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RESUMO

O trabalho tem como objetivo determinar a influencia da concentracédo de
monoestearato de sorbitano, componente do nucleo oleoso das nanocapsulas, na
cinética de liberagado do éster etilico de indometacina a partir de nanocapsulas de
poli(e-caprolactona) (PCL). Com este propoésito o éster etilico de indometacina foi
associado a cada sistema e sua hidrélise alcalina foi realizada para simular uma
condigao sink. A velocidade de consumo do éster etilico de indometacina foi menor
conforme o aumento da concentracdo do monoestearato de sorbitano. O tempo de
meia-vida do consumo do éster etilico de indometacina associado as nanocapsulas
foi relacionado com a concentracdo do monoestearato de sorbitano, sendo maior,
enquanto maior a concentracdo do monoestearato. O mecanismo de liberacao foi
determinado como sendo transporte anémalo. Foi observada uma relacado linear
direta entre o aumento da concentracdo do monoestearato de sorbitano e a
concentracdo de particulas nas suspensdes de nanocapsulas (R?=0,9711). Mistura
de outras nanoparticulas que nao as nanocapsulas, foram observadas e
caracterizadas. O fluxo difusional do éster a partir das nanocapsulas foi determinado
e diminuiu significativamente com o aumento da concentragcdo do monoestearato,
devido a mudangas na viscosidade do nucleo das nanocapsulas com o aumento da
concentracdo do monoestearato de sorbitano. Por fim, os resultados demonstraram
que o principal fator que contribui para o retardo no tempo para o consumo do éster
etilico de indometacina € a relacéo direta entre a concentracdo do monoestearato de

sorbitano e a permeabilidade das nanocapsulas (R=0,9894).

Palavras-chave: nanocapsulas poliméricas, monoestearato de sorbitano, éster etilico
de indometacina, hidrolise alcalina, turbidimetria, gradiente de densidade,

permeabilidade relativa






ABSTRACT

Controlled release of indomethacin ethyl ester from polymeric
nanocapsules with the variation of the concentratio of sorbitan
monostearate.

The aim of this work was to evaluate the influence of the sorbitan monoestearate
concentration, one of the components of the oil core of the nanocapsules, in the
release kinetic of the indomethacin ethyl ester-loaded poli(e-caprolactone)
nanocapsules. In this way, the indomethacin ethyl ester was entrapped within each
system and its alkaline hydrolysis was carried out to simulate a sink condition. The
rate for the indomethacin ethyl ester consumption decreased with the increase in
sorbitan monostearate concentrations. The indomethacin ethyl ester half-live was
related to the sorbitan monostearate concentration, increasing as the sorbitan
monostearate concentration increased. The drug release mechanism was
determined as anomalous transport. Linear correlations were obtained between the
increase in the sorbitan monostearate concentration and the particles concentration
in the suspensions (R? = 0.9711). Mixture of different nanoparticles that are not
nanocapsules were observed by density gradient and characterized. The
indomethacin ethyl ester fluxes from the nanocapsules were determined and
presented a decrease of the flux as the sorbitan monostearate concentration
increased. This result was related to changes in the oil core viscosity caused by the
variation of the sorbitan monostearate concentration. Finally, the results
demonstrated that the main factor that contributes for the delaying in the time for the
indometahcin ethyl ester consumption was the direct relation between the sorbitan
monostearate concentration and the apparent permeability of the nanocapsules (R? =
0.9894).

Key-words: polymeric nanocapsules, sorbitan monostearate, indomethacin ethyl

ester, alkaline hydrolisis, turbidimetry, density gradient, apparent permeability.









INTRODUGCAO







Nanoparticulas poliméricas tém atraido grande atencdo no campo das
ciéncias farmacéuticas por oferecerem um apropriado sistema para a liberagao de
varios agentes terapéuticos no local desejado ou tecido de interesse (BARRAT,
2000). Essas nanoparticulas podem ser preparadas em uma gama de tamanhos, a
partir de polimeros biodegradaveis. Dependendo do método de preparagao, a
substancia ativa podera estar adsorvida, encapsulada, dissolvida ou retida nas
particulas (SOPPIMATH e col., 2001; MU e col., 2004). O termo nanoparticulas
engloba nanoesferas e nanocapsulas que podem ser matrizes poliméricas ou
vesiculas, respectivamente (MAGENHEIM e BENITA, 1991). Nos ultimos quinze
anos, diversas formulagdes de nanoparticulas em suspensdo aquosa tém sido
utiizadas em estudos fundamentais e aplicados, que procuram investigar a
potencialidade de sua utilizacdo como carreadores de diferentes substancias
biologicamente ativas. Pela capacidade de carrear farmacos lipofilicos (GUTERRES
e col., 1995a; SCHAFFAZICK e col., 2003; LOSA e col., 1993) ou hidrofilicos
(ABOUBAKAR e col., 1999), as nanoparticulas tém sido estudadas para controlar a
liberagao de farmacos (SOPPIMATH e col., 2001), para reduzir efeitos adversos (MU
e col.,, 2004; GUTERRES e col., 1995b), para proteger o farmaco da inativagéao
antes de alcancar o local de a¢ao (VAUTHIER e col., 2003) ou ainda aumentar a sua
penetracdo intracelular (JIMENEZ e col., 2004) aumentando a sua atividade
(SCHAFFAZICK e col., 2006).

A composicdo quali-quantitativa dos sistemas, como a natureza e
concentracdo do polimero, do tensoativo, do nucleo oleoso podem influenciar a
cinética de liberagdo da substéncia ativa ou a sua acg&o in vivo (MU e col., 2004).
Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que o comportamento fisico-
quimico de nanoesferas, nanocapsulas e nanoemulsdo € diferente (SOARES,
2003; POHLMANN e col., 2004; CRUZ e col., 2006a) e, ainda, que a variagao da
concentracdo do polimero nas nanocapsulas influenciou os perfis de liberacdo do
éster etilico de indometacina a partir desses sistemas (CRUZ e col., 2006b). O
éster etilico de indometacina € um modelo adequado, pois sua hidrélise alcalina
pode ser empregada como ferramenta para a simulagao de uma condi¢ao “sink” de
liberagao, pois a reacédo é interfacial e produz produtos ionizaveis, soluveis no meio
de reacao (SOARES, 2003).



O comportamento in vivo das nanocapsulas esta relacionado com suas
caracteristicas fisico-quimicas e o perfil de liberacdo do farmaco a partir deste
sistema ¢é influenciado pela sua localizagdo na nanoestrutura. Desta forma, podem
ser observados diferentes comportamentos cinéticos para um farmaco dissolvido no
nucleo oleoso de uma nanocapsula ou simplesmente retido ou adsorvido em sua
parede polimérica (SCHAFFAZICK e col.,, 2003; SOARES, 2003). Além disso, a
parede polimérica que constitui as nanocapsulas também pode influenciar no perfil
de liberagdo, uma vez que processos de difusdo do farmaco através da parede
polimérica e/ou erosado do polimero podem estar envolvidos (SCHAFFAZICK e col.,
2003; CRUZ e col., 2006b; POLETTO e col., 2008).

Desta forma, o presente estudo sera dedicado a avaliacdo da influéncia da
concentracdo do monoestearato de sorbitano nos perfis de liberagao do éster etilico
de indometacina a partir de nanocapsulas. Os estudos anteriores (MULLER e col.,
2001, CRUZ e col., 2006a) mostraram que o monoestearato de sorbitano esta
localizado no nucleo das nanocapsulas, disperso no triglicerideo dos acidos caprico
e caprilico. Desta forma, a variagdo da concentracdo do monoestearato de
sorbitano na formulagdo poderia influenciar a difusdo do éster de indometacina do
nucleo para a interface particula agua, permitindo o controle e modulagéo do perfil

de liberacdo do éster a partir das nanocapsulas.



2 OBJETIVOS







2.1 Objetivo geral

O presente projeto tem como objetivo determinar a influencia da concentragao
de monoestearato de sorbitano na cinética de liberagdo do éster etilico de

indometacina a partir de nanocapsulas preparadas com poli(e-caprolactona) (PCL).

2.2 Objetivos especificos

e Preparar e caracterizar suspensdes de nanocapsulas contendo o éster etilico
de indometacina, empregando diferentes concentragcdes de monoestearato de

sorbitano através do método de deposigao interfacial,

e Determinar a velocidade de consumo do éster etilico de indometacina frente a

sua reagao de hidrdlise e determinar os tempos de meia-vida da liberacgao;

e Determinar o mecanismo de liberagdo através da modelagem matematica dos

dados experimentais;

e Determinar a concentragao de particulas de cada suspensao por turbidimetria

para calcular a area superficial das nanocapsulas;

e Determinar a permeabilidade relativa do éster de indometacina empregando

modelos matematicos baseados na 1° Lei de Fick;

e Determinar a composicdo qualitativa dos coloides apds variacdo da
concentracdo de monoestearato de sorbitano através de gradiente de

densidade por ultracentrifugacao;

e Obter uma formulagao otimizada em nanocapsulas apés analise da variagao
da concentracdo do monoesterato e avaliagao da estabilidade relativa desta

suspensao por retroespalhamento no Turbiscan.






3 REVISAO DE LITERATURA







Revisao de literatura

3.1 Nanoparticulas

3.1.1 Defini¢des

Nos ultimos anos um consideravel interesse tem sido dado aos materiais
biodegradaveis nanoestruturados para aplicagbes nas diversas areas biomeédicas,
ndo somente como carreadores de farmacos, mas também como biossensores,
biomarcadores e imagens moleculares (SAHOO e col., 2003; EMERICH e THANOS,
2006). Nas areas farmacéuticas de liberagdo de farmacos, os principais objetivos
dos estudos com carreadores concentram-se em aumentar o controle da liberacao, a
especificidade e a seletividade ao local de agao do farmaco, bem como a diminuigao
da dose e de seus efeitos colaterais (BARRAT e col., 2000; COUVREUR e col.,
2002).

Os sistemas carreadores nanoestruturados apresentam dimensdes situadas
entre 10 e 1000 nm e diferem entre si de acordo com a composi¢cao qualitativa e
organizagdo em nivel molecular (COUVREUR e col., 2002). As Nanocapsulas s&o
carreadores de farmacos formados por um involucro polimérico disposto ao redor de
um nucleo lipofilico, podendo o farmaco estar disperso ou dissolvido no nucleo
lipofilico e/ou adsorvido a parede polimérica (Figura 1). As nanoesferas, por sua vez,
nao possuem 6leo em sua composicdo, estando o farmaco retido e/ou adsorvido a
matriz polimérica (Figura 1), ja as nanoemulsdes, sdo emulsdes submicrométricas,
nas quais uma dispersao liquido-liquido é estabilizada por agregados de tensoativo
(GUTERRES e col., 2007).
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Revisdo de literatura

encapsulado dissolvido ou disperso adsorvido

Figura 1. Modelos de mecanismo de encapsulagéo: farmaco encapsulado em, dissolvido ou disperso
dentro, e adsorvido as: a) nanocapsulas e b) nanoesferas. (GUTERRES e col., 2007)

As vantagens dos sistemas nanoestruturados, por terem um reduzido
tamanho, permitem a distribuicdo diferenciada do farmaco, aumentando suas
concentragdes no local de agédo. As vantagens também estdo relacionadas a uma
maior biodisponibilidade oral e a possibilidade de serem administrados pela via
parenteral (LAVELLE e col., 1995; SAHOO e col., 2003), prevenindo a degradagao
gastrintestinal dos farmacos.

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas a partir de inumeros
métodos desenvolvidos nos ultimos 30 anos (SOPPIMATH e col., 2001; FATTAL e
VAUTHIER, 2002; PINTO REIS e col., 2006). De uma forma geral, esses métodos
podem ser classificados em duas categorias principais, levando-se em consideragao
se a formacdo das nanoparticulas requer uma reacdo de polimerizagao
(polimerizagdo in situ) ou se estas sdo formadas diretamente utilizando-se um
polimero pré-formado (COUVREUR e col.,, 1995; COUVREUR e col., 2002;
SCHAFFAZICK e col., 2003; SOPPIMATH e col., 2001; PINTO REIS e col., 2006).
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Revisédo de literatura

Polimerizacao Polimero pré-formado

in situ
Polimerizagao Polimerizagdo Emulsificac&o- Nanoprecipitacdo/
emulséao interfacial difuséo deposicao

Nanoesferas Nanocapsulas Nanoesferas/Nanocépsulas Nanoesferas/Nanocéapsulas

Figura 2. Representacdo esquematica dos principais métodos de preparagdo de nanoparticulas
poliméricas.

A Figura 2 apresenta resumidamente os principais métodos de preparagao de
nanoparticulas utilizados (COUVREUR e col., 1995; COUVREUR e col., 2002;
SCHAFFAZICK e col., 2003; SOPPIMATH e col., 2001; MOINARD-CHECOT e col.,
2006; QUINTANAR-GUERRERO e col., 1998; FATTAL e VAUTHIER, 2002).
Independente do método de preparagao os produtos sdo obtidos como suspensdes
coloidais aquosas (FATTAL e VAUTHIER, 2002; SCHAFFAZICK e col., 2003).
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Tabela 1. Quantidades unificadas dos componentes utilizados para a preparagcdo de nanocapsulas poliméricas.

. . < . ; Diferentes a
Método Polimero Oleo Tensoativo d (g.cm?®) Solvente Referéncia
estruturas
N&o observadas, 20 mL Acetato de
- = Mygliol 812, PVA 26000 provavelmente NE em : QUINTANAR-GUERRERO e
Emulsificacdo- PLA, ol . | o / de NC de bai Etila | (1998
difusso 0,1-3% (miv) eo Mineral 5% (m/v) ND eN e baixa col., (1998)
' 2,5% (viv) 40mL concentragdo de PLA
Polimerizagao . 1,63 NS .
: - IBCA e IHCA Miglyol 829 Poloxamer 188, 238, 407 ) Auséncia de NS em Etanol
interfacial 0,5 % (v/v) 1,5 % (v/v) 0,25% (m/v) 10 mL 1’01?\13’033 preparacao de NC. (2 mL) CHOUINARD e col., (1994)
Polimerizagao . .
: - IBCA Mygliol 812 Poloxamer 188 Ausencia de NS em
interfacial 0,2-0,6% (V/v) 20 (VIv) 0,25 % (m/v) 50 mL ND preparacio de NC 25 mL Etanol ROLLOT e col., 1986
Poloxamer 188 NC entre
PLA Miglyol 810, 812, 0-0,75% (m/v) 1015 e 1.052
9, 16, 42, 91, 109, 829, 840, Oleato Span 80 ' ; .
: < NS 1,102 e Lipossomas
. 251 kDa de Etila, Oleo de 0,5% (v/v) ) o
Deposicéo Soia. 6leo 20 mL 1,119 (devido a lecitina) Acetona
interfacial 12, Lipossomas NS MOSQUEIRA e col., (2000)
0,6% (m/v) mineral, | e entre 1.018 e NE (2+8 mL)
dodecanol Epikuron (170 e 200), fosfatidilco-lina de 1 Oé5
soja, fosfolipon 90, dimiristoil- NE ménor ue
2,5% (Mm/v) fosfatidilcolina Yo |
0-0,75% (m/v) 10 mL ’
Polimerizacéo .
. - IBCA Miglyol 812 Poloxamer 188
interfacial 0,5 % (VIv) 4% (VIV) 0,25% (m/v) 50 mL ND NS Etanol (25 mL) COURNARIE e col., (2004)
Polimerizacéo . . Etanol
. - IBCA e IHCA Miglyol 810, 829 Poloxamer 407 Ausencia de NS em
interfacial 0,5 a 2,0% (V/v) 0.5 a 8% (V/v) 0,031 a 0,5% (m/v) 10 mL 1,01 preparacéo de NC. 5ml) CHOUINARD e col., (1991)
Span 60
b s 0,14-0,43% (m/v) 133,5 mL
eposicao ) .
- . PCL Miglyol 810 | Diferentes
interfacial 0,19-0,56% (M/v) 0,6-1,8% (VIV) ND nanoestruturas Acetona (133,5mL) RAFFIN e col., (2003)
Tween 80
0,07-0,21% (m/v) 266,5mL
Deposicio PLA Benzoato de Fosfolipideos 1% (m/v) 25 mL Lipossomas
im‘;rfagial 0,25% (mAv) benzila | e ND p Acetona (25mL) AMMOURY e col., (1993)
070 2% (VIV) Poloxamer 188 1% (m/v) 50 mL
Polimerizagao IBCA Miglyol 812 0,5- Poloxamer 188
interfacial 0,1-1% (V/v) 3% (Vv) 0,25% (m/v) 25 mL ND Nanoesferas Etanol (10 mL) VALERO e col., (1996)
Polimerizacao Poli(acrilato de . .
. Hexadecanol Dodecil sulfato de sodio .
em butila) 0,1 - 2 % (m/v) 40 mL ND micelas Metanol (7mL) VAN ZYL e col., 2004

miniemulsao

3-7% (viv)
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Dentre estas técnicas de preparacdo de nanoparticulas poliméricas destaca-se a
técnica de deposigao interfacial de polimero pré-formado seguida da evaporagao do
solvente proposta por FESSI e colaboradores (1988), considerado um método
simples, baseado na precipitagcao de polimeros, evitando a presenca de mondmeros
residuais na formulacdo obtida. Os principios gerais da preparacdo de
nanoparticulas por nanoprecipitacdo sao baseados na indugdo de uma separagao
de fases pela adicdo da solugcdo de polimero em um nao solvente para o0 mesmo
(FESSI e col.,, 1986). Para a formacédo da dispersao coloidal das particulas de
polimero e a inducdo da separagao de fases é utilizado um sistema solvente/nao-
solvente totalmente misciveis. Desta forma, as particulas formam-se
espontaneamente e praticamente instantaneamente. Este método é conhecido como
nanoprecipitacao para a obtencdo de nanoesferas e como deposigao interfacial para
a preparagdao de nanocapsulas. No processo, o polimero, o farmaco e
opcionalmente um tensoativo lipofilico (por ex., fosfolipideos) sao dissolvidos em um
solvente semi-polar soluvel em agua, como acetona ou etanol. Esta solugdo é
vertida ou injetada em uma solugdo aquosa contendo um tensoativo (PVA,
poloxamers ou polissorbatos, entre outros) sob agitacgdo magnética. As
nanoparticulas sao formadas instantaneamente pela rapida difusdo do solvente, o
qual é entdo eliminado da suspensdo sob pressdao reduzida. O mecanismo de
formacéo das nanoparticulas por esta técnica é ainda pouco compreendido, teorias
tém sido propostas mas a mais elaborada até o momento seria a baseada no
processo classico de crescimento e nucleacdo (VITALE e KATZ, 2003;
GANACHAUD e KATZ, 2005). Para a formagcdo de nanocapsulas (FESSI e col.,
1989), a solugédo de polimero é vertida na fase aquosa, o Oleo (mistura de
triacilglicerois de cadeia média) esta disperso em finas goticulas na mistura solvente
nao solvente e o polimero deposita-se ao redor da goticula formada. As
nanocapsulas podem ser de grande utilidade para o encapsulamento de farmacos
lipossoluveis (SCHAFFAZICK e col., 2003). Neste caso, os farmacos encontram-se
geralmente dissolvidos na fase interna oleosa ou adsorvidos ao polimero
(COUVREUR e col., 2002). Estes métodos tém sido aplicados a varios polimeros
como PLA (NEMATI e col, 1996), PLGA (BARICHELLO e col., 1999), PCL
(MOLPECERES e col., 1996), poli(metacrilato de metila) (PMMA) (JAGER e col.,
2007) dentre outros. Exemplos de farmacos empregados sdao a indometacina
(AMMOURY e col., 1990; Cruz e col., 2006b), ciclosporina A (MOLPECERES e col.,
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1996), vancomicina (BARICHELLO e col., 1999), doxorubicina (NEMATI e col.,
1996), taxol (FESSI e col., 1989), dentre outros.

A evolucido dos métodos de preparagcao sdo marcados pela necessidade da
utilizacao de solventes menos toxicos, pela simplificagcdo das etapas de preparacao
para permitir o escalonamento e a otimizagdo dos parametros experimentais para
melhorar o rendimento e a eficiéncia de encapsulamento (FATTAL e VAUTHIER,
2002; PINTO REIS € col., 2006).

3.1.2 Caracteristicas das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

De um modo geral as nanoparticulas obtidas através dos diferentes métodos,
apoés a preparagao, apresentam uma distribuicado de tamanho de particulas unimodal
com um baixo indice de polidispersdao (CHOUINARD e col., 1994; SOPPIMATH e
col., 2001; SCHAFFAZICK e col., 2003; MOINARD-CHECOT e col., 2006; POLETTO
e col., 2008). As nanoparticulas sdo obtidas como suspensdes coloidais aquosas
com faixas de distribuicio de tamanho estreitas. Dificuldades podem ser
encontradas para a caracterizagao fisico-quimica destas particulas devido a sua
natureza coloidal (COUVREUR e col.,, 2002; SCHAFFAZICK e col., 2003). A
caracterizagado das suspensdes engloba a avaliagdo morfologica, a distribuicdo do
tamanho de particula, a distribuicdo de massa molar do polimero, a determinacao do
potencial zeta e do pH, a determinacdo do teor e taxa de encapsulamento do
farmaco, a cinética de liberacdo do farmaco, a avaliagcao da estabilidade em funcao
do tempo e, ainda, a avaliagao do tipo de sistema nanoparticulado (MAGENHEIM e
BENITA, 1991; CHOUINARD e col., 1991; AMMOURY e col., 1993; LOSA e col
1993; MOSQUEIRA e col., 2000; SOPPIMATH e col., 2001; SCHAFFAZICK e col.,
2003). A tabela 1 lista a quantidade unificada dos componentes utilizados para a
preparacdo de nanocapsulas poliméricas e as diferentes estruturas observadas na

preparacao das suspensodes descritas anteriormente.

ROLLOT e colaboradores (1986) prepararam nanocapsulas pelo método de

polimerizagdo interfacial utilizando diferentes quantidades do mondmero
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cianoacrilato de iso-butila (50, 75, 100, 125 ou 150 uL), Miglyol 812 (0,5 mL), como
nucleo oleoso, e uma solugdo de poloxamer 188 (0,25% p/p). Os autores
observaram uma redugdo significativa no tamanho médio de particulas e na
polidispersdao com o aumento da concentracdo do mondmero. Estas observacdes
demonstraram que a adicdo do mondémero na emulsdo 6leo em agua, reduz a
energia interfacial livre do sistema, provavelmente pela existéncia de um filme
polimérico na interface. Isto € consistente com a hipétese de uma estrutura capsular
formada de um envelope polimérico circundando o nucleo oleoso. Os autores
realizaram ultracentrifugacéo (78.600 x g) para determinar a presenca simultédnea de
nanocapsulas e de nanoesferas nas suspensdes. Uma vez que as nanocapsulas
contém nucleo oleoso, sua densidade deveria ser préxima da do 6leo utilizado no
experimento (0,94 g.mL"). Por outro lado, as nanoesferas, sendo matriciais,
deveriam apresentar densidade proxima ao do polimero (1.01 g.mL™"). Apods
ultracentrifugacao (78.600 x g) por 2 h foi possivel distinguir o comportamento de
nanocapsulas e de nanoesferas. Enquanto as nanoesferas formaram um deposito
no fundo do tubo, as nanocapsulas permaneceram na superficie do tubo,
similarmente a emulsdo pura. Pela inexisténcia de deposito no fundo do tubo de
ultracentrifugacdo das nanocapsulas, os autores constataram a auséncia de

nanoesferas na formulagao.

CHOUINARD e colaboradores (1991) prepararam nanocapsulas pelo método
de polimerizacao interfacial utilizando como mondmeros cianoacrilato de iso-butila e
cianoacrilato de iso-hexila. Os autores ndo observaram a variagao do tamanho das
nanocapsulas com o aumento da concentragdo do tensoativo utilizado (poloxamer
407), e o que influenciou diretamente no tamanho das goticulas formadas foi a
concentracdo de dleo utilizada (Miglyol® 810 e 829) e em menor extensdo a
concentracdo do monémero e do inibidor da polimerizagao (diéxido de enxofre). O
tamanho das nanocapsulas foi idéntico ao tamanho das goticulas da emuls&o
preparada sem o polimero. Como n&o houve alteragao do volume utilizado das fases
aquosa e organica, os autores inferiram que o numero de nanocapsulas por unidade
de volume é constante. Utilizando ultracentrifugacéo (565.000 x g) por 2 h, foi
observado que o aumento da concentracdo do mondmero levou ao aumento da
densidade das nanocapsulas. Os resultados confirmaram que a quantidade de

polimero por nanocapsulas esta diretamente relacionada a concentragcdo de
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mondmero na fase organica. Além disso, a auséncia de qualquer sobrenadante ou
sedimento no gradiente de densidade indicou que somente nanocapsulas foram
formadas. Com isso, os autores inferiram que as nanocapsulas preparadas com o
aumento da concentracdo do monémero tiveram uma maior ou menor espessura da
parede polimérica circundante. Mais recentemente, WOHLGEMUTH e colaboradores
(2000) verificaram um significativo aumento do didmetro das nanocapsulas
preparadas a partir de cianoacrilato de n-butila e Miglyol decorrente do aumento da

concentracao do 6leo e da diminui¢gao da concentracido do mondmero.

AMMOURY e colaboradores (1993) obtiveram nanocapsulas de PLA como
polimero, fosfolipideos como tensoativo e benzoato de benzila como nucleo oleoso
pelo método de deposicao interfacial, e observaram a presenca clara de lipossomas
misturados nas suspensdes de nanocapsulas por microscopia eletrbnica de
transmissao (TEM). A estabilidade maxima da suspensao foi observada quando
fosfolipideos e poloxamer 188 foram utilizados, em combinagdao, com tensoativos.
Quando somente um dos tensoativos foi utilizado, as nanocapsulas apresentaram
sedimentacdo de material em fungdo do tempo, formando um aglomerado de dificil
redispersdo. Entretanto, em um trabalho realizado por Weiss e colaboradores
(2000), foi demonstrado que o benzoato de benzila ndo é apropriado para formular
nanocapsulas de PCL ou PLA, pois através de testes de inchamento/dissolugao de
filmes destes polimeros foi comprovado que o benzoato de benzila é capaz de

dissolver ambos os polimeros.

LOSA e colaboradores (1993) avaliaram a influéncia de alguns parametros,
dentre eles, diferentes dleos na preparacdo de nanocapsulas contendo metipranolol
obtidas tanto por polimerizacéo interfacial usando cianoacrilato de iso-butila quanto
por deposicdo interfacial a partir de poli(e-caprolactona). Duas variaveis
independentes foram analisadas, o tipo de 6leo e o volume da fase oleosa. Os 6leos
utilizados foram o Labrafil® 1944 CS e o Miglyol® 840, ambos na razio de 1/20 ou
1/40 O6leo/agua. Os autores constataram que o tamanho de particulas foi
significativamente afetado pelo tipo e n&o pela quantidade de 6leo utilizado, inferindo
que com o aumento do volume de 6leo, mais nanocapsulas seriam formadas. O dleo
mais hidrofilico (Labrafil® 1944 CS) estaria disperso em maior extensdo e

consequentemente menores particulas foram formadas. Também constataram que a

18



presenga do polimero reduz o tamanho das nanocapsulas em relagdo a emulsao
previamente formada. Adicionalmente, verificaram que o tipo e a quantidade de dleo
utilizado afetaram a eficiéncia de encapsulamento do metipranolol, estando
relacionada com a solubilidade do farmaco no 6leo, tendo sido maior para o Labrafil®
1944 CS.

CHOUINARD e colaboradores (1994), utilizando gradiente de centrifugagéao,
mostraram que nanocapsulas de Miglyol® 829, preparadas por polimerizagcao
interfacial de cianoacrilatos de alquila estabilizadas com poloxamer 188, 238 ou 407,
tém densidade intermediaria entre as nanoesferas desse polimero e a emulsao do
O0leo. Os autores determinaram que somente nanocapsulas foram obtidas. No
entanto, descreveram uma etapa de purificagdo empregando dupla centrifugacéo
antes do ensaio com o gradiente de densidade, o que pode ter eliminado outras
estruturas presentes. O potencial de superficie das nanocapsulas e das nanoesferas
foi relacionado a massa molar do polimero: potenciais maiores de -42 mV foram
obtidos para nanocapsulas preparadas com polimero de massa molar igual a 1.000
g.mol'1 comparados com valores de -10 mV, obtidos para a emulsdo, e para as

nanocapsulas preparadas com polimero de alta massa molar (100.000 g.mol™).

CALVO e colaboradores (1996) observaram os efeitos da composi¢cao de
diferentes sistemas coloidais (nanocapsulas, nanoesferas e nanoemulséo) sobre os
valores de potencial zeta. Foi verificado que a presenca da fase oleosa (Miglyol®
840) nas nanocapsulas e na nanoemulsao, conferiu um potencial mais negativo em
relagdo a auséncia da mesma, como no caso das nanoesferas. Apos 6 meses de
armazenamento a temperatura ambiente, as nanocapsulas e as nanoesferas
permaneceram visualmente sem alteragcbes. Nenhum sinal de coalescéncia,
cremagem ou sedimentacdo foram observados. No entanto, para a nanoemulséo,
apos 6 meses foi observada cremagem, mas facilmente redispersavel com agitagao.
O pH de todas as suspensdes diminuiu durante o armazenamento. Este declinio foi
devido a degradacdo do polimero que produziu acido hidroxicaproico livre na

suspensao, confirmado por cromatografia por exclusdo de tamanhos.

Com o objetivo de avaliar as propriedades fisicas e quimicas de nanocapsulas
contendo triamcinolona, obtidas por polimerizacdo interfacial, VALERO e

colaboradores (1996) prepararam formulagdes utilizando diferentes concentragdes
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de cianoacrilato de iso-butila (10 a 100 pL/10mL), farmaco (0,1 a 2,4 mg/mL),
Miglyol® 812 (0,5 a 3%) e, como tensoativo, poloxamer (0,25 %). Os resultados
mostraram que o aumento no percentual de Miglyol® conduziu ao aumento no
tamanho de particulas. Também, um aumento no tamanho de particulas foi
observado quando maiores concentracoes de mondmero foram empregadas (50
pML/10mL). Também pode ser observado que para diferentes concentragbes de
Miglyol® variagdes na concentragdo do mondmero resultavam em diferentes
diametros de nanocapsulas. Tal fato poderia ser explicado pela existéncia de dois
tipos de particulas com densidades diferentes no sistema coloidal preparado. Por
ultracentrifugacao (40.000 rpm), foi observada a existéncia de nanoesferas (= 85 nm)
nas suspensdes de nanocapsulas (= 170 nm). O resultado mostrou que a populagao
secundaria de nanoesferas na suspensdo de nanocapsulas poderia conduzir a

diminui¢cao do tamanho médio da suspenséo coloidal final.

A influéncia do tipo e da massa molar do polimero sobre o tamanho de
particula e a eficiéncia de encapsulamento foi observada por MARCHAIS e
colaboradores (1998) a partir de nanocapsulas de PCL, PLA e PLGA contendo
fenilbutazona. Analises de distribuicido de tamanho de particula e eficiéncia de
encapsulamento mostraram que a massa molar e o tipo de polimero sao os
principais fatores que afetam estas propriedades. Foram analisadas nanocapsulas
de PLA (150.000 g.mol”), nanocapsulas de PLGA 75:25 (75-120.000 g.mol™),
nanocapsulas de PLGA 65:35 (40-75.000 g.mol™") e nanocapsulas de PCL (64.000
g.mol™). Nanocapsulas preparadas com PLA e com seus copolimeros (PLGA)
demonstraram menores tamanhos de particula em relacdo a nanocapsulas
preparadas com PCL. Ainda, o menor tamanho de particula foi obtido independente
do polimero utilizado, mas dependente do aumento da massa molar do polimero.
Para todos os poliésteres utilizados, um aumento da concentragdo do polimero nao
afetou o tamanho de particula. Em relacdo a eficiéncia de encapsulamento, as
nanocapsulas de PLA e as de copolimeros de PLGA mostraram valores préximos a
100%. A eficiéncia de encapsulamento para a fenilbutazona em nanocapsulas de
PCL também foi elevada. No entanto, para quantidades de PCL acima de 80mg, a
eficiéncia de encapsulamento foi significativamente menor em comparagao aos trés
outros polimeros, PLA, PLGA 75:25 e PLGA 65:35. De forma geral, o PLA foi o

20



polimero que forneceu maiores eficiéncias de encapsulamento e resultados

reprodutiveis.

Pelo método de emulsificagado-difusdo, QUINTANAR-GUERRERO e
colaboradores (1998) prepararam uma série de formulagdes de nanocapsulas de
poli(lactideo) (20, 30, 50, 80, 100, 125, 150, 200, 400 e 600 mg), utilizando
quantidades fixas de Miglyol® 812 (0,5 mL) e de poli(alcool vinilico) (PVA) (5%).
Todas as suspensdes foram submicrométricas sem aparecimento de precipitado de
polimero ou de goticulas de 6leo macroscépicos. A maioria foi estavel por no minimo
um més, com excegao da suspensao preparada com 600 mg de PLA. Apés
ultracentrifugagao (45.000 x g, 30 min) em gradiente de densidade de Percoll®, ndo
foram observados sedimentos nas suspensodes preparadas com 20, 30 e 50 mg de
PLA, revelando a associagdo do polimero com o 6leo. No entanto, os autores
acreditam que, devido a densidade das nanocapsulas ser muito proxima a da
nanoemulsao, esta também possa ter se formado simultaneamente nas formulacdes
com baixa concentragédo de polimero. Quando a quantidade de PLA (125, 150, 200,
400 e 600 mg) foi suficiente para formar nanocapsulas de maior densidade, foi
determinado um sedimento sem cremagem ou turbidez no sobrenadante de
densidade intermediaria entre as densidades de nanoesferas e de nanoemulséo,
indicando que nanocapsulas com nucleo oleoso foram formadas. A densidade da
nanocapsulas e a espessura da banda aumentaram com o aumento da razao
polimero/dleo, com isso os autores inferiram que é possivel controlar a espessura da

parede polimérica das nanocapsulas obtidas pelo método de emulsficagao-difuséo.

MOSQUEIRA e colaboradores (2000) avaliaram a influéncia da composigao
de nanocapsulas de PLA nas suas caracteristicas fisico-quimicas e estruturais. Para
avaliar a influéncia da natureza da fase oleosa, formulagdes de nanocapsulas foram
preparadas com os seguintes 6leos: Miglyol® 810, Miglyol® 812, Miglyol® 829,
Miglyol® 840, oleato de etila, éleo de soja, 6leo mineral e dodecano. Os valores de
potencial zeta (-55 + 6 mV) ndo mudaram significativamente em fun¢do da natureza
do nucleo oleoso. Foi observado um aumento no tamanho das nanocapsulas com o
aumento da fracdo de Oleo na fase organica. O aumento na razdo o6leo/lecitina
conduziu ao aumento no tamanho das nanocapsulas. Para os autores o fator

determinante para o tamanho das nanocapsulas é a tensado interfacial do 6leo
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utiizado. Quanto menor a tensdo interfacial do 6leo, menor o tamanho das
nanocapsulas formadas. A influencia da concentragdo e do tipo dos tensoativos
Epikuron® 170, Epikuron® 200, fosfatidilcolina de soja, poloxamer 188, fosfolipon®
90, dimiristoil-fosfatidilcolina e span® 80, também foi avaliada. Foi observada uma
diminuicdo do tamanho das nanocapsulas quando uma concentragao de até 30
mg/mL de Epikuron® 170 foi utilizada. Foi observado que uma quantidade de Lecitina
de 0,3% € necessaria para a obtencdo de nanocapsulas estaveis com diametro ao
redor de 180 nm e com uma concentracao de oleo de 2,5%. Nanocapsulas estaveis
foram também obtidas sem a utilizacdo de poloxamer e com 0,75% de Epikuron®. Os
autores inferiram que um aumento na concentragao de lecitina aumenta o potencial
de superficie até que se alcance um platd, provavelmente quando as goticulas de
O0leo das nanocapsulas ja estdo cobertas pela lecitina, ao redor de 0,4%.
Adicionalmente, determinaram que o poloxamer tende a reduzir o potencial de
superficie até uma concentracao de 0,35%, na auséncia de lecitina. Concentragdes
de poloxamer acima de 0,35% ocasionariam pouca variagcdo no potencial de
superficie. O poloxamer teve pouco efeito no potencial de superficie das
nanocapsulas na presenca de lecitina, o que confirmou a hipotese de que os
componentes da lecitina sao responsaveis pelo potencial de superficie das
nanocapsulas, preparadas utilizando estes componentes. Por fim, nesse estudo foi
realizada a ultracentrifugacdo (20.800 x g) por 90 min das nanocapsulas em um
gradiente de densidade de Percoll® com o objetivo de confirmar sua formacgao,
baseado nas diferengas de densidade dos sistemas formados. Os resultados
mostraram que lipossomas foram obtidos concomitantemente com nanocapsulas e
nanoemulsdo, quando lecitina foi utilizada como tensoativo, e que nanoesferas
foram obtidas nas suspensdes de nanocapsulas. A influéncia da massa molar do
polimero nos valores de potencial zeta foi também avaliada (MOSQUEIRA e col.,
2000). Utilizaram-se dois tipos de formulagbes preparadas com e sem lecitina. Na
auséncia de lecitina, os grupos carboxila terminais das cadeias de PLA contribuiram
para valores de potencial zeta menores quanto menor a massa molar do polimero
(PLAgkpa, -27 mV; PLAgikpa, -17 mV; PLAs1kpa, -7 mV), devido ao numero de
grupamentos terminais do polimero. Por outro lado, os resultados indicaram que a
massa molar do polimero exerceu pouca influéncia nos valores de potencial zeta de
nanocapsulas preparados com lecitina (PLAgkpa, -40 mV; PLAgikpa, -39 mV,

PLA2s1kpa, -38 mV). Estes resultados levaram os autores a concluir que

22



provavelmente o polimero esta encoberto por lecitina (fosfatidilcolina com 1-2% de
acido fosfatidico) e que seus grupos negativamente carregados determinam o

potencial de superficie da nanocapsulas.

RAFFIN e colaboradores (2003) planejaram uma matriz 2% para preparar
nanocapsulas pelo método de deposicao interfacial partindo de 500 mg de polimero
(PCL), 383 mg de nonoestearato de sorbitano, 1,65 mL de 6leo (Miglyol® 810) e 383
mg de polissorbato 80. Foram preparadas suspensdes contendo 50% e 150% das
quantidades de polimero, tensoativos e 6leo, mantendo-se constantes a acetona,
indometacina e a agua. No estudo foram observados grumos nas paredes do frasco
de acondicionamento para as suspensdes que apresentaram a menor concentragao
dos tensoativos concomitantemente com a maior concentragcéo do polimero e/ou de
Oleo. Pela analise do ponto de fusdo destes grumos foi determinado que esses
correspondiam ao polimero (PCL). A suspensdo na qual as concentragbes de
polimero, 6leo e tensoativos foram as menores, apresentaram-se estaveis e sem a
presenca de grumos. As analises por microscopia eletrénica de varredura (MEV),
indicaram a possibilidade de mistura de particulas nas suspensdes preparadas apos
a secagem com SiO,. Diferentes tamanhos de nanoestruturas na superficie do SiO,
foram observadas para o po preparado a partir das nanocapsulas, que nao foram
observadas pela técnica de espectroscopia de correlagdo de fétons (PCS). Foi
preparada, entdo, uma mistura de nanocapsulas e de nanoesferas (1:1 v/v), que
apresentou tamanho de particulas de 210 nm por PCS e por MEV mostrou dois
tamanhos de nanoestruturas distintos na superficie das particulas do pé,

confirmando a mistura de nanoestruturas.

A presenca de outras nanoestruturas em suspensdes de nanocapsulas nao
evidenciadas por PCS, mas que estavam presentes nas formulacdes, foi também
evidenciado por YEGIN e LAMPRECHT (2006). Os autores determinaram o tamanho
de nanocapsulas lipidicas por dois métodos de determinacéao diferentes, por PCS e
por cromatografia hidrodinamica (HDC) e observaram que para amostras diluidas
100 vezes o didametro de particula nos dois métodos era semelhante (26,6 £ 3,3 nm
por PCS e 225 + 3,1 nm por HDC). No entanto, quando a suspensdo de
nanocapsulas foi determinada sem nenhuma diluigdo por HDC, um pico além do ja
observado anteriormente e com um tamanho de particula menor (= 10 nm) foi

observado. Baseado em determinagdes anteriores os autores inferiram que este pico
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representa diametro similar a micelas e com isso sugeriram a presenga de micelas

nesta preparagao de nanocapsulas lipidicas.

COURNARIE e colaboradores (2004) prepararam nanocapsulas pelo método
de polimerizagao interfacial de cianoacrilato de iso-butila. Os autores avaliaram a
influencia da fase organica sob dois paradmetros, a ordem de introdugdo dos
componentes e a velocidade de agitacdo. A ordem de adigdo do mondémero ou do
Miglyol® n&o alterou o diametro nem a recuperagdo do farmaco, insulina (100%),
quando este foi adicionado por ultimo a fase organica. No entanto, quando a insulina
foi adicionada antes do monémero, as nanocapsulas foram menores e a eficiéncia
de encapsulamento ndo pode ser determinada. O tamanho das nanocapsulas
formadas foi influenciado pela velocidade de agitagdo da fase orgénica, sendo
menor quando a velocidade de agitagcdo da fase organica foi intermediaria. O
trabalho também avaliou a influencia da velocidade de injecdo da fase orgéanica na
aquosa. Os resultados demonstraram que enquanto mais rapido o fluxo de injecao,
menor as nanocapsulas e mais estreita sua distribuicdo. No entanto, a velocidade de
injecdo nao alterou a eficiéncia de encapsulamento (= 58%). A influencia do método
de adigao da fase organica sob a aquosa (vertida ou injetada com uma céanula de
silicone) também foi determinada. Os resultados mostraram que a presenga de uma
interface ar/agua, quando a fase organica é vertida sobre a aquosa, promove a
formagédo de agregados, o que ndo é observado quando a fase orgénica € injetada
sobre a fase aquosa, utilizando-se um cateter de silicone evitando a presenca da
interface agua/ar. Os autores ainda inferiram que uma pequena quantidade de
nanoesferas € sempre formada em preparacdo de nanocapsulas. A observacao
baseou-se na presenga de um pellet apds a ultracentrifugagdo. A formagédo das
nanoesferas pode ser devido a algum processo de fragmentagao do filme polimérico
interfacial, o qual ndo contem goticulas de 6leo (GALLARDO e col., 1993), ou devido
ao nucleo de polimerizag&o ja estar formado no solvente organico (PUGLISI e col.,
1995).

A influencia da variagdo da concentragdo de dodecil sulfato de soédio
(tensoativo) no tamanho de particulas e na estabilidade de nanocapsulas,
preparadas por polimerizagcdo em miniemulsdo, foi determinado por VAN ZYL e
colaboradores (2004). Os autores demonstraram que o tamanho de particulas pode

diminuir com o aumento na concentracdo do tensoativo (0,1 a 2%) até uma
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concentragcao critica, onde o aumento na concentragdo do tensoativo poderia nao
necessariamente levar a redugdo no tamanho de particulas, mas a presenca de

micelas livres desse na suspensao.

Nanocapsulas de PCL e triglicerideo dos acidos caprico e caprilico foram
preparadas por deposig¢ao interfacial utilizando concentragdes decrescentes do
polimero (10,0; 8,0; 6,0; 4,0 e 2,0 mg/mL) (CRUZ e col., 2006b; POLETTO e col.,
2008). Os autores nao observaram diferengas entre os diametros e a polidisperséo
das nanocapsulas que se mantiveram entre 232 e 261 nm e menor que 0,24,
respectivamente. Também nao observaram mudancgas significativas no pH e no teor
do éster etilico de indometacina encapsulado. Por microscopia eletrbnica de
transmissao foi possivel observar que a presenca do polimero diminuiu a tendéncia
a coalescencia, observado para nanoemulsao preparada sem PCL por emulsificagao
espontanea (CRUZ e col.,, 2006b ). O numero de particulas foi determinado
(POLETTO e col., 2008) com o objetivo de avaliar se 0 aumento da concentracéo do
polimero levaria a um maior numero de nanocapsulas na suspensao ou ao aumento
da espessura da parede polimérica. Os resultados demonstraram que o numero de
particulas foi similar para todas as suspensdes e que a liberagao de farmaco foi mais
lenta quanto maior a concentracdo de polimero, demonstrando que quanto maior

essa concentragcdo mais espessa € a parede das nanocapsulas.

3.2 Liberacado de farmacos a partir de nanocapsulas

A liberacao de farmacos a partir de sistemas nanoparticulados poliméricos &
dependente da dessorgcdo do farmaco da superficie das nanoparticulas, da difusdo
do farmaco através da matriz das nanoesferas, da difusdo através da parede
polimérica das nanocapsulas, da erosdao da matriz polimérica ou da combinagao
dos processos de erosdo e difusdao (SOPPIMATH e col.,, 2001). No caso de
nanocapsulas, o farmaco, teoricamente dissolvido no nucleo oleoso, seria liberado
desta estrutura vesicular mediante a sua difusdo através da parede polimérica
descrevendo uma cinética de ordem zero (SOPPIMATH e col., 2001;
SCHAFFAZICK e col., 2003).
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A rapida liberacao de diferentes farmacos a partir de nanocapsulas tem sido
previamente relatada por diferentes autores (LOSA e col., 1993; MARCHAIS e col.,
1998; CALVO e col., 1996). FRESTA e colaboradores (1996) observaram que os
perfis de liberacdo de trés farmacos anticonvulsivantes, carbamazepina,
etosuximida e fenitoina associadas a nanocapsulas de PECA seguiram cinética de
ordem zero, atribuindo que a liberacdo destes farmacos corresponderia
principalmente a difusdo dos mesmos a partir do nucleo oleoso em diregdo a
parede polimérica. WATNASIRICHAIKUL e colaboradores (2002) também
observaram cinética de ordem zero na liberacdo da insulina a partir de
nanocapsulas de PECA. E segundo FRESTA e colaboradores (1996) e
WATNASIRICHAIKUL e colaboradores (2002), a rapida liberagdo inicial dos
farmacos carbamazepina, etosuximida, fenitoina e insulina poderia ser atribuida a

uma fragdo dos mesmos adsorvida a superficie das nanoparticulas.

FERRANTI e colaboradores (1999) compararam os perfis de liberagcao da
primidona a partir de nanocapsulas de PCL, contendo alcool benzilico como nucleo
oleoso com os perfis de dissolucdo do padrdo de primidona em alcool benzilico,
como controle. As amostras de nanocapsulas foram colocadas em meio gastrico
simulado (pH 1,25) ou em tampao fosfato, pH 7,4. Apdés 8 horas do inicio do
experimento, 100 % da primidona contida na solugdo controle foi liberada. Para o
mesmo tempo, a taxa de primidona liberada a partir das nanocapsulas foi de 76,0 +
1,4 % (pH 7,4) e de 83,0 + 4,5 % (pH 1,25). A quantidade de primidona liberada das
nanocapsulas foi significativamente menor em comparagéo ao controle. Os autores

sugeriram que uma interagao entre o farmaco e o polimero possa ocorrer.

TEIXEIRA e colaboradores (2005) observaram que para a liberacdo de
xantona e 3-metoxixantona, nanocapsulas € nanoemulsdao de PLGA, forneceram
diferentes perfis. Apesar da importante liberagao inicial observada para ambos os
sistemas nos 30 primeiros minutos, para NC e NE contendo 3-metoxixantona, nao
foram observadas diferengas sugerindo, o autor, que pela semelhancga nos perfis, a
camada polimérica nao influenciou o processo de liberagdo, e sim, a particdo do
farmaco entre a fase oleosa e 0 meio aquoso externo, como ja relatado para outros
farmacos (CALVO e col., 1996; MARCHAIS e col., 1998; SANTOS-MAGALHAES e

col., 2000). Por outro lado, para nanocapsulas contendo xantona, uma diferenca
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significativa apdés os 30 primeiros minutos do experimento foi observada em
comparagao a nanoemulsdo. As diferengas nos perfis de liberagdo sugerem que
outro fator além da particdo da xantona entre o nucleo oleoso € 0 meio aquoso
influencia a sua liberagcao a partir das nanocapsulas. Como anteriormente relatado
para outros farmacos (FERRANTI e col., 1999), a diminuicdo da quantidade
liberada a partir de nanocapsulas pode ser atribuida a uma interagcdo entre a
substancia e a parede polimérica das nanocapsulas.

CALVO e colaboradores (1996) obtiveram perfis de liberagdo similares da
indometacina apds a penetracdo através da cérnea a partir de nanoemulsao e
nanocapsulas (utilizando Migliol 840° como fase oleosa). A liberacdo do farmaco foi
afetada pela particdo do farmaco entre o 6leo e o meio aquoso externo. Entretanto,
essas interpretacbes foram criticadas recentemente (CRUZ e col., 2006a) pela
demonstracdo de que perfis de liberacdo similares, entre nanocapsulas e
nanoemulsao, podem demonstrar que o farmaco esta adsorvido as particulas e nao

retido no nucleo oleoso.

LOSA e colaboradores (1993) avaliaram a influéncia de diferentes 6leos na
cinética de liberagao de metipranolol a partir de nanocapsulas de PIBCA e de PCL.
Foram variados, além do tipo de polimero, PCL ou PIBCA, o tipo de 6leo Migliol®
840 ou Labrafil® 1944 e a razéo dos 6leos empregados na formulagao, 1/20 ou 1/40
(O/W). A liberagéo inicial do metipranolol foi constante e similar para todas as
formulagdes, estando relacionada a dissolucdo do farmaco nao encapsulado. Por
outro lado, diferengas foram observadas para a liberagao final do metipranolol. Para
nanocapsulas contendo Migliol® como éleo uma maior taxa de liberacdo final foi
observada e esta relacionada a menor solubilidade do metipranolol neste 6leo,
comparado com Labrafil® 1944, e conseqiientemente, a sua particdo para a fase

aquosa.

Através da técnica de polimerizacdo interfacial, VALERO e
colaboradores (1996) prepararam nanocapsulas de PIBCA contendo Miglyol 812°
como nucleo oleoso. O perfil de liberacdo da triamcinolona a partir da formulacao
preparada foi avaliado pela técnica de difusdo em saco de dialise, em pH 7,4. Os
resultados mostraram um perfil de liberacao bifasico que apresentou uma liberagao

inicial rapida, seguida de uma segunda etapa de liberacdo mais lenta. Com fins
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comparativos, foi avaliado o perfil de liberacdo da triamcinolona a partir da
nanoemulsao correspondente, o qual também apresentou uma curva experimental
bifasica. Entretanto, a liberagcdo do farmaco a partir desta formulagao apresentou-se
significativamente mais lenta. Os valores das constantes de liberagcdo de primeira
ordem calculados foram 0,1221 h para nanoemulsdo e 0,1006 h' para

nanocapsulas.

O perfil de liberagdo do 4-nitroanisol a partir de nanocapsulas de PLA,
contendo hexano como nucleo oleoso, foi avaliado através da técnica de difuséo
em saco de didlise em pH 7,0 (ROMERO-CANO e VINCENT, 2002). As
nanocapsulas foram formuladas por emulsdo multipla onde o PLA (1,50u 2,5g)e o
4-nitroanisol, foram dissolvidos em uma mistura de diclorometano e hexano.
Pequena quantidade de acetona, foi também adicionada para ajudar na
emulsificagdo. Apds, uma solugéo aquosa de PVA a 2% foi adicionada a emulsao e
mantida sob agitacdo por uma hora. Por fim esta solugdo foi adicionada a uma
solugdo contendo PVA 2%. O diclorometano e acetona foram removidos sob
pressao reduzida e, entdo, ocorreu a precipitagdo do polimero ao redor da gota de
hexano. As formulacdes apresentaram um perfil bifasico, sendo a liberacdo do
farmaco explicada pelo mecanismo de difusdo. A liberagdo do 4-nitroanisol seguiu
uma relacao linear com a raiz quadrada do tempo na primeira metade da curva de
liberagdo, demonstrando um bom ajuste dos dados ao modelo de Higuchi. Através
da determinacdo do coeficiente de difusao D, foi observada uma liberagdo mais
rapida do farmaco a partir das nanocapsulas preparadas com menor quantidade de
polimero (1,5 g). Os autores relacionaram esta diferenga com a espessura da
parede das nanocapsulas, considerando que uma maior concentragao de polimero

conduz a formacao de uma parede mais espessa, o que torna a difusao mais lenta.

SANTOS-MAGALHAES e colaboradores (2000) observaram perfis de
liberagao similares para nanocapsulas de PLGA e nanoemulsdo contendo penicilina
G benzatina. A liberagao do farmaco a partir das nanocapsulas foi aproximadamente
duas vezes mais rapida no intervalo de 5-60 min, fornecendo constantes de
liberagdo de primeira ordem de 0,008 min™ para nanoemulsdo e de 0,0017 min™
para nanocapsulas. A totalidade do farmaco foi liberada em 120 e 180 minutos,
respectivamente. A diferenca nos perfis de liberagdo das duas formulacdes foi

atribuida a diferencas na natureza da fase oleosa das nanoestruturas. Na
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preparagao das nanocapsulas foi usado 6leo de girassol e na nanoemulsédo foi
usado Miglyol 812°. Assumindo que o processo cinético é governado pela particdo
Oleo/agua, os autores sugeriram que a diferenga nos valores de forga ibnica e
constante dielétrica dos 6leos poderia explicar as diferencas observadas nos perfis

de liberacéo da penicilina G benzatina a partir das nanocapsulas e da nanoemulsao.

LI e colaboradores (2005) demonstraram que a massa molar do
poli(cianocrilato de butila) (PBCA) preparado por polimerizacéo in situ influenciou a
liberagdo da albumina sérica bovina (BSA) em nanocapsulas. Para nanocapsulas de
PBCA com baixa massa molar (4.000 g.mol™), um perfil bifasico foi observado,
enquanto para nanocapsulas preparadas a partir do polimero de maior massa molar
(10.000 g.mol™"), um perfil sigmoidal foi observado. De acordo com os autores, 0
mecanismo de liberacdo da BSA foi dependente da erosdo da parede polimérica.
Dessa forma, nanocapsulas com uma densa parede polimérica necessitaram de um
maior periodo de tempo para a degradacéo e erosao da parede polimérica. Por isso,
a taxa de liberagdo da BSA foi menor para as nanocapsulas obtidas a partir de
polimero de maior massa molar e com densa parede polimérica, se comparada a
nanocapsulas obtidas com polimero de baixa massa molar e fina parede polimérica.
Paralelamente, LU e colaboradores (1999) demonstraram também que a massa
molar do polimero influenciou a liberagdo da BSA encapsulada em nanocapsulas de
PLLA. Para nanocapsulas preparadas com maior massa molar do polimero (51.000
g.mol'1), a taxa de liberagao foi menor do que para nanocapsulas preparadas a partir

do polimero com menor massa molar (16.000 g.mol™).

MARCHAIS e colaboradores (1998) analisaram a liberagao da fenilbutazona
a partir de nanocapsulas preparadas com PLA, PCL e PLGA 75:25 e PLGA 65:35.
Dados experimentais demonstraram que a quantidade de fenilbutazona liberada
das nanocapsulas € diferente conforme o pH do meio de liberacdo e a razdo de
diluicado (1/5; 1/10; 1/50; 1/100 v/v). Em pH pH 7,4, a diluicdo nao teve efeito para
nenhuma das nanocapsulas analisadas. No entanto, em condigbes mais acidas e
com maior volume de diluicdo (1/50 e 1/100 v/v), a liberagao inicial do farmaco a
partir das nanocapsulas aumentou consideravelmente, com excecado das
nanocapsulas de PCL, cujo farmaco foi liberado em aproximadamente 14% nos

primeiros 10 min em meio gastrico simulado. Para polimeros cristalinos ou semi-
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cristalinos, como a PCL, a agua torna-se inacessivel a fase cristalina e portanto,
pouco hidrolizaveis (ZHANG e col., 2006). A degradacao do PLA e dos copolimeros
PLGA demonstrou ser pH dependente acelerando em condi¢des acidas. Outro fator
importante para a rapida liberacao inicial foi a presenca da enzima pepsina, que
poderia aumentar a solubilidade da fenilbutazona no meio gastrico simulado, visto
que o farmaco liga-se mais de 90% a enzima e € pouco soluvel em agua. Com
base nos resultados, as nanocapsulas de PCL contendo fenilbutazona

demonstraram uma menor liberagao inicial.

Com o objetivo de determinar a forma de associacdo da indometacina a
partir de nanocapsulas preparadas com PCL, POHLMANN e colaboradores (2004)
realizaram experimentos de hidrolise alcalina para a diferenciacdo dos perfis
cinéticos da indometacina e do seu éster etilico. O consumo total da indometacina
associada as nanocapsulas foi de 2 min, enquanto para o éster etilico de
indometacina associado as nanocapsulas foi de 1440 min. O consumo do éster foi
dependente de sua difusdo do interior das nanocapsulas para a interface
particula/agua, enquanto que o consumo da indometacina foi devido a hidrélise

alcalina em solucéo, sendo a adsor¢ao sua forma de associacao.

Para diferenciar os sistemas nanocapsulas, nanoemulsdo e nanoesferas
CRUZ e colaboradores (2006a) avaliaram os perfis cinéticos obtidos através de
hidrélise alcalina da indometacina e de seu éster etilico. Os perfis cinéticos do
consumo da indometacina foram similares para nanocapsulas, nanoemulsdo, e
nanoesferas e sugerem que 0 mecanismo de associagdo da indometacina nas
nanoestruturas é a adsorgao. O melhor ajuste para as nanoestruturas no caso da
indometacina foi 0 modelo monoexponencial, e as constantes cinéticas observadas
foram 1,2880 + 0,0636 min™' (NC), 1,5380 + 0,0128 min™ (NE) e 1,5620 + 0,0874
min™' (NS). Para as nanoestruturas associadas ao éster etilico de indometacina o
melhor ajuste foi o biexponencial, e as constantes cinéticas observadas para a fase
rapida de liberacdo foram 0,1176 + 0,0132 min™ (NC), 0,2528 + 0,0768 min™ (NE) e
0,1581 + 0,0552 min™' (NS) e para a fase de liberacdo sustentada foram 0,0024 +
0,0002 min™ (NC), 0,0047 + 0,0001 min™" (NE) e 0,0079 + 0,0006 min™ (NS). As
concentracdes iniciais do éster etilico de indometacina para a fase rapida de
liberagdo também foram calculados e comprendem valores entre 0,05 mg/mL e

0,16 mg/mL, enquanto os valores para as concentragdes iniciais da fase de
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liberagdo sustentada variaram de 0,84 mg/mL a 0,93 mg/mL. Estes valores
demonstraram que o éster esta disperso de 84% a 93% no interior dos
nanocarreadores. Os tempos de meia-vida para a hidrélise do éster associado aos
nanocarreadores também foram calculados para a fase rapida de liberagao e para a
fase sustentada. A presenca do polimero aumentou a meia-vida da fase rapida e a

presenca do 6leo aumentou a meia-vida da fase de liberagao sustentada.

CRUZ e colaboradores (2006b) determinaram que a concentragdo do
polimero (PCL) influencia o processo de liberagdo do éster etilico da indometacina
encapsulado em nanocapsulas. A hidrélise alcalina do éster etilico de indometacina
foi utilizada para determinar o consumo do éster encapsulado em formulagbées de
nanocarreadores  (nanoemulsdo e nanocapsulas) contendo diferentes
concentragbes de PCL, partindo de 10mg/mL até 0 mg/mL (0, 2, 4, 6, 8 e 10
mg/mL). O aumento na concentragdo do polimero aumentou também o tempo para
o consumo total do éster. A modelagem matematica dos perfis mostrou que o
melhor ajuste dos dados seguiu o0 modelo biexponencial. No geral, as constantes
cinéticas observadas diminuiram conforme a concentracdo do polimero aumentou
(K, variou de 0,2528 + 0,078 min” a 0,1176 + 0,0132 min™ e K,de 0,0047 + 0,0002
min”" a 0,0024 + 0,0002 min'1). O tempo de meia-vida calculado para a fase
sustentada mostrou que a parede polimérica foi importante para retardar a difuséo
do éster a partir do nucleo lipofilico para a interface. O tempo de meia-vida variou
de 147 min a 289 min, quando a concentracao do polimero variou de 0 a 10 mg/mL,
respectivamente. Recentemente, POLETTO e colaboradores 2008 determinaram
que o polimero (PCL), atuando como uma barreira a difusdo do éster etilico de
indometacina, diminui a permeabilidade relativa de 6,20 x 107"® cm?.min™" para 4,52
x 10" cm?min? com o aumento de sua concentragdo (2 a 10 mg.mL™).
Adicionalmente, o coeficiente de difusdo (D) do éster etilico de indometacina foi

maior quanto menor a concentragao de polimero nas nanocapsulas.

Finalmente, o sistema nanoestruturado composto de dleo, polimero e
tensoativos poderia ser desenhado para controlar a liberacdo de farmacos
lipofilicos através da variagdo da viscosidade do nucleo, além do controle ja
relatado decorrente da variagdo da espessura da parede. Uma vez que o

monoestearato de sorbitano € um tensoativo de baixo EHL e se encontra
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majoritariamente no nucleo de nanocapsulas de PCL com triglicerideos dos acidos
caprico e caprilico (MULLER e col., 2001; CRUZ e col., 2006b), a hipotese de
trabalho consiste da verificacdo da influéncia da concentracido de monoestearato de
sorbitano nas nanocapsulas sobre o perfil de liberagdo do éster etilico de

indometacina.
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4 MATERIAIS E METODOS







Materiais e métodos

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

¢ Indometacina (Sigma - St. Louis, EUA);

¢ Poli(epsilon-caprolactona) (PCL) MM = 60 KDa (Aldrich, Franga);

e Monoestearato de sorbitano (Span® 60) (Delaware - Porto Alegre,

Brasil);
e Polissorbato 80 (Tween 80®) (Delaware - Porto Alegre, Brasil);

e Triglicerideo dos acidos caprico e caprilico (Delaware - Porto

Alegre, Brasil);

4.1.2 Aparelhos e equipamentos

e Evaporador rotatério Buchi RE120 (Suiga) - IQ/UFRGS;

e Espectrofotbmetro na regido do UV-Visivel feixe duplo Shimadzu

UV-1601PC, utilizado com cubetas de quartzo de 1 cm de percurso

optico (Japéo) - IQ/UFRGS;

e Placa de agitagdo magnética com 15 pontos Velp (Europa) -

IQ/UFRGS;
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Materiais e métodos

Dispositivo de aquecimento e circulagdo de agua acoplado a

termostato IKA EH4 (Alemanha) - IQ/UFRGS;

As fotomicroscopias eletrébnicas foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletrébnica da UFRGS através de Microscépio
Eletrénico de Transmissao, JEOL JEM 1200 ExlI, operando a 80 KV

(Japéo) - UFRGS;

A desestabilizacdo das suspensdes foi avaliada através de
espalhamento multiplo utilizando o Turbiscan Lab (Formulaction,

Toulouse, France) - IQ/UFRGS;

Estudos de densidade foram realizados em centrifuga modelo
Hitachi CP70 MX, e rotor PS28T. (Japao) - Departamento de

Bioquimica/lUFRGS;

Anadlise do didmetro de particula, polidispersao e potencial zeta,
foram realizados utilizando um Zetasizer® Nanoseries, (Malvern,

Reino Unido) - Faculdade de Farmacia/lUFRGS;

Medidas de pH foram realizadas utilizando-se potencibmetro
Micronal B-474 (Sado Paulo, Brasil) - Faculdade de

Farmacia/UFRGS;
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e As determinagcbes de viscosidade foram realizadas utilizando-se
viscosimetro rotacional Brookfield, modelo DV-II + Pro, spindle ULA
(Brookfield Engineering, Estados Unidos) - Faculdade de

Farmacia/UFRGS;

4.1.3 Solventes e outros materiais

Acetona p.a (Nuclear - Brasil)

Acetonitrila grau HPLC (Merck - Alemanha)

Etanol Absoluto (Merck - Alemanha)

Diciclohexilcarbodiimida (DCC) (Sigma - Estados Unidos)

e 4-(N,N-dimetil) aminopiridina (DMAP) (Sigma - Estados Unidos)

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacao do éster etilico de Indometacina

O éster etilico de Indometacina foi sintetizado como descrito por KALGUTKAR
e colaboradores (2000). A uma solugdo de indometacina em etanol foi adicionado
DMAP sob argbnio e apds agitagao por 10 minutos foi adicionado DCC. A reacgao foi

acompanhada por cromatografia em camada delgada e, apds 16 horas, o solvente
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foi evaporado sob presséao reduzida, sendo o residuo dissolvido em diclorometano e
filtrado. Extraiu-se o filtrado com solugao aquosa saturada de NaHCOg3;. Em seguida,
a fase orgénica foi seca com MgSO, anidro, filtrada e o solvente evaporado.
Purificou-se o produto em coluna cromatografica (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, apresentando um ponto de fusdo de 99° C

(n&o corrigido). A identidade quimica do produto foi confirmada por RMN (anexo 1).

4.2.2 Preparacado das suspensdes

As suspensbes de nanocapsulas foram preparadas por deposicéo interfacial
(FESSI e col.,1986). Uma solucédo de PCL (100 mg), triglicerideo dos acidos caprico
e caprilico (312 mg), monoestearato de sorbitano (Tabela 2) e éster etilico de
indometacina (10 mg) em acetona (27 mL) foi injetada na fase aquosa (53 mL)
contendo polissorbato 80 (77 mg), na temperatura ambiente sob agitagdo magnética.
Cada suspensédo foi mantida sob agitagdo por 10 min. A seguir, procedeu-se a
evaporagcdao de cada suspensdo de nanocapsulas em evaporador rotatério,

eliminando a acetona e concentrando a um volume final de 10 mL.

Tabela 2. Quantidade de monoestearato de sorbitano usada nas formulagdes de
nanocapsulas.

Formulagéo
IC lc ][e IvC VC
Monoestearato de
sorbitano (mg) 38 58 77 96 115

4.2.3 Procedimento Analitico

O sistema de CLAE consistiu de um cromatdgrafo Perkin EImer S-200 com
injetor S-200, detector UV-VIS, pré-coluna e coluna (LiChrospher® 100 RPis,
250mm, 4mm, 5um, Waters). A fase movel (1,2 mL.min'1) consistiu de

acetonitrila/agua (70:30 v/v), pH 5,0 £ 0,5 ajustado com acido acético 10% (v/v).
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Apos a injecao de 20 uL de amostra, o éster etilico de indometacina foi detectado a
267 nm com um tempo de retencao de 9,6 min. O método de CLAE foi validado
considerando a linearidade (r=0,9994), repetibilidade, precisdo intermediaria,
exatiddao e limite de quantificacdo. As amostras de controle de qualidade nas
concentracdes de 12, 15 e 20 ug.mL™" apresentaram exatidéo de 99,92%, 97,18% e
100,18%, respectivamente. Os dados de repetibilidade e de precisao intermediaria

apresentaram coeficientes de variacao abaixo de 0,2% (Anexo 2).

A concentragdo do éster etilico de indometacina nas formulagdes foi
determinada por CLAE como descrito acima. Uma aliquota de 100uL da suspenséao
foi retirada e tratada com 10 mL de acetonitrila. Esta solugdo foi filtrada (Millipore
0,45um) e injetada no CLAE.

4.2.4 Caracterizagao fisico-quimica das formulacfes

O tamanho de particula e a polidispersdao das formulagbes foram
determinados apds prévia diluicdo das amostras em agua (Milli-Q®), usando um
Zetasizer®. Para evitar qualquer selecdo da amostra, apenas o meio de diluigdo foi
filtrado. Determinou-se o potencial zeta das suspensdes apds a prévia diluigdo das
amostras em NaCl 10 mM.

Os valores de pH foram determinados usando um potenciémetro (Micronal B-
474).

4.2.5 Reacédo de Hidrolise

As reacdes de hidrdlise alcalina foram realizadas a temperatura de 37 °C por
adicdo de 2 mL de cada formulacdo, contendo a sonda, em 8 mL de solucéo
aquosa de NaOH 0,05 M. Aliquotas de 300 uL do meio reacional foram retiradas

em intervalos regulares (entre 10 e 1440 minutos) e tratadas com HCl 2,5 M
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seguido de acetonitrila. Apds centrifugagcdo a 13.500 x g por 5 minutos, os
sobrenadantes foram analisados por CLAE, observando-se o desaparecimento do
substrato. As reagdes foram realizadas com 3 lotes diferentes de suspensdes.
(n=3)

4.2.6 Modelagem matematica

O modelo de KORSMEYER-PEPPAS foi utilizado para determinar o
mecanismo de liberagdo para todos os sistemas nanoestruturados através da
equacdo 1, onde os parametros a@ e N serdo obtidos como resultados da

modelagem matematica.
ft=——=at" (Equacso 1)

onde a & uma constante que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do

sistema de liberacdo, N é o expoente de liberagao, indicativo do mecanismo de

liberacdo da substancia, e a fungdo de t ¢ Mt/M_, corresponde a liberagao

fracional do farmaco.

Este modelo matematico, também conhecido como Lei da Potencia, tem sido
empregado com frequUéncia para descrever a liberagdo de substancias a partir de
diversos tipos de matrizes. Os pontos modelados correspondem a uma fracao
liberada de até 60% (PEPPAS, 1985).

Os perfis também foram ajustados ao modelo monoexponencial (equagao 2).
Esse modelo descreve a constante cinética aparente da liberacdo, podendo-se

acessar os tempos de meia-vida do consumo do éster.
C= Coefkt (Equacéo 2)

onde C é concentragdo do éster de indometacina no tempo t, C, € a concentragdo

inicial do éster etilico de indometacina e k € a constante cinética observada.

40



Materiais e métodos

As modelagens foram realizadas com o emprego do programa MicroMath®
Scientist® , comparando-se os seguintes parametros: o critério de sele¢do de modelo

(MSC), o maior coeficiente de correlagao (r) e o melhor ajuste grafico.

Para os experimentos, modelaram-se todos os pontos obtidos a partir das
diferentes suspensodes até o tempo de 1440 minutos a fim de que as correlagcdes
fossem estabelecidas com o mesmo numero de pontos para cada série de
nanocapsulas preparadas. Este tempo correspondeu a mais de 80% do consumo do

éster a partir dos diferentes sistemas.

4.2.7 Analise por microscopia eletrénica de transmissao (MET)

A analise foi realizada com Microscopio Eletrénico de Transmissao (TEM;
JEM 1200 ExIl), operando a 80 kV. 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).

4.2.8 Analises de Espalhamento Multiplo

As suspensbes de nanocapsulas foram avaliadas por um Turbiscan Lab
(Formulaction, Franga). O sistema de detecg¢ao 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 backscattering (BS). O detector (T) recebe a luz que
atravessa a amostra (a 180° do feixe incidente), enquanto o detector BS, 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, que contém a amostra,
adquirindo dados de transmisséo (T) e backscattering (BS) (DIHANG e col., 2005). O
principio da medida baseia-se na variagdo de fracdo volumétrica ou didmetro da
particula, resultando em uma variagao dos sinais de T e BS. Para particulas que nao

absorvem luz no comprimento de luz utilizado (880nm), a intensidade de
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transmissao e backscattering é essencialmente dependente da concentracdo de

particulas, diametro de particula e indice de refracdo da mistura.

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.
4.2.9 Turbidimetria

A turbidimetria, © (cm™) (Equacdo 3), foi calculada a partir do método descrito por
ZATTONI e colaboradores (2003, 2004). As suspensdes foram diluidas em agua
MilliQ® e analisadas utilizando-se um espectrofotdmetro de UV-1601PC (Shimadzu,

Japao).

1
r = Hln(lO).A (Equagéo 3)

onde b (cm) & caminho Optico da cubeta e A é o sinal da absorbancia. Em uma
amostra diluida de particulas esféricas, 7, € em funcdo do didametro de particula, d
(cm), da concentragdo das particulas, N (particulas.cm™), e a grandeza W,

adimensional, a qual é coeficiente de extingdo (Equacao 4).
/4
T= Zd *NW (Equagao 4)

W ¢é uma funcao do tipo W (x,m), onde x & o parametro de didmetro definido como
x=md/A, na qual 4 (cm) & o comprimento de onda de luz incidente do meio de
dispersao, e o parametro m é o indice de refracao relativo da particula. Ha um indice

de refracao relativo fixo, W pode ser obtido pela relagao abaixo (equagao 5).

_ K.2In(10).a.d
3

W

(Equacéo 5)
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onde, d (cm) é o diametro de particula, « (g.cm™) é a densidade da particula e, K

(cm®.g™") é o coeficiente de extingdo, que pode ser calculado utilizando-se a equacéo
6.

7 =1In(10).K.c (Equacao 6)

onde, c(g.cm™) é a concentracdo da amostra.

As suspensdes foram diluidas (MiIIiQ®) para obter concentragcbes que
obedecessem a lei de Lambert-Beer. As suspensdes diluidas foram analisadas a
380 nm, pois nesse comprimento de onda o éster etilico de indometacina nao
absorve enegia. Os diametros, d, (equacdo 5) foram determinados

experimentalmente conforme descrito no item 4.2.4.

4.2.10 Determinacédo da area superficial

A area superficial (S) das suspensdes de nanocapsulas foi calculada usando

a equacgao 7:

S = ?”rZ-N (Equagéo 7)

onde N é o numero de particulas por unidade de volume, 7= € o conhecido numero

irracional e vale 3,1416 e r € o raio meédio das particulas em centimetros.

4.2.11 Estudos de densidade

Separagao das particulas empregando gradiente de densidade foi realizada

utilizando silica coloidal (Percoll® 54% em NaCl 0,15 M, densidade inicial do
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marcador: 1,021g/cm3) formado in situ durante ultracentrifugacdo em rotor modelo

PS28T (Hitachi CP70 MX, Japao) a 20 °C e 30.000 x g por 90 min. O Percoll® (19,6

mL) foi adicionado a 0,4 mL das suspensdes. Em tubo separado, marcadores de

diferentes densidades pré-determinadas (Density marker beads®) foram adicionados

sob as mesmas condi¢des e usados para calibragao externa das bandas.

A distancia do menisco até o limite de cada banda foi medida utilizando-se
papel milimetrado. A densidade das particulas foi calculada através da curva

plotando-se a distancia do menisco versus a densidade de cada banda do marcador.

Para a analise do diametro médio e distribuicdo de diametro das bandas apos
a ultracentrifugagdo, as mesmas foram coletadas e o didmetro das suspensdes
correspondentes as bandas foi determinado experimentalmente conforme descrito
no item 4.2.4.

4.2.12 Determinacao da massa das nanoparticulas

A determinacdo da massa das nanoestruturas foi realizada empregando-se a

equacéo 8:

m

d=— ;
Vv (equacao 8)

onde d é a densidade das nanoparticulas determinada por ultracentrifugacédo em
4
gradiente de densidade, V é o volume da particula (Eﬁr3 ), onde r, raio das

suspensdes correspondentes as bandas determinado experimentalmente conforme

descrito no item 4.2 .4.
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4.2.13 Medidas de viscosidade

As determinacdes de viscosidade foram realizadas utilizando-se um
viscosimetro rotacional. Trés determinagdes de viscosidade do triglicerideo dos
acidos caprico e caprilico contendo 5, 15 e 25 mg-mL"' de monoestearato de

sorbitano foram realizados a 25 °C.
4.2.14 Fluxo e Permeabilidade Relativa

Para se acessar o fluxo do éster etilico de indometacina no estado
estacionario (J) decorrente de sua liberagdo a partir das nanocapsulas IC a VC, a
teoria de HIGUCHI (1963) foi empregada. Os valores de J (mol.s™.cm™) foram
determinados a partir do coeficiente angular da reta obtida plotando-se a frag&o

liberada do éster, M,, (mol) em funcdo do tempo, t, (s) (Equagéo 9).
M,=M,-SJ -t (Equacso 9)

onde, M, (mol) é quantidade total do ester etilico de indometacina quandot =0e S

(cm?) é area superficial das NC, calculada como N 7zd 2 (VAUTHIER e col., 2001). A

permeabilidade aparente, P, , (cm-s™) foi entdo obtida (Equacéo 10).

5 __J
app cm (Equacéao 10)
0

onde Cm, (mol-cm™) é a concentracéo inicial do éster etilico de indometacina na

suspensao. Os ajustes dos perfis cinéticos, equagdes 9 e 10, foram avaliados

usando o método dos minimos quadrados.
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4.2.15 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente através de analise de variancia
(ANOVA) e teste-t. O nivel de significancia foi de 0,05%.

4.2.16 Descarte de residuos

Todos os residuos quimicos gerados durante a preparagao e caracterizagao
de nanocapsulas, foram segregados, acondicionados e identificados segundo
normas do Plano de Gerenciamento de Residuos implementado pela Resolugao
COSAT 01/07, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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5.1 Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes de nanocapsulas

5.1.1 pH, didmetro de particula, polidisperséo e potencial zeta

As nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposicio interfacial de
polimero pré-formado (FESSI e col., 1986). Apés a obtengdo, as suspensdes de
nanocapsulas preparadas com diferentes concentragcbes do monoestearato de
sorbitano, IC a VC, apresentaram-se macroscopicamente homogéneas, brancas e
opalescentes. O pH das suspensdes variou entre 5,12 e 5,93 e o potencial zeta
entre -8,58 e -12,6 mV (Tabela 3). Os resultados corroboraram com os obtidos por
outros autores para nanocapsulas preparadas por deposicao interfacial empregando
os mesmos materiais (SCHAFFAZICK e col., 2006; WEISS e col., 2007).

O didametro médio de particulas para as suspensdes IC a VC nao variou
mantendo-se entre 246 e 265 nm (Tabela 3). O indice de polidispersédo das
suspensdes IC a VC foi inferior a 0,2 (Tabela 3) e a distribuicdo de tamanhos de

particulas por intensidade, volume e numero, foi monomodal (Figura 3).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de nanocapsulas preparadas com
concentracgdes crescentes (3,85 a 11,5 mg/mL) de monoestearato de sorbitano (n=3).

Potencial zeta

Suspensfes*  Diametro (nm) PDI mv) pH Teor (mg/mL)
IC 265+ 19 0,19 £ 0,07 -12,6 £ 0,4 542 +0,09 0,952 +0,005
lc 256 + 17 0,17 £ 0,06 -8,58 £ 0,2 5,74 +0,03 0,991+ 0,003
e 246 + 17 0,18 £ 0,04 -8,77 £ 0,6 512+0,08 1,027 +0,016
IVC 252 + 22 0,15+ 0,06 -11,1+£0,5 5,82+0,12 0,967 + 0,001
vVC 249 + 21 0,14 £ 0,04 -9,6+0,5 5,93+0,03 0,967 0,031

* + desvio padrao.
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Figura 3. Distribuicdo de intensidade, volume e numero de particula das suspensdes de

nanocapsulas. (a) IC, (b) IIC, (c) llIC, (d) IVC, (e) VC.

Para as de

monoestearato de sorbitano, o didmetro das nanocapsulas permaneceu constante

suspensdes preparadas variando-se a concentragcio

conforme a concentragao de monoestearato foi aumentada.

5.1.2 Microscopia eletronica de transmissao

A Figura 4 mostra a forma esférica das nanocapsulas das formulacdes IC a

VC, preparadas variando-se a concentragao de monoestearato de sorbitano.
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Figura 4. Fotomicrografias das suspensbes obtidas com a variagdo da concentragdo do
monoestearato de sorbitano, IC a VC.

5.1.3 Estudos de estabilidade

Para avaliar o comportamento das suspensdes IC a VC frente aos fenbmenos
fisico-quimicos de desestabilizagdo que afetam a homogeneidade de sistemas
dispersos, as suspensodes foram submetidas ao Turbiscan. Em todas as formulagdes
analisadas a transmissdo foi nula, portanto os resultados analisados estao
relacionados aos perfis de BS. As analises de espalhamento multiplo das duplicatas

de cada suspenséao estao reunidas no anexo 3.

Todos os perfis de retroespalhamento mostram suspensdes altamente
estaveis, visto que a intensidade relativa em funcdo do tempo ndo variou mais de
10%, independentemente da variagdo da concentragdo de monoestearato de

sorbitano nas formulacgdes (Figuras 5 a 9).
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Figura 5. Dados de BS da suspenséao IC-I (A). Os dados sao representados em funcdo do tempo
(0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.
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Figura 6. Dados de BS da suspenséao IIC-I (A). Os dados s&o representados em fungdo do tempo
(0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.

20% Delta Backscattering

=0:00:0000<
0:01:00:00
0:02:00:00
0:03:00:00
0:04:00:00
0:05:00:00
0:06:00:00
0:07:00:00
0:08:00:00
5% 0:08:00:00
0:10:00:00

0:11:00:00
0% 0:12:00:00
0130000
0:14:00:00

5% 0:16:00:00
0:16:00:00
0:17:00:00
e 0:18:00:00
0:19:00:00
A 0:20:00:00

0:21:00:00
0:22:00:00
0:23.00:00
1:00:00:00

15%

10%

-15%

-20%
Omm Smm 10mm 15mm 20mm 25mm 30mm 3smm 40mm

Figura 7. Dados de BS da suspenséo IlIC-I (A). Os dados sao representados em fungdo do tempo
(0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.
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Figura 8. Dados de BS da suspensao IVC-I (A). Os dados sio representados em fungédo do tempo
(0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.
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Figura 9. Dados de BS da suspenséo VC-I (A). Os dados séo representados em fungédo do tempo
(0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.

Os fendbmenos de instabilidade relatados na literatura para dispersoes
analisadas pelo Turbiscan mostram variacdo de intensidade relativa em fungao do
tempo acima de 10% (MENGUAL e col., 1999, LEMARCHAND e col., 2003; VIE e
col., 2007). Dessa forma, pode-se inferir que as suspensdes IC a VC s&o estaveis.

As suspensdes de nanocapsulas preparadas com diferentes concentracdes
do monoestearato de sorbitano, IC a VC, que foram submetidas a analise por
espalhamento multiplo, foram também analisadas ao longo de 60 dias de
armazenagem em relagdo ao didmetro médio e a polidispersao utilizando

espalhamento de luz dinamico.

53



Resultados e discussao

Ao longo dos 60 dias, péde-se observar que ndo ocorreram alteragdes no
diametro médio das nanoparticulas para as formulagdes IC a VC (Figura 10a). Os
didmetros obtidos situaram-se entre 240 + 2 e 296 + 17 nm. Os sistemas

apresentaram polidisperséo entre 0,12 + 0,02 e 0,30 £ 0,02 (Figura 10b).
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Figura 10. Graficos obtidos dos didmetros (a) e das polidispersdes (b) das suspensbdes IC a VC em
fungdo do tempo de armazenagem (n=3).
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Com base nos resultados de diametro foi possivel observar que com a
variagdo da concentragcdo de monoestearato de sorbitano, as suspensodes
mantiveram seu diametro médio durante os 60 dias de armazenamento, indicando
que a preparacdo de nanocapsulas com a variacdo da concentragdo do
monoestearato de sorbitano ndo levou a variagao da distribuicdo do didmetro e a

aumentos significativos na polidispersdo das nanoparticulas.

Baseando-se nos resultados de espalhamento multiplo e de posse dos
resultados das analises de didmetro acompanhadas por 60 dias, nés podemos
observar que as analises de espalhamento multiplo corroboram com os dados de
diametro em fungao do tempo, demonstrando que variagdes de intensidade relativa

de BS em 24h se correlacionam com estabilidade fisica de no minimo 60 dias.

5.2 Influéncia da variacdo da concentracdo de monoestearato de sorbitano no

perfil de consumo do éster etilico de indometacina

5.2.1 Perfis de consumo do éster etilico de indometacina a partir das diferentes

suspensdes de nanocapsulas.

Para avaliar a influéncia da concentracao do monoestearato de sorbitano no
comportamento de liberacdo do modelo de farmaco lipofilico a partir das diferentes
suspensdes de nanocapsulas, a reacdo interfacial de hidrélise alcalina do éster
etilico de indometacina foi acompanhada entre 5 e 1440 min. Através da analise dos
perfis cinéticos, foi possivel observar diferencas nos sistemas estudados. Os
resultados demonstraram que quanto maior a concentracdo de monoestearato de
sorbitano mais tempo foi necessario para o consumo total do éster etilico de

indometacina (Figura 11).
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Figura 11. Consumo do éster etilico de indometacina a partir de nanocépsulas preparadas com
diferentes concentra¢des de monoesteareto de sorbitano (IC a VC).

5.2.2 Cinética do consumo do éster etilico de indometacina na reacdo de

hidrélise interfacial

Com base nos resultados obtidos nas reacdes de hidrdlise interfacial do éster
etilico de indometacina associado aos coldides, realizou-se o ajuste dos pontos
experimentais a uma equacdo monoexponencial, com a qual se pode acessar 0s
tempos de meia-vida (t’2) do consumo do éster. As constantes cinéticas e os
parametros calculados para o experimento de hidrélise do éster etilico de
indometacina associado as nanocapsulas a partir das suspensdes IC a VC estao

reunidos na Tabela 3.

A variacdo da concentragdo de monoestearato de sorbitano levou a
diferengas nas constantes cinéticas (Tabela 4). Foi observado que o aumento da
concentracdo de monoestearato de sorbitano diminuiu a velocidade de consumo do
éster etilico de indometacina, de 0,0035 min™ + 0,0002 (IC) para 0,0018 min™ +

56



Resultados e discussao

0,0000 (VC), demonstrando que com a variagdo da concentragao do monoestearato

de sorbitano foi possivel modular a velocidade do consumo do éster.

Tabela 4. Constantes cinéticas observadas (k) de consumo do éster etilico de indometacina a partir
das suspensdes IC a VC.

Parametro IC-1 IC-2 IC-3 Média Desvio padrao
k (min™) 0,0036 0,0033 0,0036 0,0035 0,0002
R 0,9944 0,9955 0,9947 0,9949 0,0006
MSC 2,2572 2,8177 2,7363 2,7088 0,1250
lIc-1 Ic -2 Ic -3 Média Desvio padréo
k (min™) 0,0028 0,0022 0,0030 0,0027 0,0004
R 0,9987 0,9953 0,9975 0,9972 0,0017
MSC 3,9531 3,8105 3,4311 3,7316 0,2698
nc -1 lc -2 lc - 3 Média Desvio padréao
k (min™) 0,0024 0,0021 0,0020 0,0022 0,0002
R 0,9942 0,9957 0,9969 0,9956 0,0013
MSC 3,2531 3,2057 4,4601 3,6396 0,7109
IVC-1 IVC -2 IVC -3 Média Desvio padrédo
k (min™) 0,0017 0,0020 0,0020 0,0019 0,0002
R 0,9984 0,9983 0,9974 0,9980 0,0005
MSC 4,1687 3,9410 4,1120 4,0739 0,1185
VC-1 VC -2 VC-3 Média Desvio Padrédo
k (min™) 0,0018 0,0019 0,0018 0,0018 0,0000
R 0,9958 0,9968 0,9945 0,9957 0,0012
MSC 4,4790 4,7678 4,1495 4,4654 0,3094

A partir das constantes cinéticas obtidas, o tempo de meia-vida do consumo
do éster etilico de indometacina liberado a partir das suspensées IC a VC foi

determinado (Tabela 5).
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Tabela 5. Tempos de meia-vida de consumo do éster etilico de indometacina a partir das suspensoes

ICaVC.
Parametro IC-1 IC-2 IC-3 Média Desvio padrao
ti2 (Min) 192 210 192 198 10
lc-1 lc -2 lIC -3 Média Desvio padréo
tip (min) 247 315 231 264 44
nc -1 lnc -2 lHc - 3 Média Desvio padréo
ti2 (Min) 289 330 346 322 29
IVC-1 IVC -2 IVC -3 Média Desvio padrédo
tyz (min) 408 346 346 367 35
VvC-1 VC-2 VC-3 Média Desvio Padréo
tiz (Min) 385 365 385 378 12

ApoOs acessar-se o tempo de meia-vida do consumo do éster etilico de

indometacina para as suspensdes IC a VC, foi observado que com o aumento da

concentracdo do monoestearato de sorbitano mais lento tornou-se o consumo do

éster. Tracando-se a concentragcdo de monoestearato de sorbitano versus o tempo

de meia-vida, o melhor ajuste dos pontos & obtido através de uma correlagéo

logaritmica com coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9898 (Figura 12).
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Figura 12. Grafico da correlagéo logaritmica obtida entre o tempo de meia-vida versus a concentragéao
de monoestearato de sorbitano utilizada na preparagéo das suspensdes IC a VC (n=3).

5.2.3 Determinagdo do mecanismo de liberacdo do éster etilico de

indometacina

Métodos empiricos para descrever a liberagao de farmacos sao direcionados
por observagdes experimentais e baseados em consideracdes teoricas
(WASHINGTON, 1990). KORSMEYER e colaboradores (1983) propuseram um
modelo semi-empirico simples desenvolvido com base nas leis de Fick para estudar

a liberacao de farmacos a partir de sistemas poliméricos.

Os perfis cinéticos da hidrdlise interfacial do éster etilico de indometacina
associado as suspensoes IC a VC foram avaliados segundo este modelo através da
modelagem matematica dos dados experimentais. A modelagem permitiu a

obtencdo das curvas ft em fungao do tempo e os parametros a e n. Os parametros

calculados segundo a lei da poténcia para o experimento de hidrolise do éster etilico
de indometacina associado as suspensdes de nanocapsulas IC a VC, estao

reunidos na Tabela 6.
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Para todos as suspensdes estudadas obteve-se um ajuste satisfatério dos
dados experimentais ao modelo da Lei da Poténcia, uma vez que os coeficientes de
correlacao foram superiores a 0,9946 e os MSC maiores que 4,32. Os expoentes de
liberacdo, n, obtidos para as suspensdes IC a VC variaram entre 0,51 e 0,67,
caracterizando o fendmeno de transporte andmalo para sistemas de geometria
esférica, o que indica que o0 mecanismo de liberacdo para estes sistemas esta
relacionado com a sobreposicdo dos fendbmenos de difusdo do farmaco e

inchamento do polimero.

Tabela 6. Parametros da modelagem matematica das suspensdes IC a VC utilizando o modelo da lei
da poténcia.

Parametro IC-1 IC-2 IC-3 Média Desvio padrao
a 0,032 0,028 0,033 0,031 0,003
n 0,51 0,53 0,50 0,51 0,01
R 0,9979 0,9949 0,9963 0,9964 0,0015
MSC 5,15 4,22 4,54 4,64 0,47
lc-1 lc -2 lIC-3 Média Desvio padréo
a 0,029 0,017 0,015 0,020 0,007
0,53 0,61 0,61 0,58 0,05
R 0,9976 0,9984 0,9933 0,9964 0,0027
MSC 4,96 5,39 3,91 4,75 0,76
nc -1 lHc -2 nc -3 Média Desvio padréo
a 0,042 0,027 0,019 0,030 0,012
0,45 0,51 0,57 0,51 0,06
R 0,9972 0,9961 0,9905 0,9946 0,0036
MSC 4,81 4,53 3,62 4,32 0,62
IVC -1 IVC -2 IVC -3 Média Desvio padréao
a 0,011 0,014 0,013 0,013 0,001
0,63 0,61 0,62 0,62 0,01
R 0,9957 0,9956 0,9948 0,9954 0,0005
MSC 4,41 4,39 4,23 4,34 0,10
VC-1 VC -2 VC-3 Média Desvio Padrédo
a 0,007 0,012 0,007 0,009 0,003
n 0,69 0,62 0,69 0,67 0,04
R 0,9958 0,9968 0,9945 0,9957 0,0012
MSC 4,48 4,77 4,15 4,46 0,31
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Os resultados demonstraram que a técnica de PCS nao tem resolugao para
determinar a variagcdo do diametro de particulas decorrente do inchamento da
parede, pois os didmetros e a polidispersdo observados durante a hidrélise

mantiveram-se constantes (p<0,05) (Figuras 13, 14, 15, 16 e 17).
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Figura 13. Diametro efetivo e polidispersdo das suspensdes IC durante a hidrélise alcalina

(n=3).
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Figura 14. Didmetro efetivo e polidispersdo das suspensdes IIC durante a hidrélise alcalina
(n=3).
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Figura 15. Diametro efetivo e polidispersao das suspensdes llIC durante a hidrélise alcalina
(n=3).
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Figura 16. Diametro efetivo e polidispersdo das suspensdes IVC durante a hidrélise alcalina
(n=3).

62



Resultados e discussao

VC Ve

500 1
£ 400 o 08
o b
2 300 - 5 0,6
(] o
) pe k3 * 0
o 200 - S 04
o ©

[a *
£ 100 0,2 3 -
[a)
O T T 1 0 T T T 1
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 17. Diametro efetivo e polidispersao das suspensdes VC durante a hidrélise alcalina
(n=3).

5.3 Turbidimetria

A determinacdo do numero de particulas é importante na caracterizagcao de
nanoparticulas (EPSTEIN e col., 2006). Além do tamanho, o numero de particulas
pode afetar a absorgéo, clearence e a distribuicdo de farmacos (JURKIEWICZ e col.,
2003). Além disso, conhecendo-se 0 numero de particulas pode-se determinar a
area superficial do sistema (VAUTHIER e col., 1999), um parametro importante para

consideragdes a respeito do comportamento de liberagao de ativos.

Para as suspensdes IC a VC com o aumento da concentragcdao de
monoestearato de sorbitano de 3,85 a 11,5 mg.mL™, o diametro das nanocapsulas
foi constante entre 249 + 21 nm e 265 + 19 nm. Dessa forma, a concentragao de
particulas em suspensao deve ser diferente e provavelmente maior conforme o

aumento da concentracido do monoestearato de sorbitano.

Para avaliar se 0 aumento da concentracdo do monoestearato de sorbitano

influenciou o numero de particulas por unidade de volume, um ensaio de
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turbidimetria foi realizado para a determinagdo da concentragdao de particulas nas
suspensdes (POLETTO e col., 2008).

Foi observado que com o aumento da concentracdo do monoestearato de
sorbitano (3,85 a 11,5 mg/mL) o numero de particulas por unidade de volume variou
de 4,76 x 10" particulas.mL™ a 7,68 x 10" particulas.mL™ (Tabela 7). Plotando-se a
concentracdo de monoestearato de sorbitano versus o numero de particulas obteve-

se correlagao linear com coeficiente de determinagéo (R?) de 0,9711 (Figura 18).

Tabela 7. Diametro, a, k, NW e nuimero de particulas por unidade de volume para nanocapsulas
preparadas com aumento da concentragao de monoestearato de sorbitano (n=3).

Suspensdes  Diametro a K NW (particulas.cm™) N (particulas.cm™)
(hm) (g.cm™) (cm®g™ x 10™ x 10"

IC 265+ 19 0,9924 4960 + 185 9,65+ 0,37 4,76 £ 0,18

1Hc 256 + 18 0,9927 4810 £ 345 10,7 £ 0,04 5,66 + 0,24

1nc 246 + 17 0,9930 4386 + 116 9,6 £0,19 5,87 £ 0,11

IVC 251 122 0,9932 3913 + 199 10,3+ 0,69 7,01 +£0,49

VC 249 + 21 0,9935 3634 + 302 9,96 + 0,35 7,68 £ 0,28
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Figura 18. Grafico da correlagdo obtida entre a concentracdo e o numero de particulas das
nanocapsulas preparadas com a variagdo do monoestearato de sorbitano (n=3).

A hipotese acima levantada foi validada. A variagdo da concentracdo de
monoestearato de sorbitano levou a formacéao de particulas com média e distribuigao
de tamanhos semelhantes, mas com concentracdes diferentes, o que pode também
ser devido a formacédo de outras nanoestruturas que nao as nanocapsulas. Foi

possivel observar ainda que, quanto maior a concentracdo de monoestearato maior

a concentragao de particulas na suspensao.

Adicionalmente, verificou-se que o numero de particulas por unidade de
volume e o tempo de meia-vida se correlacionaram exponencialmente (R? = 0,9288)
(Figura 19). Quanto maior o numero de particulas mais lenta foi a liberagdo. O
aumento da concentragcdo do tensoativo de baixo EHL pode ter levado a formacéao
concomitante de micelas de tensoativo, conforme proposto por outros autores

(PINTO-ALPHANDARY e col., 1995; MOSQUEIRA e col., 2000; VAN ZIHL e col,
2004).
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Figura 19. Grafico da correlagéo obtida entre o numero de particulas das nanocapsulas versus tempo
de meia-vida para as suspensdes preparadas com a variagdo do monoesterato de sorbitano (n=3).

5.4 Determinacéo da area superficial

Tendo em vista que o numero e o didmetro médio de particulas foram
determinados para as suspensdes IC a VC, a area superficial de cada sistema

poderia explicar diferengas na cinética de consumo do éster etilico de indometacina.

Para as suspensdes IC a VC a area superficial aumentou de 1,05 x 10*
cm?.cm™ a 1,50 x 10* cm®.cm™ (Tabela 8) com o aumento da concentragdo do

monoestearato de sorbitano.
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Tabela 8. Diametro, numero de particulas e area superficial para nanocapsulas preparadas com
aumento da concentragdo de monoestearato de sobitano (n=3).

Suspensdes Diametro (nm) N (particulas.cm™) x10” S (cm®.cm™) x 10*

IC 265+ 19 4,76 £ 0,18 1,05 £ 0,04
lc 256 + 18 5,66 + 0,24 1,16 £ 0,05
nc 246 £ 17 5,87 +0,11 1,12 £ 0,02
IvC 251+22 7,01 £ 0,49 1,39 £ 0,09
VvC 249 + 21 7,68 + 0,28 1,50 £ 0,05

Para as suspensoes IC a VC o diametro médio das particulas ndo variou, e o
namero de particulas por unidade de volume, assim como a area superficial,
aumentaram conforme foi aumentada a concentragdo do monoestearato de
sorbitano. Mesmo com o aumento da area superficial, 0 consumo do éster etilico de
indometacina foi retardado. Considerando que o monoestearato esta disperso no
nucleo das nanocapsulas (MULLER e col., 2001; CRUZ e col., 2006b), poder-se-ia
levantar a hipotese de que a difusdao do éster etilico de indometacina seria
influenciada pelo aumento da concentragdo de monoestearato de sorbitano no
nucleo das nanocapsulas. Desta forma, a viscosidade do nucleo estaria
influenciando a liberacdo do éster etilico de indometacina. Para verificar esta
hipotese, um experimento foi realizado, misturando-se quantidades crescentes de
monoestearato de sorbitano no 6leo e medindo-se a viscosidade da mistura. Os
resultados mostraram que variando-se a concentracdo de monoestearato em 6leo
de 5 a 25 mg.mL™" a viscosidade aumentou de 23 a 32 cP. Considerando todos os
resultados, o fluxo e a permeabilidade relativa do éster de indometacina deveriam

variar conforme o0 aumento da concentragdo de monoestearato.
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5.5 Fluxo e permeabilidade aparente

Para as suspensdes preparadas com a variagdo da concentragcdo do
monoestearato de sorbiano IC a VC, o J calculado para as nanocapsulas diminuiu
de 10,50 x 10" mol.s™".cm™ (IC) até 6,37 x 10"’ mol.s™".cm™ (VC) com o aumento da

concentracao do monoestearato de sorbitano (Tabela 9).

Tabela 9. Parametros da determinacédo do fluxo steady-state (J) das suspensdes IC a VC (n=3).

Parametro IC-1 IC-2 IC-3 Média Desvio padrao
-SJ (x 10°mol.s™) 2,203 2,182 2,226 2,204 0,002
R 0,9564 0,9651 0,9601 0,9605 0,0044
J (x 10"°mol.s™.cm?) 10,50 10,40 10,60 10,50 0,1
IIC-1 IIC -2 IC—-3 Média  Desvio padrao
-SJ (x 10°mol.s™) 2,236 2,061 2,176 2,157 0,009
R 0,9651 0,9583 0,9644  0,9626 0,0038
J (x 10°mol.s™.cm? 9,60 8,85 9,34 9,26 0,38
nc -1 lHnc -2 lHc - 3 Média Desvio padréao
-SJ (x 10°mol.s™) 1,925 1,828 2,009 1,920 0,009
R 0,9564 0,9658 0,9708  0,9643 0,0073
J (x 10"°mol.s™.cm?) 8,63 8,19 9,00 8,61 0,40
IVC -1 IVC -2 IVC -3 Média Desvio padréo
-SJ (x 10°mol.s™) 1,796 1,954 1,999 1,916 0,011
R 0,9820 0,9774 0,9768  0,9787 0,0028
J (x 10"°mol.s™.cm?) 6,48 7,04 7,21 6,91 0,38
VC-1 VC-2 VC-3 Média Desvio Padrédo
-SJ (x 10°mol.s™) 1,923 1,964 1,830 1,906 0,007
R 0,9839 0,9834 0,9840  0,9838 0,0003
J (x 10™mol.s™.cm?) 6,43 6,57 6,12 6,37 0,23

A diminuic&o dos valores de J demonstra que o aumento da concentragéo do
monoestearato de sorbitano leva ao aumento da resisténcia a difus&o, ou seja, com

o0 aumento da viscosidade do nucleo oleoso, a difusdo do éster torna-se menor
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conforme o tempo. Este resultado valida a hipétese levantada anteriormente de que

0 monoestearato estaria influenciando na difusdo do éster.

A partir dos dados de J obtidos para as suspensdes IC a VC, a
permeabilidade aparente, Papp, (cm-s™) foi entdo calculada para as suspensdes de
nanocapsulas. Para as suspensdes preparadas com a variagdo da concentragado do
monoestearato de sorbitano, a permeabilidade aparente, diminuiu de 4,26 x 107
cm.s” (IC) até 2,54 x 107 cm.s™ (VC) com o aumento da concentracdo do
monoestearato de sorbitano (Tabela 10). Uma correlagéo linear (R? = 0,9894) foi
obtida plotando-se Papp versus o tempo de meia-vida de consumo do éster etilico de

indometacina (Figura 20).

Tabela 10. Permeabilidade aparente (P,,p) Versus a concentragéo de monoestearato de sorbitano das
suspensodes IC a VC (n=3).

Parametro IC-1 IC-2 IC-3 Média Desvio padréo
P.pp (x 107 cm.s™) 4,26 4,21 4,30 4,26 0,04
lc-1 lIc -2 lIC-3 Média Desvio padréo
P.pp (x 107 cm.s™) 3,75 3,41 3,63 3,60 0,17
nc -1 nc -2 lHc - 3 Média Desvio padréo
P.pp (x 107 cm.s™) 3,21 3,13 3,37 3,23 0,13
IVC-1 IVC -2 IVC -3 Média Desvio padrédo
Paop (x 107 cm.s™) 2,59 2,81 2,82 2,74 0,13
VC-1 VC-2 VC -3 Média Desvio Padrao
Paop (x 107 cm.s™) 2,64 2,54 2,48 2,54 0,07

Estes resultados demonstram que a variagdo da concentracdo do
monoestearato de sorbitano disperso no nucleo das nanocapsulas, controla a
velocidade de consumo do éster etilico de indometacina porque altera a

permeabilidade aparente das nanocapsulas.
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Figura 20. Grafico da correlagao obtida entre a permeabilidade aparente versus o tempo de meia-vida
das suspensbes IC a VC (n=3).

5.6 Estudos de densidade

Nas secdes anteriores foi levantada a hipotese de que nas suspensdes de
nanocapsulas, preparadas com elevadas concentracdbes do monoestearato de
sorbitano, houvesse uma mistura de diferentes tipos de particulas, provavelmente
particulas lipidicas concomitantes com nanocapsulas. Desta forma, a
ultracentrifugacédo isopicnica foi realizada em um gradiente de densidade de
Percoll®, primeiramente para confirmar a formagdo das nanocapsulas e

posteriormente para identificar a presencga de o,utras nanoestruturas.

Assim, inicialmente foram preparadas trés formulagdes coloidais diferentes
sem adigdo do éster etilico de indometacina: nanoemulsdo, nanoesferas e
nanocapsulas (Tabela 11). A Figura 21 mostra uma ilustragdo dos resultados de
ultracentrifugacdo para cada uma das formulagdes: nanoemulsdo, nanoesferas e
nanocapsulas, assim como o resultado observado para o tubo de marcadores de
densidade (Density Marker Beads).

70



Resultados e discussao

Tabela 11. Suspensdes coloidais, suas composi¢des e suas caracteristicas fisico-quimicas (n=3).

PCL Oleo Densidade Diémetro** Polidispersédo
Formulagdes* 1

(mg) (mg) (9.mL™) (nm)
Nanoemulsédo - 312 0,9554 256 + 34 0,29
Nanoesferas 100 - 1,0770 180+ 15 0,15
Nanocapsulas 100 312 0,9890 254 + 12 0,17

* Todas as formulagdes foram preparadas com 77 mg de monoestearato de sorbitano e 77 mg de
Polissorbato 80.

** Diametro médio de particulas medido apds preparagao.

a b c d

+1 Nanoemulsé&o o] Nanoemulsédo
Nanocapsulas

............ 1.021 e — . b —_ e — - | ——

1.031 —rreToa
1.049 I— - I -
. I . I Nanoesferas

- 1.062 _.2.2.2

Figura 21. llustragédo dos resultados de ultracentrifugagdo em presenga de gradiente de densidade: a)
marcadores e suas densidades (g.mL'1), b) nanoemulsdo, c) nanoesferas e d) nanocapsulas.

Os marcadores sado comerciais e apresentam diferentes cores para
diferentes densidades (Figura 21a). Para a nanoemulséo, observou-se uma banda
na altura do menisco (Figura 21b). O resultado é devido a baixa densidade do
triglicerideo dos acidos caprico e caprilico (0,945 g.mL'1) em comparagao a
densidade inicial dos marcadores (1,021 g.mL™"). Para essa formulagdo foi, ainda,
observada uma segunda populacdo localizada a 4-5 mm abaixo da primeira,
apresentando densidade de 1,021 g.mL™" (Figura 21b). Para as nanoesferas, uma
banda alargada foi observada a 14 mm do menisco. A faixa de densidade para essa

banda foi determinada entre 1,031 e 1,063 g.mL™" (Figura 21c). Esse resultado esta
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de acordo com relatos anteriores (CHOUINARD e col. 1994 e MOSQUEIRA e col.,
2000), confirmando que a densidade das nanoesferas € maior devido a estrutura
matricial polimérica. Neste caso, as nanoesferas sdo maci¢cas e ndo ocas. Ainda
para a formulacido de nanoesferas foi observada a banda de densidade de 1,021
g.mL™, como aquela observada apés ultracentrifugacdo da nanoemulsdo (Figura
21c). Finalmente, para as nanocapsulas (Figura 21d), uma banda a 1-3 mm do
menisco foi observada, apresentando densidade entre 1,015 e 1,018 g.mL™" (Tabela
11). Essa densidade intermediaria, entre a da nanoemulsdo e das nanoesferas,
confirma a presencga de estruturas que sado constituidas de polimero disposto ao
redor do nucleo oleoso (CHOUINARD e col.,, 1994; MOSQUEIRA e col., 2000).
Ainda para a formulacdo de nanocapsulas, foi observada uma banda na altura do
menisco, idéntica a banda observada para a nanoemulsio, indicando a presenca
concomitante de nanoemulsdo nessa formulagdo preparada nessas condigoes.
Também nessa formulagdo a banda com densidade de 1,021 g.mL™ foi observada
(Figura 21), indicando que além de nanocapsulas e nanoemulsédo existe um outro
tipo de nanoestrutura na formulagdo. A auséncia de banda na regido de densidade
entre 1,031 e 1,063 g.mL'1 confirmou que ndo houve formacdo de nanoesferas
durante o processo de preparagao e, ainda, que nanoesferas nao se equiliboram com
nanocapsulas e nanoemulsdo. Assim, pode-se sugerir que a nanoemulsao foi
formada durante a preparacdo das nanocapsulas. Todo o polimero nessa
formulacdo esta depositado na interface goticula/agua, formando as nanocapsulas,
sem precipitacdo simultdnea, o que poderia ocasionar a formacao de nanoesferas
(MOSQUEIRA e col., 2000). Trabalhos anteriores (QUINTANAR-GUERRERO e col.,
1998; CHOUINARD e col., 1994) ja haviam relatado que nanoesferas n&o estéo
presentes em formulagdes de nanocapsulas. No entanto, tais resultados foram
obtidos através de dupla centrifugagcado antes da ultracentrifugacéo na presenga do

gradiente para concentrar as suspensodes.

A presenca de uma banda fina com mesma densidade para todas as
formulagbes (nanoemulsdo, nanoesferas e nanocapsulas) sugere que uma mesma
populacdo de nanoestruturas esta presente em todas as formulacbes. Esse
contaminante poderia ser uma dispersdo de monoestearato de sorbitano
estabilizada por polissorbato 80. Desta forma, foi preparada uma formulagao

contendo apenas os dois tensoativos, chamada de nanodispersdo. Apods a
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ultracentrifugacdo da nanodispersdo, uma banda com densidade de 1,021 g.mL" foi
observada (Figura 22). O resultado confirmou a hipétese levantada acima. Todas as

formulagdes apresentam nanodispersao (Figura 22).

............ 1.021 L e — ] . ~
s Nanodisperséo

Menisco

1.031
1.049

............ 1.062

1.078

Figura 22. llustracdo dos resultados de gradiente de densidade para a nanodispersao.

Com base nos resultados observados, foi realizada a ultracentrifugacao das
suspensdes preparadas com a variagao da concentragdo do monoestearato de
sorbitano (IC a VC) em presenca de gradiente de densidade. Para estas suspensdes
foi evidenciado que uma populacdo de nanoemulsao esta presente na preparagao
das nanocapsulas, devido ao aparecimento de uma banda no menisco para todas as
formulagdes (Figura 23). Uma segunda banda com densidade entre 1,015 e 1,018
g.mL™", e abaixo da banda de nanoemulsdo foi observada e correspondente as
nanocapsulas nas formulagdes. Nenhuma das formulacbes de nanocapsulas IC a
VC apresentou banda na regido de densidade das nanoesferas. Desta forma, os
resultados demonstraram que nem a presenga do éster etilico de indomentacina nas
nanocapsulas, nem a variagao da concentracdo do monoestearato de sorbitano
levaram a formacdo de nanoesferas nas suspensdes. Em todas as suspensdes,
mais evidente para IIC a VC, foi observada uma banda fina posicionada abaixo da
banda de nanocapsulas com densidade de 1,021 g.mL™", ou seja semelhante a
banda da nanodispersao descrita acima. Assim, é provavel que haja um excesso de
monoestearato de sorbitano nas suspensdes IIC a VC, organizado na forma de
nanodispersdo. Nao foram observadas diferencas em relacdo a intensidade ou

distribuicao das bandas no gradiente para as suspensoes IC a VC.
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Figura 23. llustragcdo dos resultados de ultracentrifugacdo em presenca de gradiente de densidade
para as suspensoes IC a VC.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel constatar que a hipdtese
anteriormente levantada é verdadeira. Nas suspensdes de nanocapsulas preparadas
com elevadas concentragdes do monoestearato de sorbitano ha uma mistura de

diferentes tipos de particulas.

Com o objetivo de acessar os valores médios de massa das particulas, as
bandas apds ultracentrifugacdo foram coletadas e os didmetros médios das
particulas determinados por espalhamento de luz dindmico. Para as formulacdes de
nanoemulsao, nanoesferas, nanocapsulas e nanodispersao, preparadas sem éster
etilico de indometacina, antes da ultracentrifugacdo, os diametros médios de
particulas se apresentaram entre 128 e 258 nm e os indices de polidispersao

menores que 0,29 (Tabela 12).

Tabela 12. Determinagdo do didmetro médio de particulas e polidispersdo das formulagdes
preparadas sem éster etilico de indometacina (n=3).

Formulacdes Diédmetro (nm) Polidisperséo
Nanoemulséo 256 + 34 0,29
Nanoesferas 180 £ 15 0,15
Nanocéapsulas 254 £ 12 0,17
Nanodispersédo 128 £ 3 0,27
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Antes da determinacdo do didmetro médio de cada banda, foi medido o
diametro médio das particulas do Percoll® 54% (v/v) em NaCl (0,15 M). A
distribuicdo de tamanhos pode ser observada na Figura 24. O valor meédio foi de 38
* 1 nm, estando de acordo com relato anterior, que determinou para o gradiente de

Percoll® em NaCl 0,15M um diametro médio de 30 nm (PERTOFT e col., 2000).

w
a1
)

Diametro médio: 38 £ 1 nm

= = N N w
o &) o )] o
| | | |

Intensidade (%)

(6]
|

o

0o

0,1 1 10 100 1000 10000

tamanho de particula (nm)

Figura 24. Gréfico da distribuigcdo de didmetro de particulas do Percoll® 54% (v/v) em NaCl (0,15 M).

Uma vez determinado o perfil de distribuicdo de tamanho das particulas do
gradiente de centrifugacao, a formulacdo de nanoemulséao foi analisada (Figura 25a).
Desta forma, os perfis de tamanho de particulas das bandas de nanoemulséo e de
nanodispersdo podem ser observados nas Figuras 25b e 25c. O diametro médio de
particulas da banda de nanoemulsao foi de 214 + 18 nm, enquanto que o diametro
médio da banda de nanodispersao foi de 143 + 18 nm. O valor médio de massa da
nanoemulsao foi calculado conforme item 4.2.11, comprendeu valor de 4,83 x 107"°
g.
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Figura 25. Figura ilustrativa das aliquotas retiradas da formulagdo de nanoemulsdo (a) para a

determinacdo dos perfis de tamanhos de particulas da banda de nanoemulsédo (b) e da banda de
nanodispersao(c).

Dando continuidade ao estudo, os perfis de tamanho de particulas da
formulacdo de nanoesferas foram determinados (Figura 26). Para isso as aliquotas
das bandas de nanoesferas e de nanodispersdao foram retiradas e analisadas,
apresentando diametros médios de particulas de 151 + 43 nm para as nanoesferas
(Figura 26b) e de 180 = 15 nm para a nanodispersao (Figura 26c¢). O valor médio de

massa das nanoesferas foi calculado e comprendeu valor de 1,88 x 107° g.
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Figura 26. Figura ilustrativa das aliquotas retiradas da formulagcdo de nanoesferas (a) para a
determinacao dos perfis de tamanhos de particulas da banda de NS (b) e da banda de ND (c).

De maneira semelhante, a formulagao de nanocapsulas também foi analisada
(Figura 27). Os perfis de tamanhos de particulas das bandas de nanoemulséo, de
nanocapsulas e de nanodispersdo podem ser observados nas Figuras 27b, 27c e
27d. A banda correspondente as nanocapsulas mostrou didmetro médio de
particulas de 216 + 24 nm, a banda de nanoemulsido apresentou didametro médio de
248 £ 8 nm e, finalmente, a banda da populacéo correspondente a nanodispersao de

219 £ 15 nm. O valor médio de massa das nanocapsulas foi calculado e comprendeu
valor de 5,35 x 10™"° g.
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Figura 27. Figura ilustrativa das aliquotas retiradas da formulagdo de nanocapsulas (a) para a

determinacao dos perfis de tamanhos de particulas da banda de NC (b),da banda de NE (c) e da
banda de ND (d).
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Foi realizada a determinacdo do didmetro de particula da banda de
nanodispersdo padrdo, ou seja, da banda da suspensido preparada apenas com
polissorbato 80 e monoestearato de sorbitano. Para tal, uma aliquota foi retirada da
banda referente a nanodispersdo (Figura 28a) e o didmetro de particula foi
determinado. Para uma nanodispersado preparada utilizando-se estes componentes
o tamanho de particula é de 185 = 11 nm (Figura 28b). O valor médio de massa da

nanodispersao foi calculado e comprendeu valor de 3,37 x 10°™"° g.

Nanodisperséo

Menisco
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ND: 185+ 11 nm
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f \ e
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000000
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tamanho de particula (nm)
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Figura 28. Figura ilustrativa da aliquota retirada da formulagdo de nanodispersdo (a) para a
determinacao dos perfis de tamanhos de particulas da banda de ND (b).

Com o objetivo de acessar os valores médios de massa das nanocapsulas

para a serie formulagdes IC a VC, as bandas apods ultracentrifugagdo foram
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coletadas e os diametros médios das particulas também foram determinados por
espalhamento de luz dindmico (Figura 29).

Para IC, a banda correspondente as nanocapsulas mostrou diametro médio
de particulas de 280 + 41 nm, a banda de nanoemulsao apresentou diametro médio
de 298 + 15 nm, sendo que a banda referente a nanodispersao nao foi observada. O

valor médio de massa das nanocapsulas comprendeu valor de 1,16 x 107 g.

35 4 35 -
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S S
2 20 / 2 20 /
© ©
b=t °
0 15 o 15
c c
2 2
£ 10 £ 10
5 5
0 T T — 0 T T —
0,1 1 10 100 1000 10000 01 1 10 100 1000 10000
diametro (nm) didmetro (nm)
() (b)

Figura 29. Figura ilustrativa da aliquota retirada da suspenséo IC (a) para a determinacao dos perfis
de tamanhos de particulas da banda de nanocépsulas, (b) para determinacdo da banda de
nanoemulsao.

Os perfis de tamanhos de particulas das bandas de nanoemulsido, de
nanocapsulas e de nanodispersdo da suspensao IIC, podem ser observados nas
Figuras 30a, 30b e 30c. A banda correspondente as nanocapsulas mostrou didametro
meédio de particulas de 276 £ 17 nm, a banda de nanoemulsao apresentou didmetro
meédio de 298 + 24 nm e, a banda da populagdo correspondente a nanodispersao
mostrou didmetro médio de 238 £ 7 nm. O valor médio de massa das nanocapsulas

comprendeu valor de 1,11 x 10™ g.
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Figura 30. Figura ilustrativa da aliquota retirada da suspenséao IIC (a) para a determinagéo dos perfis
de tamanhos de particulas da banda de nanocapsulas, (b) para determinagdo da banda de
nanoemulsao e, (c¢) de nanodispersao.

Para as suspensdes preparadas com a 77 mg de monoestearato de sorbitano
IIC, os perfis de tamanhos de particulas das bandas de nanocapsulas,
nanoemulsao e de nanodispersdo, podem ser observados nas Figuras 31a, 31b e
31c. A banda correspondente as nanocapsulas mostrou didmetro médio de
particulas de 229 + 56 nm, a banda de nanoemulsido apresentou didmetro médio de
268 + 32 nm e, a banda da populagao correspondente a nanodispersdo mostrou
diametro médio de 193 £+ 44 nm. O valor médio de massa das nanocapsulas
comprendeu valor de 6,37 x 10™° g.
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Figura 31. Figura ilustrativa da aliquota retirada da suspenséao IlIC (a) para a determinagéo dos perfis

de tamanhos de particulas da banda de nanocépsulas, (b) para determinacdo da banda de
nanoemulsao e, (c) de nanodisperséo.

Os perfis de tamanhos de particulas das bandas de nanoemulsido, de

nanocapsulas e de nanodispersdo da suspensao IVC, podem ser observados nas

Figuras 32a, 32b e 32c. A banda correspondente as nanocapsulas mostrou didametro

meédio de particulas de 250 £ 16 nm, a banda de nanoemulsao apresentou didmetro

meédio de 270 + 22 nm e, a banda da populagdo correspondente a nanodispersao

mostrou diametro médio de 152 + 22 nm. Para as nanocapsulas o valor médio de

massa comprendeu valor de 8,29 x 107° g.
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Figura 32. Figura ilustrativa da aliquota retirada da suspenséao IVC (a) para a determinagao dos perfis

de tamanhos de particulas da banda de nanocapsulas, (b) para determinagdo da banda de
nanoemulsao e, (¢) de nanodispersao.

Finalmente, para as suspensdes preparadas com a 115 mg de monoestearato
de sorbitano (VC), os perfis de tamanhos de particulas das bandas de
nanocapsulas, nanoemulsido e de nanodispersdo, podem ser observados nas
Figuras 33a, 33b e 33c. A banda correspondente as nanocapsulas mostrou diametro
médio de particulas de 252 + 34 nm, a banda de nanoemulsdo apresentou didmetro
médio de 283 + 27 nm e, a banda da populacdo correspondente a nanodispersao
mostrou didmetro médio de 77 = 50 nm. Para as nanocapsulas o valor médio de
massa comprendeu valor de 8,49 x 10™"° g.
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Figura 33. Figura ilustrativa da aliquota retirada da suspensao VC (a) para a determinagéo dos perfis
de tamanhos de particulas da banda de nanocapsulas, (b) para determinagdo da banda de
nanoemulsao e, (c) de nanodispersao.

5.7 Preparacdo de uma suspensao otimizada

Com base nos resultados do estudo de densidade (item 5.6), onde foi

observado que para as suspensdes, IIC a VC, havia excesso tanto de

monoestearato de sorbitano, quanto do triglicerideo dos acidos caprico e caprilico,

resultando em outras nanoestruturas como nanodispersdo e nanoemulsdo, e que em
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estudo paralelo’ foi observado que para suspensdes de nanocapsulas preparadas
diminuindo-se a concentragao do triglicerideo dos acidos caprico e caprilico, menor
também era a banda referente as nanoemulsdes nas suspensdes, uma suspensao
chamada de NC-otimizada, foi preparada com o objetivo de otimizar a formulagdo. A
suspensdo NC-otimizada foi preparada utilizando-se as concentracdes expressas
na Tabela 13.

Tabela 13. Composic¢do da suspensao NC-otimizada.

PCL SM Tween 80 6leo IndOEt
Suspenséo

(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
NC-otimizada 100 38 77 156 10

A suspensdo apresentou-se macroscopicamente homogénea, branca e
opalescente. O pH da suspensao foi de 5,42 + 0,24 e o potencial zeta mostrou valor
de -9,94 + 0,45 mV. O didmetro médio de particula foi 201 £ 12 nm (Tabela 14) e a
distribuicdo de tamanhos de particulas por intensidade, volume e numero, foi

monomodal (Figura 34), sendo que a polidisperséo foi de 0,13.

Tabela 14. Caracteristicas fisico-quimicas da suspensao NC-otimizada (n=3).

Suspensao Diametro Potencial
(nm) PDI pH zeta (mV)
NC-otimizada 201 +£12 0,13+ 0,02 5,42 + 0,24 -9,94 + 0,45

'Dados obtidos no trabalho de doutorado de Cristina de Garcia Venturini no PPG-Quimica
(UFRGS).
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Figura 34. Grafico da distribuigcdo de intensidade (a), volume (b) e numero de particulas (c) da
suspensao de nanocapsulas otimizada.

O numero de particulas e a area superficial da suspensao NC-otimizada
foram determinados e mostraram valores de 6,46 x 10'? particulas.cm™ e 0,82 x 10*

cm?.cm?, respectivamente (Tabela 15).

Tabela 15. Numero de particulas e area superficial da suspensdo NC-otimizada (n=3).

Suspensé&o N (particulas.cm™) x 10" S(cm?.cm™) x 10

NC-otimizada 6,46 + 0,22 0,82+ 0,03

Observando o valor do numero de particulas e da area superficial para a
suspensdo NC-otimizada, foi possivel observar que o numero de particulas
apresentou valor intermediario em relagao as duas series, mas que a area superficial
foi muito menor, o que também pode indicar que ocorreu a redugao ou eliminagao
das populagdes de misturas de particulas.

Para comprovar esta hipotese, a suspensdo NC-otimizada foi submetida
ao gradiente de densidade de Percoll®, onde foram observadas a auséncia da

populacdo de nanoesferas, de nanoemulsdo na altura do menisco, e da de
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nanodispersao (Figura 35). A populagdo de nanocapsulas apresentou densidade
entre 1,017 e 1,023 g.cm™.

NC-otimizada

Menisco

XKXKX +__ Banda correspondente as
nanocapsulas (superior e
inferior).

Figura 35. Ultracentrifugacdo da suspensdo NC-otimizada em gradiente de Percoll®. Gradiente foi

monitorado utilizando-se marcadores de densidade coloridos em NaCl 0.15M. A densidade inicial do
marcador foi de 1.021 g.cm®.

Os perfis de tamanhos de particulas das bandas da NC-otimizada também
foram determinados (Figura 36). A parte inferior da banda de nanocapsulas mostrou
didametro médio de particulas de 228 + 10 nm, enquanto que a parte superior da
banda de nanocapsulas apresentou diametro médio de 180 + 6 nm. Para as
nanocapsulas da banda inferior o valor médio de massa comprendeu valor de 6,34 x

107" g e para as nanocapsulas da banda superior, 3,12 x 10'159.
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Figura 36. Figura ilustrativa das aliquotas retiradas da apods ultracentrifugacdo da suspensdo NC-
otimizada (a) para a determinagdo dos perfis de tamanhos de particulas da banda inferior de
nanocapsulas, (b) para a determinagéo da banda superior de nanocapsulas.
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Por fim, com o objetivo de avaliar a estabilidade desta suspensao as analises
de espalhamento multiplo foram realizadas. Para a suspensao NC-otimizada-l o
perfil de BS mostra uma suspensdo altamentente estavel, visto que a intensidade

relativa em fung&o do tempo néo variou mais de 10% (Figura 37).
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Figura 37. Dados de BS da suspensédo NC-otimizada | (A). Os dados séo representados em fungéo
do tempo (0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.
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*
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X/
L X4

As suspensdes de nanocapsulas preparadas variando-se a concentracdo do
monoestearato de sorbitano apresentam diametros estaveis por no minimo 60
dias e baixa tendéncia de cremagem, sedimentacao, floculagédo, ou coalescéncia.
O diametro de particulas foi constante com o aumento da concentracdo do
monoestearato de sorbitano. No entanto, o aumento da concentracido do
monoestearato de sorbitano foi diretamente proporcional ao numero de

particulas.

O estudo da influencia da concentracdo do monoestearato de sorbitano no
consumo do éster etilico de indometacina demonstrou que quanto maior a
concentracdo do monoestearato empregada, mais lento foi o consumo do éster,
sendo que os tempos de meia-vida foram maiores quanto maior a concentragao
do monoestearato de sorbitano, apesar da area superficial ser maior quanto

maior a concentracdo de monoestearato nas formulacoes.

Para todas as suspensdes estudadas observou-se um ajuste satisfatorio dos
dados experimentais ao modelo empregado, sendo que os coeficientes de

liberacdo mostraram que o mecanismo de liberagao é o transporte anémalo.

Uma correlagédo linear indireta foi obtida entre a permeabilidade relativa das
nanocapsulas e o tempo de meia-vida de consumo do éster etilico de
indometacina. Com isso determinou-se que o controle da velocidade de consumo
do éster etilico de indometacina é obtido pela variacdo da concentracdo do
monoestearato de sorbitano, devido ao aumento da viscosidade do nucleo das

nanocapsulas.

O estudo de densidade demonstrou que na série IC a VC nanoemulsdes e
nanodispersdo (menos para IC) estdo simultaneamente presentes com
nanocapsulas, e nanoesferas ndo se formaram em nenhuma das suspensodes
analisadas. A analise por espalhamento de luz das bandas apds a
ultracentrifugacdo mostrou os didmetros médios e distribuicdo de tamanhos de
cada populagdo e com isso, foi possivel acessar os valores médios de massa das

particulas.
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+ Uma suspensdo otimizada apresentando apenas nanocapsulas foi preparada e

caracterizada, demonstrando ser homogénea e estavel.

% O gradiente de densidade mostrou ser um método extremamente util para a

caracterizagao inicial das suspensdes de nanocapsulas.

X/

% Ao lado de outros parametros ja estudados e utilizados, observou-se que néo so
a espessura da parede polimérica das nanocapsulas, mas também a quantidade
de monoestearato de sorbitano utilizados alteram a difusdo a partir das

nanocapsulas.
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Anexo

1 Sintese do Ester Etilico de Indometacina (SOARES, 2003)
//O //O
N cry N
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Indometacina éster etilico de indometacina

Esquema 1-A-1. Sintese do Ester etilico de indometacina.

RMN do 'H 200 MHz (8, ppm) CDCls: 7,65 e 7,47 (AB, 2H + 2H, ArH p-
clorobenzoila), 7,17 (d, 1H J = 2,5 Hz, H-4); 7,08 (d, 1H J = 9,0 Hz, H-7); 6,67 (dd,
1H J = 9,0 e 2,5 Hz, H-6); 4,04 (s, 3H, OCHs); 4,33 (q, 2H J = 7,1 Hz, OCH,), 3,86 (s,
2H, CH,); 2,59 (s, 3H, CHa); 1,45 (t, 3H J = 7,1 Hz, CH3CH,0).

RMN do "*C 75 MHz (APT, &, ppm) CDCls: 170,8 (CO-éster); 168,3 (CO-amida);
156,0, 139,2, 135,9, 134,0, 130,8, 130,7 e 112,7 (Cq); 131,1 e 129,1 (CH p-
clorobenzoila); 114,9, 111,6 e 101,3 (CH indol); 61,0 (OCH.); 55,7 (OCHs); 30,4
(CH.); 14,2 e 13,3 (CH3 e CH3CHy).
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2 Validagc&o de metodologia analitica para quantificagéo do Ester

A validacdo de uma metodologia analitica deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas,

assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003).

Foram selecionados os seguintes parametros para a validagdo das curvas-
padrao: linearidade, exatiddo, repetibilidade, precisdo intermediaria e limite de

quantificagao.

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito

na amostra, dentro de um intervalo especificado.

A média das nove curvas de calibracdo do éster etilico de indometacina em
acetonitrila, na faixa de concentracédo de 1,0 a 25,0 pg.mL'1, pode ser visualizado na
Figura 1-A2. O valor de F (9,36) da ANOVA da regressao linear foi maior que o F
tabelado (4,74) para a = 0,01, indicando a existéncia de relagcéo linear entre as
variaveis relacionadas. Da mesma forma, os coeficientes de correlagédo (r) das
curvas intra e inter-dias apresentaram valores acima de 0,99, estando de acordo
com o que é preconizado pela ANVISA (2003) Tabela 1-A2.

2000000 +
1800000 +
1600000 +
1400000 +
1200000 +
1000000 +

area absoluta

800000 +

y =71526x - 33569
R? = 0,999

600000 +
400000 +
200000 +

0

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

concentragdo(ug.mL™")

Figura 1-A2. Representacdo grafica da media das nove curvas do Ester etilico de
indometacina obtida por CLAE em acetonitrila.
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Tabela 1-A2. Coeficientes de correlagao (r) das curvas de calibragao do éster etilico
de indometacina.

Dia de validacé&o Curval Curva 2 Curva 3 Inter-dias

1 0,9994 0,9996 0,9996 0,9995 + 0,0001
2 0,9996 0,9995 0,9994 0,9995 + 0,0001
3 0,9996 0,9995 0,9997 0,9996 + 0,0001

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagdo ao valor adotado como verdadeiro. Foram
preparadas amostras de nanocapsulas acrescidas de 2,0; 5,0 e 10,0 ug.mL™" para

avaliar tal parametro.

O método permitiu a recuperacédo de 99,92 % para concentracao final de 12
ug/mL; 97,18 % para 15 ug/mL e 100,18 % para 20 ug/mL, resultando em uma
percentagem média de recuperagado de 99,1 + 1,7%, o que caracteriza o método
como exato, segundo preceitos da ANVISA (BRASIL, 2003).

A precisao é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma serie
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A repetibilidade
(precisao intra-dia) € a concordancia dos resultados dentro de um curto periodo de
tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao. A precisdo intermediaria é a
concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias

diferentes.

Os dados de repetibilidade, expressos pelos coeficientes de variagao (CV)
intra-dia, e os dados de precisdo intermediaria, expressos pelos coeficientes de
variagéo inter-dia, foram obtidos através da analise de seis determinagées de uma
mesma concentracdo, 10 ug.mL™, de uma amostra de NC contendo éster etilico de

indometacina em trés dias diferentes.
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Tabela 2-A2. Avaliagdo dos coeficientes de variagao intra e inter-dia do método
analitico de doseamento do éster (n=6).

Concentracédo do Dia 1 Dia 2 Dia 3 Inter-dias
éster (ug.mL™) CV% CV% CV% CV%
10 1,84 1,64 1,81 1,76

Para ambos os estudos os valores de coeficiente de variagdo (CV%) foram
inferiores a 2%, demonstrando repetibilidade e precisdo intermediaria adequada

para o método analitico em questdo (BRASIL, 2003).

Os resultados referentes aos testes de exatidao, repetibilidade e precisao
intermediaria e os coeficientes de correlagcdo obtidos das curvas de calibragao
apresentaram-se adequados, permitindo-se considerar validado o método para
doseamento do éster etilico de indometacina na faixa de concentragao de 1,0 a 25,0

pg.mL™.

O limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢coes

experimentais estabelecidas.

Com os dados provenientes da avaliacdo da linearidade foi calculado o limite
de quantificagdo através da Equacdo 1-A2. O valor obtido foi 0,857 ug.mL™" para o
limite de quantificagdo. Entdo a concentragdo mais préoxima da curva realizada, 1,0

pg.mL'1, foi considerada como o limite de quantificagdo do método analitico.

LQ :10% (Equacéao 1-A2)

Onde: LQ é o limite de quantificacdo; DP é o desvio padrado da reta de calibracédo e B

e o] coeficiente angular da reta de calibragao.
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3 Estudos de estabilidade

Este anexo mostra as demais anadlises para n=3 de espalhamento multiplo
realizadas para a serie de formulagdes IC a VC e para a NC-otimizada (Figuras 1.3a
a 6.3a). Em todas as formulagdes analisadas a transmisséo foi nula portanto os

resultados analisados estao relacionados aos perfis de BS.

0% Delta Backscattering

14%

10% i

-10%

-15%

-20%
amm 10mm 20mm 30mm 40mm

0% Delta Backscattering

T4%

10%

-20%
Omm amm 10mm 1amm 20mm 25mm 30mm 35mm 40mm

Figura 1.3.A Dados de BS das suspensdes IC-1l (B) e IC-lll (C). Os dados s&o representados em
fungéo do tempo (0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.
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Figura 2.A.3. Dados de BS das suspensdes IIC-I (A), IIC-II (B) e IIC-IIl (C). Os dados sado
representados em fungéo do tempo (0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra (0 até 45 mm).
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Figura 3.A.3. Dados de BS das suspensdes llIC-1I (B) e lIC-1ll (C). Os dados s&o representados em
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Figura 4.A.3. Dados de BS das suspensdes IVC-Il (B) e IVC-Ill (C). Os dados sao representados em
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fungéo do tempo (0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.
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Figura 5.A.3. Dados de BS das suspensdes VC-Il (B) e VC-III (C). Os dados sao representados em
funcao do tempo (0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.
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Figura 6.A.3. Dados de BS da suspensao NC-otimizada-ll (B) e NC-otimizada-lll (C). Os dados s&o
representados em fungéo do tempo (0:00 até 24:00 horas) e altura da amostra.
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