando todos os dados anteriores, o presente trabalho teve como hipdtese
a utilizacdo de HPMC para a formagdo de microaglomerados, com o intuito de retardar a
desaglomeracdo dos microaglomerados na presenca de nanocdpsulas poliméricas.
Adicionalmente, o uso de HPMC no sistema poderia propiciar a formagdo de poros
levando a uma desaglomeracdo controldvel pela presenga e concentracdo desse

componente na formulacao.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho teve como objetivo verificar se a presenca de HPMC nos
microaglomerados seria capaz de retardar a desaglomeragcdo do sistema, controlando a

liberagdo de um modelo de farmaco hidrofilico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Preparar e caracterizar microaglomerados contendo diclofenaco sddico,
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), e didxido de silicio coloidal na presenca ou
nao de nanocdpsulas poliméricas;

® Preparar e caracterizar suspensdes de nanocdpsulas de Eudragit S100° e poli(e-
caprolactona) através do método de deposicao interfacial;

e Determinar o perfil de liberacio do diclofenaco sédico a partir dos

microaglomerados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O poli(metacrilato de metila-co-dcido metacrilico) (Eudragit $100®) (110.000
g/mol) foi obtido da Almapal (Sdo Paulo, Brasil). A poli(e-caprolactona) (65.000 g/mol)
foi obtida da Sigma-Aldrich (Alemanha). O monoestearato de sorbitano e polissorbato 80
foram fornecidos pela Delaware (Porto Alegre, Brasil). A mistura de trigliceridios dos
dcidos céprico e caprilico foi enviada pela Brasquim (Porto Alegre). O Aerosil® 200 foi
fornecido pela Degussa (Sao Paulo, Brasil). O HPMC E4M foi fornecido pela Colorcon
(Cotia, Brasil). O diclofenaco sédico (DicONa) foi obtido de Galena (Campinas, Brasil).
Todos os demais produtos quimicos e solventes empregados foram utilizados em escala

farmacéutica. Todos os reagentes foram utilizados como fornecidos.

3.2 PREPARACAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

As suspensdes de nanocdpsulas foram preparadas por deposicdo interfacial de
polimero pré—formado conforme proposto por Fessi e colaboradores'®. Para uma suspensao
de nanocdpsulas o Eudragit S100° ou poli(e-caprolactona) (0,5 g), o monoestearato de
sorbitano (0,38 g) e triglicerideos (1,65 g) foram dissolvidos em acetona (135mL) sob
agitacdo magnética constante a 40°C. Em frasco separado, o polissorbato 80 (0,38 g) foi
adicionado a dgua (265 mL). A solugéo orgénica, totalmente solubilizada, foi vertida sobre
a fase aquosa, sob agitacdo magnética constante, a temperatura ambiente, através de um
funil. As suspensdes foram mantidas sob agitagdo por 10 min. A seguir, procedeu-se a
evaporacdo de cada suspensdo em evaporador rotatdrio, eliminando a acetona a pressio

reduzida. O volume final foi ajustado a 50 mL.
3.2.1 Caracterizacao fisico-quimica das formulacoes
A avaliagdo do didmetro, distribuicdo do didmetro e polidispersdo das

. . . A . ®
nanoparticulas foi realizada por espalhamento de luz dinimico, usando um Zetasizer

(Malvern, Laboratério de Sistemas Nanoestruturados para Administracio de Farmacos,
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Faculdade de Farmédcia — UFRGS em colaborag¢do com a Prof® Silvia Guterres). Para evitar
qualquer sele¢do da amostra, apenas o meio de diluicdo (4dgua Milli-Q®) foi filtrado.
Determinou-se o potencial zeta das suspensdes apds a prévia diluicio das amostras em
NaCl (10 mM). Cada lote (n=3) foi analisado 3 vezes e cada andlise é uma média de 10
medidas para didmetro e 20 medidas para potencial zeta. Os valores de pH foram

determinados usando um potencidometro (Micronal B-474).

3.3 PREPARACAO DOS MICROAGLOMERADOS

Os microaglomerados foram preparados em duas etapas pela adicdo de
DicONa, Aerosil 200® e HPMC (MA1 e MA2) em 200 mL de dgua conforme Tabela IX.
A mistura foi mantida sob agitacio mecanica a temperatura ambiente por 10 minutos e
colocada a 4 °C por 48 horas. Apés, foi retirada da geladeira e deixado agitar até
temperatura ambiente essa solug@o foi aspergida em um spray-dryer (MSD 1,0, LabMagq,
Brasil), conforme os parametros descritos na Tabela X. Em uma segunda etapa este p6 foi
disperso em uma suspensao de nanocdpsulas (50 mL). A mistura foi mantida sob agitacio
magnética e aspergida obtendo-se os microaglomerados. Para fins analiticos foi preparada

uma amostra nas mesmas condicdes, porém sem adi¢cdo de farmaco.

Tabela IX. Composi¢do quali-quantitativa dos microaglomerados.

Microaglomerados DicONa (g) Aerosil® (2) HPMC (g) NC (mL)
MAI1 0,140 2,0 0,5 ---
MA1-EUD 1,0 g de MALI 50
MAI1-PCL 1,0 g de MAI 50
MA2 0,140 0,5 2,0 ---
MA2-EUD 1,0 g de MA2 50
MA2-PCL 1,0 g de MA2 50

73



Tabela X. Condicdes operacionais utilizadas durante o processo de aspersao.

Parametros Condic¢do
Fluxo de alimentacdo 0,3 Lh!
Fluxo de ar 500 NLh™!
Pressdo de comprimido 5 kPa
Temperatura de entrada do ar de secagem 150 £ 1°C
Temperatura do ar de secagem 98 +2°C
Diametro do atomizador 1,3 mm

3.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
3.4.1 Determinacio de rendimento

O rendimento foi calculado somando-se todas as massas das matérias-primas de
cada formulacdo, excluindo-se a 4gua, e dividindo pela massa pesada apds a preparacio

dos microaglomerados, conforme descrito na equagdo 11.

M d
R= assa pesada < 100

Massa das matérias - primas (11)

3.4.2 Teor de DicONa nos microaglomerados

Para quantificar o DicONa, uma massa de aproximadamente 20 mg (MAI,
MA2) e 50 mg (MA1-EUD, MA1-PCL, MA2-EUD, MA2-PCL) dos microaglomerados
foram suspendidas em tampao fosfato 7,4 em baldo volumétrico de 25mL, sob agitacdo por
1 hora. As amostras foram diluidas em baldo de 10 mL. Aliquotas foram retiradas, filtradas
através de membrana (0,22 pum) e quantificadas em HPLC. O sistema de CLAE consistiu
de um cromatégrafo Perkin Elmer S-200 com injetor S-200, detector UV-Vis, pré-coluna e
coluna (LiChrosphelr® 100 RP;g, 250mm, 4mm, Sum, Merck). A fase mével (1,0 mL/min
l) consistiu de acetonitrila/dgua (65:35 v/v), pH aparente 5,0 (4cido acético 10% (v/v)).
Ap6s a injecdo de 20 pL, o DicONa foi detectado em 280 nm. O método de CLAE foi

validado considerando a linearidade, repetibilidade, precisdo intermedidria, seletividade,
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limite de quantificacdo e exatiddo. Curvas analiticas para o DicONa foram obtidas entre
0,5-25,00 pg/mL apresentando coeficientes de correlacdo maiores que 0,998. Os dados de
repetibilidade e de precisdo intermedidria apresentaram coeficientes de variagdo abaixo de
4,5 %. As amostras de controle de qualidade nas concentracdes de 3, 9 e 16 plg.mL'1
apresentaram exatidao de 100,8 + 1,7 %, 102,1 £ 0,6 % e 100,5 = 1,4 %, respectivamente.

O limite de quantificagdo foi de 0,52 pg/mL.

3.4.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho

As andlises de espectroscopia na regido do infravermelho foram realizadas em
dois espectrometros um Brooker ATR e um Bomen FTLA 2000 (pastilhas de KBr), no
modo transmitdncia, com uma resolucao 4 cm’ e 64 scans, cobrindo a faixa de freqiiéncia

de 4000 a 500 cm™.

3.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura

Os microaglomerados foram analisados quanto a forma e a superficie por
microscopia eletronica de varredura (MEV) no Centro de Microscopia Eletronica da
UFRGS. As amostras foram metalizadas em ouro (metalizador Jeol Jee 4B SVG-IN) e
analisadas em aumentos entre 500 a 10000 vezes utilizando microscépio eletronico de

varredura Jeol Scanning Microscope, JSM-5800.
3.4.5 Analises de Difraciao de Raios - X

Andlises de difrag¢ao de raios-X foram realizadas para os componentes e para os
microaglomerados com um difratdmetro Siemens (modelo D500) usando radiacdo de
cobre a 35kV, em colaborag¢do com a Prof* Madrcia R. Gallas do IF-UFRGS.
3.4.6 Determinacio da Distribuicio Granulométrica

O didmetro médio e a distribuicdo de tamanho de particula (Span) foram

determinados por difratometria de laser (Malvern Mastersizer 2000, Laboratério de

Sistemas Nanoestruturados para Administracdo de Farmacos, Faculdade de Farmdicia —
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UFRGS em colabora¢do com a Prof* Silvia Guterres). O Span € definido como (equagio

12):

D(90)-D(10)

Span = ——75— (12)

onde D), D(s0) € D(og) representam os didmetros cumulativos de 10 %, 50 % e 90 % das

particulas, respectivamente.

3.4.7 Determinacio da area superficial dos microaglomerados

A drea de superficie dos microaglomerados foi determinada pelo método BET

(TriStar II 3020, Micromeritcs).

3.4.8 Liberacao In Vitro

Uma quantidade de microaglomerados foi adicionada a 50 mL de solucio
aquosa de HCI pH 1,2 e tampao fosfato pH 6,8 (fosfato de s6dio monobasico e hidréxido
de s6dio) na proporcdo para se ter concentracdes equivalente a 20 pg/mL de farmaco em
cada solug@o. Os experimentos foram realizados em banho termostatizado a 37,0 £ 0,5 °C.
As amostras coletadas foram centrifugadas (27900 g) por 5 min, filtradas (0,22 pum) e

quantificadas por HPLC.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente através de analise de variancia

(ANOVA). O nivel de significancia foi de 0,05%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS SUSPENSOES DE
NANOCAPSULAS

As nanocépsulas foram obtidas como suspensdes opalescentes brancas com pH
de 4,1+0,05 (Eudragit S 100®) e 5,3+0,02 (PCL). O didmetro médio (z-average) foi de 205
+ 12 (Eudragit S 100%) e 236 + 5 (PCL) com indice de polidispersdao menor que 0,3. Valor
de potencial zeta foi de -19,2 + 0,9 mV (Eudragit S 100®) e -10,2 £ 0,9 mV (PCL). Estes

- A . 24,26,83,95
resultados estdo em concordincia com relatos anteriores> 283

4.2 OBTENCAO DOS MICROAGLOMERADOS

Na preparacdo dos microaglomerados de DicONa, os rendimentos dos poés
obtidos apresentaram-se satisfatérios para a escala de bancada, MA1-EUD (62% + 3),
MA1-PCL (35% + 2), MA2-EUD (53% + 8) e MA2-PCL (48% + 6). Estes valores situam-
se em faixa compativel ao descrito na literatura para microparticulas revestidas com

nanocdpsulas preparadas por spray—drying83.

4.3 DETERMINACAO DO TEOR DE FARMACO

Os valores de concentragdo tedrica, teores experimentais e eficiéncia de
encapsulacido do DicONa nos microaglomerados sio apresentados na Tabela XI. O teor do
DicONa nas formulagdes € varidvel devido a adi¢do de suspensdo de nanocédpsulas na

formulacao.
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Tabela XI. Concentracdo tedrica, teor e eficiéncia de encapsulagdo do DicONa em

microaglomerados.
. Concentraciao T.eor Eficiéncia de
Microaglomerados . experimental ~
teorica (mg/g) Encapsulacao (%)
(mg/g)

MA1 50 498 +£1,2 99,8 £1,8
MA1-EUD 10 9,8 +0,5 98,6 £5,2
MA1-PCL 10 10,1 £0,2 101,3+2.3

MA2 50 49,0 £0,2 98,0+0,4
MA2-EUD 10 9,9 +0,2 99,8 £ 1,5
MA2-PCL 10 10,1 £0,3 100,5 + 3,3

4.4 DIFRACAO DE RAIOS-X

Com a finalidade de identificar a cristalinidade dos materiais nos
microaglomerados e identificar o estado fisico do fairmaco nas formulacgdes, andlises de
difracdo de raios-X foram realizadas. As Figuras 40 e 41 apresentam os difractogramas
de cada componente e dos microaglomerados, respectivamente. Os microaglomerados
MA1-PCL e MA2-PCL apresentam dois picos o primeiro em 21,5 e o segundo em 23,6.
Estes mesmos picos estdo presentes no difractograma do polimero PCL, demonstrando
que a técnica de aspersdo ndo tornou o polimero amorfo, sugerindo que as nanocépsulas
permaneceram integras nos microaglomerados. Para todos os outros pds observa-se a
auséncia de picos mesmo tendo em sua composicdo o DicONa, cuja matéria-prima
apresenta-se cristalina. Beck™ e colaboradores verificaram também a auséncia de
cristalinidade em microparticulas compostas de diéxido de silicio e DicONa preparadas
pelo método de secagem por aspersdo. Adicionalmente, verifica-se que nio héd presenca
de DicOH nos microaglomerados, que poderia ser oriundo de uma neutralizagdo durante
o processo. Linhas largas dos padrdes de silica e de polimero Eudragit S 100°,
componentes amorfos, sdo observados na série MA1, MAI-PCL e MAI1-EUD. Os
resultados sugerem que o fdrmaco tornou-se amorfo ou que estd molecularmente disperso
nos microaglomerados. Ainda, para MA?2 pode-se observar a presenca de duas linhas

largas referentes ao padrio da HPMC, sugerindo que a HPMC estd organizada em
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dominios nos microaglomerados. Por outro lado, no p6 de MA1 néo ha banda na regido

entre 5 e 13, sugerindo que HPMC estd dispersa no microaglomerado, provavelmente

interagindo com a silica.

Intensidade Normalizada (u.a.)

DicONa

DicOH

PCL

M ‘ HPMC

Eudragit - 81 00®

\%WAerosil 200®

Figura 40. Difracio de raios-X dos componentes dos microaglomerados.
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Figura 41. Difracdo de raios-X dos microaglomerados.
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4.5 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A espectrometria na regido do infravermelho foi realizada com a finalidade de
identificacdo das substincias dos microaglomerados, tanto no interior quanto na superficie.
Para isso as andlises foram realizadas por transmissdo (FTIR) com o preparo de pastilhas
de KBr e por refletincia (ATR) sem preparo prévio. As andlises por transmissdo dos
componentes foram inseridas no Anexo 1. Desta forma, o espectro de infravermelho da
Figura 42 demonstrou que o polimero HPMC, derivado de sacarideos, apresenta uma
banda caracteristica de estiramento C-O em 1090 cm™, bandas referentes a deformacao dos
grupos CH alifatico em 1380 e 1470 cm”, uma banda larga em 2903 cm’ referente ao
estiramento dos grupos CH alifatico e uma banda préxima a 3380 cm’, referente ao
estiramento O-H. Na Figura 43 tem-se o espectro do Aerosil 200®, no qual podem-se

observar a banda caracteristica de estiramento Si-O em 1100 cm™.

0.4
0.3 1
©
2
« 0.2
2
o)
n
QO
<C
0.1 1
0.0 1

— T T T T T T 1T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
numero de onda (cm'1)

Figura 42. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho do polimero HPMC.
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Figura 43. Espectros de absor¢@o na regido do infravermelho do Aerosil 200°.

numero de onda (cm”

No espectro de Eudragit® S100 (Figura 44) é possivel observar bandas
caracteristicas de vibragdo C=0 de carboxilatos em 1730 cm”, bem como vibragdes
referentes ao éster em 1150, 1190 e 1275 cm™. Em 2900 a 3000 cm™ observam-se
vibragOes caracteristicas de grupos CH alifético, o que é confirmado pela presenca das
bandas 1385, 1450 e 1485 cm™. Uma banda larga detectada préxima a 3500 cm’ pode ser

atribuida a presenca de grupos OH e dgua.
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Figura 44. Espectros de absor¢éo na regido do infravermelho do polimero Eudragit S100°.
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A Figura 45 consiste no espectro da PCL, apresentando estiramento C=0 do
éster a 1730 cm’l, além das bandas de estiramento de CH alifdtico em 2940 cm™ e 2860

1 . L, . . s 2
cm . Ainda, € possivel verificar a presenca de bandas caracteristicas de éster em 1172,

1230 ¢ 1305 cm’".

0.6
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Figura 45. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho do polimero PCL.

O espectro do diclofenaco sddico (Figura 46) apresentou uma banda em 3300
cm™, caracteristica de vibragdes de estiramento de grupo N-H ndo-associado. As bandas
em 1570 e 1548 cm’l, bem como em 1504 e 1450 cm’l, indicam vibragdo do estiramento

da ligagdao C=C do anel aromadtico. Ainda, uma banda em 1280 cm™ indica estiramento C-

O de acido carboxilico.
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Figura 46. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho do DicONa.
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Por sua vez, MA1 (Figura 47) apresenta uma banda referente ao estiramento Si-
O em 1100 cm™, comprovando a presenga do didxido de silicio. Ainda, bandas referentes
ao estiramento de grupos CH alifdtico entre 3000 a 2900 cm’ e bandas referentes a
deformacdo de grupos CH alifdtico podem ser observadas proximas a 1470 e 1380 cm™.
Para a espectroscopia por refletincia para MA1 (Figura 47) € possivel observar apenas a
banda de estiramento Si-O em 1100 cm™.

Tanto para espectroscopia de infravermelho por transmissdao quanto para a por
refletdncia no caso dos outros microaglomerados os espectros sdo semelhantes. Para a
MAZ2 (Figuras 48) uma banda referente ao estiramento Si-O em 1100 cm’ sobreposta por
uma banda caracteristica de estiramento C-O em 1090 cm™' é observada, ainda, para MA2,
bandas referentes ao estiramento de grupos CH alifatico entre 2800 a 3000 estao presentes.
A banda entre 3000 a 3600 cm™ & referente 4s ligacdes OH dos materiais, assim como da
dgua residual.

Para os microaglomerados contendo nanocdpsulas poliméricas observou-se a
sobreposicao das bandas caracteristicas de ésteres em 1090, 1160 e 1250 cm’ e bandas em
1100 cm™ referentes ao estiramento Si-O da silica. A banda referente ao estiramento da
carboxila (C=0) préximo a 1730 cm’' também é observada. Ainda, foi possivel confirmar
a presenca das nanocdpsulas de FEudragit S100° e PCL contendo triacilglicerol,

monoestearato de sorbitano e polissorbato 80 pelos estiramentos de grupos C-H alifético
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(2960 e 2840 cm’l). Nao foram observadas bandas relacionadas ao farmaco devido a

dilui¢do do mesmo nas formulagdes.
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Figura 47. Espectros de absorcao na regiao do infravermelho por transmissiao a) MA1, b)
MA1-EUD, c) MA1-PCL e por refletancia d) MA1, e) MA1-EUD e f) MA1-PCL.
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Com o intuito de localizar (interior ou superficie) as nanocdpsulas poliméricas
nos microaglomerados, integra¢do das bandas referentes a C=0 dos polimeros presentes
nas nanocdpsulas e da banda de estiramento Si-O foi realizada e suas areas sdo

apresentadas na Tabela XII.
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Tabela XII. Valores de drea por integracdo das bandas de estiramento C=0O e Si-O e a
razao (C=0/Si-0).

Banda C=0 Area Banda Si-O Area Razao
(em™) (cm™) (C=0/8i-0)
Refletancia
MAI-EUD 1730 15,76 1091 25,35 0,621
MA1-PCL 1741 4,05 1089 45,67 0,088
MA2-EUD 1728 11,27 1061 16,75 0,672
MA2-PCL 1729 11,25 1056 27,94 0,402
Transmissao
MAI1-EUD 1740 13,53 1105 11,04 1,225
MA1-PCL 1741 33,64 1104 53,36 0,630
MA2-EUD 1740 39,79 1105 11,77 3,380
MA2-PCL 1740 19,37 1106 9,06 2,137

Pode-se observar que a razdo C=0/Si-O € menor para espectroscopia de
infravermelho por refletincia do que por transmissdo. Isto demonstra que o
microaglomerado é formado por nanocdpsulas tanto na regifo externa quanto na regifo

interna da sua estrutura.

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A andlise morfolégica das particulas realizada através de MEV com aumento
de 500 e 1500 vezes (Figuras 49 e 50) mostrou microaglomerados polidispersos, sendo que
MA1 e MA2 apresentam uma superficie lisa, enquanto as formula¢cdes contendo
nanocdpsulas (Figuras 51 e 52) apresentam a formagao de aglomerados de particulas com
superficie rugosa. Ainda, para a MA2-EUD foi possivel verificar a presenca de filmes de
HPMC em torno da particula. Beck e colaboradores”® observaram que para microparticulas
contendo um nucleo de diéxido de silicio e diclofenaco revestidas por nanocdpsulas de
Eudragit S100® os didmetros das nanoestruturas apresentaram-se similares aos da
suspensdo de nanocdpsulas original. Para microparticulas revestidas por suspensdes de
nanoesferas foi possivel observar uma superficie rugosa nos microsistemas®*®. Estas
diferengas observadas na morfologia da superficie dos microaglomerados podem resultar

em diferenca na area superficial.
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Figura 49. Fotomicrografias dos microaglomerados em 500x (A) MA1, (B)MA2, (C)
MA1-EUD, (D) MA2-EUD, (E) MA1-PCL, (F) MA2-PCL.
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Figura 50. Fotomicrografias dos microaglomerados em 1.500x (A) MA1, (B) MA2, (C)
MAI1-EUD, (D) MA2-EUD, (E) MA1-PCL, (F) MA2-PCL.
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Figura 51. Fotomicrografias dos microaglomerados em 6.000x (A) MAI1, (B) MA2, (C)
MAI1-EUD, (D) MA2-EUD, (E) MA1-PCL, (F) MA2-PCL.
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Figura 52. Fotomicrografias dos microaglomerados em 10.000x (A) MAI, (B) MA2, (C)
MAI1-EUD, (D) MA2-EUD, (E) MA1-PCL, (F) MA2-PCL.

91



A formulacdo MA1 apresenta uma area superficial maior do que o p6 MA2,

provavelmente devido a maior concentragdo de Aerosil 200° na primeira amostra, uma

vez que o didxido de silicio coloidal tem uma 4rea superficial de 214 m2/gl % Em ambas

as séries, a diminuicdo da d&rea superficial ocorreu pela microaglomeragdo com

nanocdpsulas independente do tipo de polimero usado como parede das nanocédpsulas

(Tabela XIII). Essa diminuicdo na area superficial poderia ser devido a um aumento no

diametro dos microaglomerados. Para confirmar essa hip6tese a anédlise do tamanho dos

microaglomerados, através de difratometria de laser foi realizada (Tabela XIV).

Area
Microaglomerados Superficial
(m*/g")

MA1 127,5+12,7
MA1-EUD 1,2+0,5
MA1-PCL 2,1+£33
MA2 24,6 £ 8,6
MA2-EUD 0,7+0,5
MA2-PCL 0,4+0,2

Tabela XIV. Didmetro dos microaglomerados (um) (n=3).

Tabela XIII. Area superficial dos microaglomerados.

Microaglomerados D[4,3] D) D sy Dy, Span
MA1 22,1+£6,0 6,2 +0,7 16,6 £2,5 36,2+5,9 1,8+0,1
MA1-EUD 1140+ 12,4 8,8+9,0 56,5+0,8 3294 +37,0 5,6 0,4
MA1-PCL 414,2 +48,4 38+0,8 282,5+125,9 1040,1 £174,0 43+2,5
MA2 373,4+743 21,8 £13,5 345,8 £90,6 762,1 £92,2 2,2+0,4
MA2-EUD 185,6 £ 92 6,3+272 124,6 £ 1044  479,4 +£173,8 47+1,8
MA2-PCL 219,9 £242 3,0+£09 145,6 £ 53,8 559,9+9,0 4,1+1,3

A hipétese € confirmada e um menor didmetro é verificado para MAI,

formulagdo com menor concentracio de HPMC sem nanocdpsulas. Com a presenga de

nanocdpsulas houve a formacdo do microaglomerado aumentando os didmetros. Isto

sugere que quando é colocada a MA1 na suspensdo de nanocdpsulas para posterior

nebuliza¢do, ndo ocorre a desaglomeracdo deste microsistema e sim a agregagdo das
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nanocdpsulas ao redor da MAI1. Ainda, para MA2 a maior concentracio de HPMC
forneceu um maior didmetro e a presenca das nanocédpsulas resultou na diminui¢do de
diametro. Estes resultados sugerem que a MA2 em contato com a suspensdo de
nanocdpsulas sofre uma desaglomeracdo e posterior aglomeracdo de todos componentes
presentes nesta suspensdo, formando MA2-PCL ou EUD. Analisando os valores de span,
pode-se observar um baixo indice de polidispersdo para MA1 e MA2, enquanto para as
formulagdes compostas de nanocdpsulas estes valores sdo maiores, indicando a

aglomeracdo do sistema.

4.7 ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO

4.7.1 Gastroresisténcia

A avaliagdo dos microaglomerados quanto a gastroresisténcia foi realizada
pelo estudo de liberacdo em solugdo aquosa de HCI (pH 1,2) sendo retirada uma aliquota

em 60 min. A Tabela XV apresenta o percentual de DicONa liberado.

Tabela XV. Percentual liberado de DicONa em soluc¢do aquosa de HCL.

Microaglomerados 60 minutos
DicONa 46=1,1

MA1 12,8+ 1,5
MA1-EUD 4,0+0,9
MA1-PCL 15,9 +4,0

MA2 20,2 +2,0
MA2-EUD 6,5+1,2
MA2-PCL 12,0 £3.8
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Os resultados mostraram os maiores percentuais liberados para os
microaglomerados na auséncia de nanocédpsulas e na presenca de nanocdpsulas de PCL
contendo polissorbato 80. Mesmo apresentando solubilidade dependente do pH o
DicONa que pode ser protonado em pH 1,2, tornando-se insolivel em meio aquoso, foi

disperso no tensoativo apresentando dissolu¢do micelar de 15% em 1 hora.

4.7.2 Liberacao em tampao fosfato pH 6,8

A liberacdo do farmaco a partir dos microaglomerados em tampéo fosfato pH
6,8 foi investigada durante 180 minutos. Os perfis de liberacdo sdo apresentandos na

Figura 53.
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Figura 53. Perfil de liberagdo do DicONa livre e a partir dos microaglomerados em
tampao fosfato pH 6,8.
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A dissolucdo do DicONa livre atingiu valor de 97,1% em 5 minutos, sendo
que a liberacdo a partir dos microaglomerados foi de 102,1% (MA1), 93,3% (MAI-
EUD), 78,2% (MA1-PCL), 67,5% (MA2), 23,1% (MA2-EUD) e 35,5% (MA2-PCL). Os
resultados mostraram que com o aumento da concentragdo da HPMC ¢é possivel obter o
controle da liberacdo do DicONa. Para as formulacdes com menor concentragdo de
HPMC, o revestimento de PCL, permitiu uma diminuicdo significativa (P<0.05) na
liberacao do farmaco. Para todas as formula¢des com maior concentragdo de HPMC uma
reducdo inicial significativa (P<0.05) da liberacdo do farmaco foi verificada, e apds uma
liberacdo lenta do mesmo. MA2-EUD permitiu a menor liberacio do fairmaco em um
meio de pH 6,8, no qual o polimero Eudragit $100® dissolve-se completamente nesse
pH.

A partir dos resultados obtidos propdem-se um modelo estrutural para estes
microaglomerados. Para MA1, a qual foi verificada a auséncia da linha da HPMC por
difracdo de raios —X, uma banda de estiramento Si-O (ATR), uma maior drea superficial,
menor didmetro e uma rapida liberagdo do firmaco sugere-se que sua estrutura consiste
em um microaglomerado de particulas de silica interagindo tanto com o firmaco quanto

com a HPMC (Figura 54).

Figura 54. Proposta de modelo estrutural para MA1.
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Para MA1-PCL e MA1-EUD, nas quais também se verificou auséncia da
linha padrio da HPMC por difracdo de raios —X, uma menor drea superficial, maior
diametro e uma rapida liberacdo do farmaco sugere-se que sua estrutura consiste em um
microaglomerado de particulas de silica interagindo tanto com o farmaco quanto com a
HPMC e as nanocapsulas (Figura 55). Nosso grupo de pesquisa propds pela primeira vez
a técnica de secagem por aspersao para a secagem de suspensdes de nanoparticulas
utilizando o diéxido de silicio como adjuvante de secagemls. Através de microscopia
eletrdnica de varredura foi possivel observar microparticulas esféricas apresentando
nanoparticulas na superficie. Beck® e colaboradores relataram o preparo de
microparticulas revestidas por nanoparticulas utilizando o diclofenaco como farmaco,
sendo que os microsistemas apresentam nanoestruturas na superficie formando uma
camada de recobrimento com particulas de didmetros de acordo com a suspensio

original.

Figura 55. Proposta de modelo estrutural para MA1-PCL e MA1-EUD.
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Para MA2, a qual verificou-se a linha padrdo da HPMC por difracdo de raios-
X, uma menor area superficial em relacio a MA1, maior didmetro e uma liberagao inicial
mais lenta do firmaco sugere-se que sua estrutura consiste em um microaglomerado
contendo particulas de silica interagindo com o farmaco e a HPMC em concentragio

suficiente para interagir consigo mesma (Figura 56).

Figura 56. Proposta de modelo estrutural para MA?2.

Para MA2-EUD e MA2-PCL, a qual verificou-se uma menor drea superficial
em relacdo a MA2, menor didmetro e uma liberagdo sustentada do farmaco sugere-se que
sua estrutura consiste em um microaglomerado contendo particulas de silica, o firmaco
interagindo com a parede polimérica das nanocdpsulas devido a presenca dos polimeros,
e a HPMC formando uma matriz ao redor deste sistema pelo fato de interagir consigo

mesma (Figura 57).
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Figura 57. Proposta de modelo estrutural para MA2-PCL e MA2-EUD.

A partir de estudos anteriores’, que provaram que o mecanismo de liberacao de
microparticulas revestidas por nanocédpsulas é a desaglomeracdo do sistema, pode-se
sugerir que os microaglomerados MA2-PCL e MA2-EUD, por apresentarem uma maior
concentracio de HPMC poderia englobar o sistema ndo permitindo sua rdpida
desaglomeracdo. Dessa forma esses novos microaglomerados sdo capazes de retardar a

desaglomeracdo rapida liberando de forma lenta o farmaco hidrofilico.
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5. CONCLUSAO

Estudos de liberagdo do DicONa a partir de microaglomerados em pH 1,2,
comprovaram a gastrorresisténcia dos microsistemas, devido a presenga do Eudragit
$100® um polimero com solubilidade dependente do pH nas nanocdpsulas. Pode-se
concluir também que a HPMC, n3o estdi em concentragdo suficiente nos
microaglomerados MA1, MA1-EUD e MAI1-PCL para influenciar a liberagdo do
DicONa a partir destes sistemas em pH 6,8. Ainda, a maior concentragdo da HPMC
permitiu a interagdo com ela mesma ocorrendo a formacdo de uma rede e a presencga dos
polimeros (PCL e EUD) nos microsistemas influenciou a liberagcdo do farmaco. Desta
forma, a hipétese de controlar a liberagdo de um farmaco hidrofilico através do retardo da
desaglomeragdo do sistema foi validada. Portanto, este sistema inovador é um
microaglomerado composto por um nanosistema polimérico e uma rede de HPMC, sendo
capaz de retardar a desaglomeracdo do sistema assim, controlando a liberacdo de

farmacos hidrofilicos.
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ANEXO 1

Espectros de absorcao na regiao do infravermelho dos componentes dos

microaglomerados (pastilha de KBr).
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Figura 58. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do HPMC.
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Figura 59. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do Aerosil 200°.
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Figura 60. Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho do DicONa.
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Figura 61. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do Eudragit S100°.
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Figura 62. Espectro de absor¢@o na regido do infravermelho da PCL.
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