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RESUMO
Este trabalho centrou-se no desenvolvimento tecnoldgico e na caracterizacdo de
nanoparticulas poliméricas (nanocdpsulas ou nanoesferas) contendo melatonina,
empregando diferentes composicdes, métodos de preparacdo e concentragcdes de
melatonina. De uma maneira geral, as diferentes suspensdes nanoparticuladas foram
caracterizadas segundo a determinagdo dos teores totais de melatonina, a determinagao
das taxas de associacdo da melatonina aos nanocarreadores, a analise morfologica, a
determinacdo dos didmetros médios de particulas e polidispersdes, além da
determinacdo dos valores de potenciais zeta. As suspensdes de nanocapsulas ou de
nanoesferas foram preparadas pelos métodos de deposi¢do interfacial ou de
nanoprecipitagdo, respectivamente. Foram avaliadas as influéncias do tipo de polimero
[Eudragit® S100, Eudragit® RS100, poli(e-caprolactona) ou poli(lactideo)], de 6leo
(triglicerideos dos acidos céprico e caprilico, 6leo mineral ou Eutanol G®) e de
tensoativos (polissorbato 80, poloxamer 188, monooleato de sorbitano, monoestearato
de sorbitano ou lecitina) sobre as caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes. Os
resultados demonstraram que as nanoparticulas apresentaram didmetros inferiores a
350 nm, encapsulacdo parcial da melatonina e morfologia esférica. As suspensoes de
nanoesferas apresentaram eficiéncias de encapsulacdo similares, mas didmetros
inferiores as respectivas nanocapsulas. O tipo de polimero empregado influenciou nas
taxas de associacao da melatonina. De acordo com a maior eficiéncia de encapsulagdo
(56 %), nanocéapsulas preparadas com Eudragit S100® foram selecionadas para
secagem por aspersdo, empregando dioxido de silicio coloidal (3 % m/V). As
microparticulas nanorrevestidas obtidas apresentaram eficiéncia de encapsulagdo de 93
% e foram capazes de controlar a velocidade de liberagdo da melatonina,
comparativamente ao farmaco puro. O estudo de estabilidade das suspensdes de
nanocapsulas, comparativamente a nanoemulsdo e a nanodispersdo dos tensoativos,
mostrou que a composicdo dos sistemas e as condi¢des de armazenamento
influenciaram a estabilidade fisico-quimica das formula¢des. Um delineamento fatorial
2% foi também realizado objetivando-se a comparacdo das caracteristicas fisico-

quimicas de nanocapsulas de Eudragit RS100® contendo melatonina obtidas através de



deposicao interfacial ou de emulsificagdo-difusdo. As taxas de associacdo da
melatonina ndo foram influenciadas pela composicao das formulagdes e nem pelo
método de preparagdo empregado. Por outro lado, os didmetros, as polidispersdes, 0s
potenciais zeta, os valores de pH e a estabilidade fisico-quimica foram influenciados
pelo método de preparagao e/ou pela composicdo dos sistemas. As propriedades
antioxidantes da melatonina associada a nanoparticulas foram também avaliadas.
Desta forma, experimentos in vitro de lipoperoxidagdo de microssomas hepaticos ¢ de
lipossomas de fosfatidilcolina, induzida pelo radical ascorbil, foram realizados.
Nanocépsulas ou nanoesferas preparadas com Eudragit S100® foram selecionadas para
o estudo, com base na maior eficiéncia de associacdo do farmaco. Nanoemulsdo
também foi testada para verificar a influéncia da presenga do polimero. A presenca da
melatonina foi capaz de proteger os lipidios em comparagdo aos controles, com
influéncia da formulacdo, da dose de melatonina ¢ do modelo de membrana
empregado. Apenas os nanocarreadores poliméricos (nanocépsulas ou nanoesferas
revestidas com polissorbato 80) contendo melatonina foram capazes de aumentar
significativamente a atividade antioxidante deste farmaco nos dois modelos de
membrana empregados. Finalmente, nanocapsulas de Eudragit S100® revestidas com
polissorbato 80 foram administradas, intraperitonealmente em camundongos sadios, e
os efeitos antioxidantes agudos da melatonina in vivo foram avaliados no cérebro
(cortex frontal e hipocampo) e no figado. Os resultados demonstraram que as
nanocéapsulas contendo melatonina foram capazes de reduzir significativamente a
lipoperoxidacdo no cortex, no hipocampo e no figado, ao passo que a solu¢do do
farmaco ndo exerceu efeito significativo. O conjunto dos resultados demonstrou a
viabilidade tecnoldgica da preparagdao de sistemas poliméricos nanoparticulados e
microparticulados contendo melatonina, na forma de suspensdo ou de pos, com
potencial aplicagdo tanto no aumento da atividade antioxidante quanto no controle da

liberagao deste farmaco.

Palavras-chaves: melatonina, nanoparticulas, nanocapsulas, nanoesferas, polimeros
pré-formados, lipoperoxidagdo in vivo e in vitro.

XX



ABSTRACT

Technological Development and Evaluation of the Antioxidant Activity of

Melatonin-Loaded Nano- and Microparticulated Systems

This work has been based on the development and characterization of the melatonin-
loaded polymeric nanoparticles (nanocapsules or nanospheres) employing different
system compositions, methods of preparation and melatonin concentrations. In
general, the different nanoparticle suspensions were characterized in terms of
melatonin content and its association within the particles, morphology, mean size and
polydispersity of the particles, as well as the zeta potentials. The nanocapsule or
nanosphere suspensions were prepared by interfacial deposition or nanoprecipitation
methods, respectively. The influences of the type of the polymer [Eudragit® S100,
Eudragit® RS100, poly(e-caprolactone) or poly(lactide)], of the oil nature
(caprylic/capric triglyceride, mineral oil or Eutanol G®) and of the type of surfactants
(polysorbate 80, poloxamer 188, sorbitan monooleate, sorbitan monostearate or
lecithin) on the physicochemical characteristics of suspensions were evaluated. The
results demonstrated that the nanoparticles presented mean size lower than 350 nm,
partial encapsulation of melatonin and they were spherically shape. The nanosphere
suspensions presented similar encapsulation efficiencies to nanocapsules, however, the
former presented a lower mean size of particles. The type of polymer used in the
formulations influenced the encapsulation efficiencies. The nanocapsules prepared
with Eudragit S100® were selected to be spray-dried, using colloidal silicon dioxide (3
% w/v), due to the highest encapsulation efficiency (56 %). The nanoparticle-coated
microparticles presented the encapsulation efficiency of 93 % and they controlled the
release rate of melatonin when compared to the pure drug. The physicochemical
stability evaluation of the melatonin-loaded nanocapsule suspensions compared to the
nanoemulsion or the nanodispersion of surfactants showed that the composition of the
melatonin-loaded system and the storage conditions influenced the physicochemical

stability of the formulations. Melatonin-loaded Eudragit RS100®-nanocapsule



suspensions prepared by interfacial deposition or by emulsification-diffusion
techniques were also compared in terms of physicochemical characteristics using a 2°
fatorial-design. The formulation composition or the preparation methods did not
influence the encapsulation efficiencies. However, the mean size, polydispersity, zeta
potential, pH and physicochemical stability were influenced by the formulation
composition and/or by the preparation methods. The antioxidant properties of the
melatonin-loaded  nanoparticle  suspensions were also evaluated. Hence,
phosphatidylcoline liposomes or liver microsomes were used as model of the lipid
membrane and in vitro lipid peroxidation was induced by free radical ascorbyl. The
melatonin-loaded Eudragit S100® nanoparticles (nanocapsules and nanospheres) were
selected to this study based on the highest encapsulation efficiencies. The
nanoemulsion was also evaluated for studying the influence of the presence of the
polymer. The results demonstrated that the lipids were protected against peroxidation
due to the presence of the melatonin, and this effect depended on the type of
formulation, drug concentration and on the type of the membrane model. Only the
melatonin-loaded polymeric nanocarriers (polysorbate 80-coated nanocapsules or
nanospheres) were able to improve the antioxidant action of melatonin in both
membrane model. Finally, the in vivo acute antioxidant capacities of melatonin-loaded
polysorbate 80-coated Eudragit S100® nanocapsules in the brain (frontal cortex and
hippocampus) and in the liver were compared to the effect of the drug solution, after 1
h of intraperitoneal administration in mice. It was verified that the melatonin-loaded
nanocapsules significantly decreased the lipid peroxidation in the cortex, in the
hippocampus and in the liver. On the other hand, the melatonin solution did not
significantly decrease the lipid peroxidation. Briefly, the results demonstrated the
technological viability of the preparation of melatonin-loaded polymeric
nanoparticulated and microparticulated systems in the form of suspension or powder.
These polymeric particulated systems presented potential applications in both to

improve the antioxidant activity and to control the release profile of melatonin.

Keywords: melatonin, nanocapsules, nanospheres, preformed polymers, in vitro and
in vivo lipid peroxidation.
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INTRODUCAO






As nanoparticulas poliméricas sdo carreadores submicrométricos de farmacos,
as quais incluem as nanocépsulas e as nanoesferas. As nanocapsulas sao formadas por
uma camada polimérica disposta ao redor de um nucleo geralmente oleoso, enquanto
as nanoesferas sdo sistemas matriciais constituidos por polimero (PUISIEUX et al.,
1994; SCHAFFAZICK et al., 2003a). Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando
inimeras aplicacdes, tais como o controle da liberagdo de farmacos (SOPPIMATH et
al., 2001; LEGRAND et al., 1999; YOO et al., 2000), a distribui¢ao mais seletiva de
substancias ativas, aumentando os seus indices terapéuticos (PUISIEUX et al., 1994;
BARRAT et al.,, 2000; COUVREUR et al., 2002; PINTO-ALPHANDARY et al.,
2000; BRIGGER et al., 2002; CHELLAT et al., 2005), a vetorizagdo cerebral de
farmacos (SOPPIMATH et al., 2001; GARCIA-GARCIA et al., 2005), a veicula¢do
de antiinflamatorios ndo-esterdides (GUTERRES et al., 1995a; GUTERRES et al.,
1995b; SCHAFFAZICK et al., 2003b; POHLMANN et al., 2004), a prote¢do de
farmacos degradaveis no trato gastrintestinal (ALLEMANN et al., 1998; PONCHEL e
IRACHE et al., 1998; BILATI et al., 2005) ¢ o aumento de suas biodisponibilidades
(peptideos, proteinas, hormonios), o aumento da atividade antioxidante de substancias
ativas (PALUMBO et al., 2002), assim como a veiculagdo de farmacos para uso

oftalmico (CALVO et al., 1996; LUDWIG, 2005).

Durante as duas ultimas décadas, diversas técnicas para a preparagao de
suspensoes de nanoparticulas tém sido desenvolvidas, as quais tém evoluido no sentido
da utilizacdo de solventes e¢ componentes menos toxicos e na simplificagdo do
processo, objetivando-se a possibilidade de transposi¢do de escala e, ainda, buscando
otimizar as técnicas em termos de rendimento e de eficiéncia de encapsulagcdo de
farmacos (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a). Dentre estes métodos, aqueles
baseados na utilizagdo de polimeros pré-formados tém merecido destaque devido a
menor toxicidade e ao maior controle das particulas formadas, em relagdo ao método
de polimerizagao in situ. O método de nanoprecipitagdo de polimeros pré-formados de
FESSI e colaboradores (1986, 1989), o qual utiliza solventes misciveis com a agua,

tem sido bastante difundido, embora possua algumas limitagcdes como a



impossibilidade de ser empregado para farmacos que nao sao soluveis nestes solventes
e a agregacdo do polimero quando se trabalha com alta concentragdo do mesmo
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a; QUINTANAR-GUERRERO et al.,
1998b). Em vista destas limitacdes, uma metodologia mais recente, denominada
emulsificacdo-difusdo, a qual utiliza solventes parcialmente misciveis em agua foi
desenvolvida. Através deste método, as nanoparticulas sdo formadas, apos a difusao do
solvente pela adicdo de dgua, a partir de uma emulsdo prévia O/A. Uma interessante
vantagem deste método € o maior controle do tamanho das particulas formadas
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1996; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1997,
MULLER, 2003; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).

Outro campo de pesquisa que vem crescendo ¢ o desenvolvimento de formas
farmacéuticas solidas contendo nanoparticulas, com a finalidade de implementar a
estabilidade das formulacoes e, portanto, aumentar a aplicabilidade industrial destes
sistemas (SCHMIDT ¢ BODMEIER, 1999; MURAKAMI et al., 2000;
SCHAFFAZICK et al.,, 2002; POHLMANN et al., 2002). Para a secagem destas
suspensdes os métodos empregados tém sido a liofilizacdo (CHASTEIGNER et al.,
1996; MOLPECERES et al., 1997; SAEZ et al., 2000; SCHAFFAZICK, 2001;
SCHAFFAZICK et al., 2003b; ABDELWAHED et al.,, 2006) ¢ a secagem por
aspersdo (spray-drying) (GUTERRES et al., 1999; MULLER et al., 2000; WEISS,
2001; POHLMANN et al., 2002).

GUTERRES e colaboradores (1999) obtiveram, através de secagem por
aspersdo, poOs constituidos de aglomerados micrométricos de nanoparticulas
poliméricas, utilizando didxido de silicio coloidal como adjuvante, traduzindo-se em
interessantes intermediarios para a preparacdo de formas farmacéuticas para a
administragdo oral (capsulas e comprimidos). Através de microscopia eletronica,
verificou-se que estes pds sdo compostos por microparticulas esféricas de didoxido de
silicio, as quais, em aumentos maiores, apresentaram-se revestidas por nanoparticulas
poliméricas (MULLER et al. 2000; MULLER et al., 2001; WEISS, 2001; MULLER,
2003). Além disto, OBACH (2002) avaliou a potencialidade destes sistemas em



modificar a liberagdo de indometacina. Recentemente, BECK e colaboradores (2004,
2005) desenvolveram uma nova aplicagdo para as nanoparticulas, preparando
microparticulas nanorrevestidas, constituidas por nticleos de dioxido de silicio coloidal
contendo um farmaco, os quais foram revestidos com nanoparticulas através de

secagem por aspersao.

Desta forma, microparticulas sdo sistemas, geralmente poliméricos, que
apresentam didmetros na ordem de micrometros (THIES, 1996; BENOIT et al., 1996),
os quais, a exemplo dos sistemas nanoestruturados, também tém sido amplamente
empregados para o controle da liberag¢do de farmacos (CHO et al., 2001; YAMADA et
al., 2001; Del BARRIO et al., 2003), além de outras aplicagdes, destacando-se o
aumento da biodisponibilidade de substancias ativas (KAWASHIMA et al., 1993). Ao
contrario de muitos outros métodos classicos de preparacdao de microparticulas, a
secagem por aspersdo constitui uma técnica bastante rapida para a obtencdo das
mesmas, em virtude de consistir de um processo de etapa unica, além de ser passivel
de transposicao de escala e aplicavel a uma grande variedade de materiais, incluindo
substancias termolabeis (JAIN et al., 1998), bem como apresentar uma boa aceita¢do

na industria farmacéutica (BROADHEAD et al., 1992).

A inclusdo de farmacos em formas farmacéuticas multiparticuladas traz
inimeras vantagens em potencial, quando comparadas aos sistemas unitarios,
destacando-se uma distribui¢do mais uniforme e rapida ao longo do trato
gastrintestinal, menor variacdo da biodisponibilidade interindividual, maior
reprodutibilidade de doses, bem como a redugdo do risco de toxicidade, quando
comparadas ao rompimento de um sistema de ac¢do prolongado do tipo unitario (dose

dumping) (LIN et al., 1991; KAWASHIMA et al., 1993; WANG et al., 1997).

A melatonina ¢ um hormoénio natural, secretado pela glandula pineal, cuja
produgdo ¢ controlada por impulsos gerados na retina, através de uma estrutura
comumente denominada reldgio biologico, responsdvel pelo ritmo circadiano. Em
adultos jovens, a concentracdo de melatonina ¢ baixa durante o dia e elevada durante a

noite (BENES et al., 1997; HOFFMANN et al., 1998; RANG et al., 2001). A partir da



ultima década, a utilizagdo de melatonina exdgena tornou-se bastante disseminada e
esta disponivel, em muitos paises, como produto de venda livre, sendo utilizada como
automedicacdo ou suplemento alimentar ou, ainda, sob prescricao (ARENDT, 2003).
Formulagdes orais foram desenvolvidas para controlar distarbios do ciclo circadiano,
como no alivio da defasagem de tempo de longas viagens (jet-lag), da sindrome de
mudanga de trabalho, de doengas afetivas sazonais e de distarbios do sono. O emprego
de melatonina tem mostrado melhorar distirbios do sono em pessoas cegas € em
pacientes que sofrem de alguns tipos de sindromes da fase do sono retardada (LEE et
al., 1995; BENES et al., 1997; KANDIMALLA et al., 1999b; RANG et al., 2001).
Recentemente, alguns efeitos potenciais foram descritos para a melatonina, tais como
sedativo, anticonvulsivante, analgésico, anticancerigeno, contraceptivo ¢
antiinflamatorio (BRZEZINSKI, 1997, HOFFMANN et al., 1998; VIJAYALAXMI et
al., 2002).

Intmeras pesquisas também tém demonstrado a potente atividade antioxidante
da melatonina, atuando como seqiiestradora de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, aumentando a atividade de enzimas antioxidantes, reduzindo a atividade
de enzimas pro-oxidantes e aumentando os niveis de glutationa, sendo bastante efetiva
contra a lipoperoxidagdo (MELCHIORRI et al.,, 1995; REITER et al., 1997;
MORISHIMA et al., 1998; KARBOWNIK et al., 2000; OSSENI et al., 2000;
CHUNG e HAN, 2003; SAIJA et al., 2002; ORTEGA-GUTIERREZ et al., 2002;
TEIXEIRA et al., 2003; REITER, 2003; RODRIGUEZ et al., 2004). Em vista disto,
tem sido sugerido que a melatonina possui efeitos contra o envelhecimento e acao na
reducdo dos danos causados por radicais livres associados a certas patologias, como na
doenga de Alzheimer, no cancer (BEYER et al., 1998), em isquemia/reperfusdo
(TORII et al., 2004) e diabetes (NISHIDA et al., 2002), dentre outros.

Entretanto, a melatonina possui uma curta meia-vida bioldgica e apresenta
uma baixa e variada biodisponibilidade oral, provavelmente devido ao importante
metabolismo de primeira passagem e/ou absor¢do varidvel. Em funcdo destas

caracteristicas, a melatonina ndo ¢ adequada para incorporagdo em formas



farmacéuticas de liberacdo imediata convencionais (BENES et al., 1997; LEE et al.,
1998). Em decorréncia deste fato, sistemas de liberacdo controlada contendo
melatonina para serem empregados por via oral (LEE et al., 1995; LEE et al., 1996a;
LEE et al., 1996b; HOFFMANN et al., 1998; LEE et al., 1999; EL-GIBALY et al.,
2002, 2003), transdérmica (BENES et al., 1997; KANDIMALLA et al., 1999a;
KANDIMALLA et al., 1999b; DUBEY et al., 2006), trasmucosal (BENES et al.,
1997) ou nasal (MAO et al., 2004), tém sido desenvolvidos, tendo em vista suas
diversas potencialidades terapéuticas. Dentre estes sistemas, microparticulas de alcool
estearico, de quitosana e de amido (LEE et al., 1998; EL-GIBALY et al., 2002; MAO
et al., 2004) e, recentemente, lipossomas (DUBEY et al., 2006) tém sido estudados.

Considerando o exposto, este trabalho tem como proposta geral o
desenvolvimento de formulagdes inovadoras para a administragdo de melatonina,
baseadas em suspensdes de nanoparticulas poliméricas € em pds microparticulados
originados destas, visando avaliar a habilidade destes sistemas na encapsula¢do, no
controle da liberagdo e na atividade antioxidante da melatonina associada aos mesmos.
Cabe ressaltar que a melatonina foi selecionada como farmaco em virtude de ser
empregada em baixa dosagem e apresentar reduzida solubilidade em agua (condigdes
interessantes para a nanoencapsulacdo), ser recomendavel para administracio em
sistemas de liberacdo controlada, além de ser alvo de diversos campos recentes de
pesquisa, no que se refere as suas potencialidades terapéuticas. Deve-se destacar
também que, até o momento da defini¢do do trabalho, ndo foram encontrados relatos
na literatura cientifica da associacdo de melatonina a nanoparticulas. Além disto, este
representa o primeiro trabalho de nosso grupo de pesquisa baseado na
nanoencapsulacdo de uma substancia antioxidante, campo ainda pouco explorado na

nanotecnologia.






OBJETIVO






1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento e a
caracterizagdo de suspensoes aquosas de nanoparticulas contendo melatonina e
a conversao das mesmas em pos, através de secagem por aspersdao, bem como a
avaliacdo da atividade antioxidante da melatonina associada a estes sistemas

nanocarreadores.

2. Objetivos especificos

>

Obter e caracterizar suspensdes aquosas de nanocapsulas ou de nanoesferas
contendo melatonina (0,5 mg/mL), com diferentes composicdes, através dos

métodos de deposi¢do interfacial e de nanoprecipitagdo, respectivamente;

Obter, através de secagem por aspersdo (spray-drying), microparticulas
nanorrevestidas a partir das suspensoes selecionadas, bem como caracterizar os
produtos obtidos e avaliar o perfil de dissolu¢ao da melatonina a partir destes

sistemas;

Avaliar a estabilidade de suspensdes de nanocapsulas contendo melatonina (1,5
mg/mL), durante trés meses, sob diferentes condi¢cdes de armazenamento,

comparativamente a nanoemulsao e a nanodispersdo de tensoativos;

Realizar um delineamento fatorial do tipo 2°, visando a um estudo comparativo
das caracteristicas fisico-quimicas de suspensdes de nanocipsulas, contendo
melatonina (1,5 mg/mL), obtidas através dos métodos de deposi¢do interfacial e

de emulsificagcdo-difusdo, variando-se a composic¢ao dos sistemas;

Estudar a estabilidade fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas contendo
ou ndo melatonina, obtidas através de deposicdo interfacial ou emulsificagdo-
difusao;

Avaliar in vitro a atividade antioxidante da melatonina (200 ou 400 puM),

associada a nanocédpsulas ou a nanoesferas, contra a peroxidacdo lipidica

induzida pelo radical ascorbil, comparativamente a nanoemulsdo e a solucao do
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farmaco, utilizando diferentes modelos de membranas (microssomas de figado

de rato ou lipossomas de fosfatidilcolina);

Avaliar a capacidade antioxidante aguda in vivo da melatonina (1,0 ou 10,0
mg/kg) associada a nanocapsulas contra a peroxidagdo lipidica em cérebro
(cortex frontal e hipocampo) e em figado, apds a administragdo intraperitoneal

em camundongos sadios, comparativamente a solu¢do do farmaco.

12



CAPITULO 1: Revisdo de Literatura






PARTE | (PUBLICACAO 1): Caracterizaco e estabilidade
fisico-quimica de sistemas poliméricos nanoparticulados para a
administracdo de farmacos

Artigo publicado na revista Quimica Nova

(Quim. Nova, vol. 26, n° 5, p. 726-737, 2003)






Quim. Nova, Vol. 26, No. 5, 726-737, 2003

CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE FiS]C()—QUiM[CA DE SISTEMAS POLIMERICOS
NANOPARTICULADOS PARA ADMINISTRACAO DE FARMACOS

isao

Liane de Lucca Freitas e Adriana Raffin Pohlmann

Rev

Recebido em 28/10/02; aceito em 27/2/03

Scheila Rezende Schaffazick e Silvia Staniscuaski Guterres®
Faculdade de Farmécia. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Ipiranga 2752, 90610-000 Porto Alegre - RS

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9500, 91501970 Porto Alegre - RS

PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND STABILITY OF THE FOLYMERIC NANOPARTICLE SYSTEMS FOR
DRUG ADMINISTRATION. Palymeric nanoparticle systems such as nanocapsules and nanospheres present potential applications
for the administration of therapeutic molecules. The physico-chemical characteristics of nanoparticle suspensions are important

pre-requisites of the success of any dosage form development. The purpose of this review is to present the state of the ant regarding
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molecular weight, the surface charge, the drug content and the in vitre drug release profiles. Part of the review is devoted to the

description of the techniques to improve the stability of colloidal systems.
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INTRODUCAO

O controle da liberagao de firmacos em sitios de acio especifi-
cos, através da utilizagio de vetores, capazes de permitir a otimizagio
da velocidade de cedéncia e do regime de dosagem das substincias,
tem sido uma drea de intensa pesquisa nos dltimos dez anos. Dentre
os vetores, incluem-se as microparticulas e os sistemas coloidais
(lipossomas e nanoparticulas). As nanoparticulas, constituidas por
polimeros biodegradiveis, tdém atraido maior atengio dos pesquisa-
dores em relagio aos lipossomas, devido s suas potencialidades te-
rapéuticas, & maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e durante o
armazenamento'->,

As nanoparticulas poliméricas sao sistemas carreadores de
farmacos que apresentam didmetro inferior a 1 pm. O termo nano-
particula inclui as nanocipsulas e as nanoesferas, as quais diferem
entre si segundo a composi¢io e organizagio estrutural (Figura 1).
As nanocdpsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico dis-
posto ao redor de um micleo oleoso, podendo o firmaco estar dissol-
vido neste nicleo efou adsorvido 4 parede polimérica. Por outro lado,
as nanoesferas, que nio apresentam dleo em sua composicio, sio

Manocapsulas Manoesferas

Farede Matriz
polimérica B 4} polimérica
o a o
Nucleo )
oleoso 5
a) b) 4] d) 4

Farmaco MMacs

Figura 1. Representacdo esquemdtica de nanocdpsulas e nanoesferas
peliméricas: a) fadrmaco disselvide no niicleo oleoso das nanocdpsulas; b)
[firmace adsorvide a parede polimérica das nanocdpsulas; ¢ firmace retido
na matriz polimérica das nancesferas; d) firmace adsorvido ou disperso
maolecularmente na matriz polimérica das nanoesferas)

*g-mail: nanoc@farmaciaufrgs.br
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formadas por uma matriz polimérica, onde o firmaco pode ficar re-
tido ou adsorvido®*=,

Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando imimeras aplica-
coes terapéuticas, sendo planejados, principalmente, para adminis-
tracio parenteral, oral ou oftalmica. Uma das dreas mais promisso-
ras na utilizacio das nanoparticulas & a vetorizacio de firmacos
anticancerigenos®** e de antibidticos®™, principalmente através de
administragio parenteral, almejando uma distribuicio mais seletiva
dos mesmos e, assim, um aumento do indice terapéutico. Com rela-
¢ao 4 administragio oral de nanoparticulas, as pesquisas tém sido
direcionadas especialmente i: a) diminuigio dos efeitos colaterais
de certos farmacos, destacando-se os antiinflamatdrios nio-esterdides
(diclofenaco' 2, indometacina'*'%), os quais cansam freqilentemente
irritagdo 4 mucosa gastrintestinal e b) protecio de fdarmacos
degraddveis no trato gastrintestinal, como peptideos'®”, proteinas®®
efou hormédnios", aumentande a biodisponibilidade dos mesmos.
Outro grande interesse nas nanoparticulas é sua administracio oftal-
mica®™?, visando o controle da liberagiio, o aumento da biodispo-
nibilidade ocular efou a diminuiciio dos efeitos colaterais devido &
absorgao sistémica de certos firmacos.

Existem vérios métodos relatados na literatura para a preparacao
de nanoparticulas poliméricas, os quais podem ser, de uma forma
geral, classificados em métodos baseados na polimerizagio in situ
de mondmeros dispersos (ciancacrilato de alquila)™*® ou na precipi-
tagiio de polimeros pré-formados'™*¥, tais como poli(dcido ldtico)
(PLA), poli(icido litico-co-dcido glicdlico) (PLGA), poli(e-capro-
lactona) (PCL) e, ainda, os copolimeros do dcido metacrilico e de
um éster acrilico ou metacrilico. A Figura 2 apresenta as principais
etapas dos diferentes métodos de preparaciio de nanoparticulas™ .
Independentemente do método de preparacdo os produtos sio obti-
dos como suspensoes coloidais aquosas. Entretanto, durante o tem-
po de armazenamento, pode ocorrer a agregacio das nanoparticulas
no meio, resultando na formacio de precipitados™%. Além disso,
problemas de estabilidade quimica do polimero ou das demais maté-
rias-primas, incluindo o firmaco, podem ocorrer™*. A conseqién-
cia de uma estabilidade fisico-quimica limitada, em fungio do tem-
po. constitui um obstdculo para a aplicabilidade industrial das sus-
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Figura 2. Métodos usuais, empregados na preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, baseados na wilizagdo de mondmeros dispersos (A¥; B¥) ou
na precipitacio de pelimeros pré-formades (C*)

pensdes aquosas de nanoparticulas. Neste sentido, o interesse pelo
desenvolvimento de formas farmacéuticas sdlidas de nanoparticulas
& um ponto de convergéncia das pesquisas. Os problemas de estabi-
lidade limitada podem ser minimizados através da secagem das sus-
pensdes™¥. A sublimacéio (liofilizagio) tem sido bastante utilizada
para a desidratagio de sistemas coloidais, principalmente lipos-
somas**" e nanoesferas®*'*, empregando-se um crioprotetor ou
lioprotetor, geralmente um carboidrato, para evitar a agregacio das
particulas durante o congelamento das suspensoes. Recentemente, o
nosso grupo de pesquisa desenvolveu um método de secagem por
aspersio (nebulizacdo) para a obtenciio de pés nebulizados conten-
do nanoparticulas poliméricas***, utilizando como adjuvante o
diéxido de silicio (Aerosil 200%). Os produtos secos podem ser uti-
lizados na obtencio de formas farmacéuticas sdlidas, tais como cdp-
sulas e comprimidos, o que & interessante sob o ponto de vista tecnold-
gico e industrial.

Em fungao de sua natureza coloidal, dificuldades técnicas sio
encontradas na caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas. A
caracterizagio das suspensdes engloba a avaliacio morfolégica, a
distribuicao de tamanho de particula, a distribuicdo de massa molar
do polimero, a determinacdo do potencial zeta e do pH, a determina-
¢io da quantidade de fiarmaco associado 4s nanoestruturas, a cinética
de liberaciio do firmaco e, ainda, a avaliacio da estabilidade em fun-
cio do tempo de armazenamento®™ 2, O conjunto de informagdes
obtidas pela caracterizaciio destes sistemas pode conduzir & proposi-
cio de modelos que descrevam a organizagio das nanoparticulas em
nivel molecular, que serd dependente da composicio quali-quantita-
tiva das formulagdes.

Na literatura, estdo disponiveis alguns artigos de revisio refe-
rentes a nanoparticulas, os quais sdo direcionados principalmente
aos diferentes métodos de preparagiin' 43825 g g potencialidades
terapéuticas destes sistemas'?#%723_ Um artigo de revisio consis-
tente sobre caracterizagio de nanoparticulas foi publicado por
Maghenhein e Benita®™ e outros artigos de revisdao'** abordam al-
guns aspectos da caracterizacio fisico-quimica, embora estes nio
sejam o foco principal dos mesmos. Desta forma, artigos de revisio
atualizados, direcionados especificamente i caracterizagio fisico-
quimica e. principalmente, voltados & proposicio das formas de as-
sociacao de fdarmacos a nanocdpsulas e a nanoesferas poliméricas
ndo sdo encontrados na literatura.
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Este artigo tem como objetivo revisar as principais metodologias
empregadas para a caracterizacio fisico-quimica de nanoparticulas
poliméricas, visando a compreensio do comportamento fisico-qui-
mico destes sistemas. As proposi¢oes das formas de associagio e os
perfis de liberacdo do firmaco, a partir das estruturas coloidais
poliméricas, seriio enfocados. Além disto, também serdo abordados
estudos referentes & secagem das suspensdes de nanoparticulas, em-
pregando-se liofilizacio ou nebulizagio, como estratégia para au-
mentar a estabilidade fisico-quimica destes sistemas.

CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA
Avaliaciio morfologica

As microscopias eletronicas de varredura®™® (MEV) ou de trans-
missao™* 2 (MET) tém sido muito empregadas na obtenciio de in-
formagdes relativas i forma e ao tamanho das nanoparticulas. A MET
pode permitir também a diferenciacio entre nanocdpsulas e
nanoesferas, possibilitando, inclusive, a determinacdo da espessura
da parede das nanocdpsulas®®. A técnica de criofratura também tem
sido empregada para auxiliar a andlise morfolégica destes siste-
mas 10.60.63.65.6'."

Um trabalho que exemplifica a utilizagio da MET, associada a
técnica de criofratura, é o realizado por Rollot e colaboradores®, o
qual demonstrou que nancesferas apresentam forma esférica, com
estrutura polimérica sdlida, ao passo que, as nanocdpsulas sao for-
madas por um fino (cerca de 5 nm) invélucro polimérico ao redor do
niicleo oleoso. A utilizacio de microscopia eletronica, também asso-
ciada & técnica de criofratura, permitiu evidenciar a organizagio
morfoldgica de nanocdpsulas de poli(cianoacrilato de etila), nas quais
o dleo, um triacilglicerol (Miglyol 812%), estd circundado por uma
parede polimérica®.

Gouvender e colaboradores®™, através de MET, mostraram que a
incorporagao de quantidades baixas ou elevadas de firmaco nio al-
terou a morfologia de nanoparticulas formadas por PLA-bloco-
poli(éxido de etileno). Santos-Magalhiies e colaboradores™, através
de MEV, verificaram a presenca de uma segunda populagio de parti-
culas, com cerca de 2 pm de didmetro, em uma suspensio de
nanocapsulas de PLGA, apds 3 meses da preparacdo, a qual apre-
sentava diimetro inicial de 180 + 52 nm.

Outra técnica que tem sido empregada para caracterizar a
morfologia de superficie das nanoparticulas é a microscopia de for-
ca atbmica®™™, a qual fornece informagtes com alta resoluciio em
trés dimensdes. em escala nanométrica, sendo capaz ainda de resol-
ver detalhes de superficie em nivel atémico™. Feng e colaborado-
res® empregaram esta técnica visando um estudo morfolégico mais
detalhado de nancesferas de PLGA, preparadas empregando-se di-
ferentes emulsificantes. Através do estudo, foi verificada uma topo-
grafia complexa na superficie das particulas e, mediante a andlise
seccional das amostras, foi revelada a presenca de pequenas cavida-
des e de poros.

Distribuiciio de tamanho de particula

De uma forma geral, as nanoparticulas obtidas através de dife-
rentes métodos, apds a preparagio, apresentam uma distribuigao
unimodal, com um baixo indice de polidispersio®™™™. Os métodos
usuais para a determinacio da distribuicio de tamanho das
nanoparticulas consistem em espectroscopia de correlacio de fétons
e MEV ou MET*. Dependendo da formulagiio, podem ser verificadas
diferencas de tamanho de particulas conforme o método empregado
na sua determinacio, uma vez que a microscopia eletronica fornece
uma imagem da particula isolada do meio, enquanto a espectroscopia
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de correlacio de fétons possibilita a determinagio do raio
hidrodindmico das particulas em suspensao™.

Virios estudos'®# 7437 (Tahela 1) tém sido desenvolvidos
para a avaliagio dos principais fatores que afetam o diimetro das
particulas de sistemas nanoestruturados. Geralmente, as nanoparti-
culas, mesmo preparadas através de diferentes métodos, apresentam
didgmetros médios entre 100 e 300 nm™™ ™ no entanto, particulas
com didmetros em torno de 60 a 70 nm®™ ou mesmo inferiores a 50
nm podem ser obtidas™. A composigio quali-quantitativa™ e o meé-
todo de preparacio das nanoparticulas sio fatores determinantes do
diimetro médio e da polidispersio das particulas. No caso das nano-
cdpsulas, um fator importante, que influencia o didmetro das parti-
culas, € a natureza do dleo utilizado como micleo. Os resultados sao
atribuidos is diferencas de viscosidade™, hidrofobicidade® ou ten-
sio interfacial® das substincias empregadas.

Outra observacio relevante é que a adicio de mondmero &
emulsio® (método de polimerizacio interfacial) ou, ainda, a presen-
¢a do polimero® (método de deposicio de polimero pré-formado)
podem conduzir & diminuicio de tamanho de particula em relacédo a
emulsio devido, provavelmente, & reduciio da energia livre interfacial
do sistema, no primeiro caso, ou mediante um efeito estabilizador
do polimero ao redor das goticulas, no segundo.

Empregando-se o método de polimerizacio in situ, a presenca
do firmaco no meio pode alterar' ou ndo™ o didmetro médio das
particulas, uma vez que esse, assim como o tipo de tensoativo em-
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pregado, podem interferir ou nio na sintese e deposicio das cadeias
oligoméricas formadas™. A presenca do fdrmaco no meio reacional
influencia o processo de nucleacio, conduzindo a particulas maiores
com ampla distribuigiio de tamanho. Em alguns estudos™®*™™, quan-
do o firmaco foi adicionado apds o término da polimerizagio, o
tamanho destas nao foi alterado pela sua associagio. Utilizando-se o
método de precipitacio de polimeros pré-formados, a presenca do
farmaco na fase orgiinica, antes da precipitacio do polimero em meio
aquoso, também pode™ ou ndao® 7 influenciar o didmetro médio de
particulas.

E importante mencionar que a tendéncia 4 agregacio e sedimen-
tagao das nanoparticulas dispersas, em fungio do tempo, pode ser
monitorada pela determinaciio de mudancas na distribuicio de tama-
nho de particulas®3®,

Massa molar e distribuicio de massa molar do polimero

A determinagio da distribuicio de massa molar do polimero,
apds preparaciio, pode fornecer informacdes em relaciio 4 influéncia
de componentes da formulagiio sobre o processo de polimerizacio?,
sobre a ocorréncia de reagdes quimicas entre o farmaco e o polimero™
e, ainda, sobre a degradagiio do polimero, em funciio do tempo™. A
técnica comumente utilizada para a determinacio da distribuigio de
massa molar do polimero ¢ a cromatografia de exclusio de tama-
nho®##,  Qutra téenica que pode ser empregada é o espalhamento

Tabela 1. Parimetros que influenciam o didmetro médio de nanocdpsulas e de nanoesferas preparadas através de diferentes métodos

Farmaco Polimero*  Método de preparacao

Resultados Ref.

Mesilato de pefloxacino PECA

ou Ofloxacino

polimerizagio
em emulsao

- a presenca do ofloxacino no meio de polimerizagio 10
aumentou o diiimetro das NS em comparacio as
formulagdes sem firmaco, preparadas com
Triton X10%, Tween 80% ou Pluronic F&E®
como tensoativos

- a presenca do pefloxacino no meio de polimerizacio
aumentou o didmetro das NS apenas no caso da
formulagio preparada com Pluronic F68®

Metipranolol PCL
pré-formado

PIBCA polimerizagio interfacial

precipitacio de polimero

- para ambos os métodos, as NC preparadas
com Labrafil® apresentaram didmetro menor que as
preparadas com Miglyol 840" e a concentracio
de dleo nio influenciou o didmetro das particulas

Diclofenaco FLA
pré-formado

PLA emulsificagio-difusio

PIBCA polimerizacio interfacial

precipitacio de polimero

- as concentracoes de dleo e de farmaco nio
influenciaram o difimetro das NC

- aumento da concentragio do polimero ocasionou
aumento do didmetro das NS - 0 aumento da
velocidade de agitacio e aumento da concentragio
do tensoative ocasionaram reducio do didmetro
das particulas

- difimetro das NC menor que o didmetro das
goticulas da nanoemulsio correspondente

Cloridrato de betoxolol PIBCA

PIBCA
PIHCA

polimerizagio em emulsio

polimerizagio em emulsio

- adigio do firmaco apds a formacgio das NS nao 76
alterou o didmetro

- o aumento da concentracio de HC1 ou do
tensoative diminuiu o didmetro das NS

- aumento da concentracio de mondmero

ocasionou o aumento do didmetro das NS

77

Sulfato de amicacina PIBCA

polimerizacio em emulsio

- 0 aumento da concentragio do farmaco ocasionou 78

o aumento do didimetro das NS

*PIBCA: poliicianoacrilato de ise-butila); PECA: poli(cianoacrilato de etila); PIHCA: poliicianoacrilato de iso-hexila); PLA: poli(dcido
latico): PCL: poli{g-caprolactona); NC: nanocdpsulas; NS: nanoesferas.
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de luz estitico, mediante a andlise da intensidade de luz espalhada
pelas particulas'®.

Através da comparaciio da distribuicio de massa molar entre
nanoesferas de poli(cianoacrilato de iso-butila) contendo ou ndo
ampicilina, um antibistico B-lactimico, nfo foram observadas mu-
dangas significativas neste parimetro, apos a adicio do farmaco no
meio reacional, levando os autores a concluir que nao houve interactes
quimicas entre a ampicilina e a macromolécula em formagio™. Por
outro lado, Alonso e colaboradores™ verificaram que a presenga de
sulfato de amicacina, um antibidtico aminoglicosideo, no meio de
polimerizacdo, conduziu & obtencio de cadeias de poli(cianoacrilato
de butila) com maior massa molar, em relagio aquelas preparadas
sem o firmaco. Fresta e colaboradores'® verificaram que ofloxacino,
um antibidtico fluorquinolénico, funciona come um iniciador da
polimerizacdo, conduzindo a cadeias poliméricas com menor massa
molar, enquanto que o mesilato de pefloxacino foi capaz de levar &
formacio de cadeias poliméricas de maior massa molar, em relagio
as particulas obtidas na auséncia destes firmacos.

Reich® verificou, através de estudos de distribuicio de massa
molar, que a estabilidade quimica das nanoparticulas de PLA, em
fluidos gdstrico e intestinal artificiais, foi dependente das caracteris-
ticas do polimero e do pH do meio. E, ainda, que a distribuicio de
massa molar foi levemente influenciada pela presenca de enzimas e/
ou do tensoativo (poloxamer 188) adsorvido.

Potencial zeta

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas,
o qual ¢ influenciado pelas mudancas na interface com o meio
dispersante, em razio da dissociacio de grupos funcionais na super-
ficie da particula ou da adsorgio de espécies ibnicas presentes no
meio aquoso de dispersio®®. Este parimetro € determinado utili-
zando-se técnicas de eletroforese™ ™.

0s fosfolipideos (lecitinas), os poloxamers (copolimeros dos
dxidos de etileno e de propileno) e os polimeros constituintes das
nanoparticulas siio os principais componentes presentes nas formu-
lagoes capazes de influenciar o potencial zeta. Especialmente os po-
liésteres, como o PLA, e as lecitinas fornecem um potencial negati-
vo i interface, enquanto que, os poloxamers (tensoativos nio-idnicos)
tendem a reduzir o valor absoluto deste parimetro™. Em mddulo,
um valor de potencial zeta relativamente alto ¢ importante para uma
boa estabilidade fisico-quimica da suspensio coloidal, pois grandes
forgas repulsivas tendem a evitar a agregacio em funcéo das colisdes
ocasionais de nanoparticulas adjacentes.

As caracteristicas de superficie das particulas também podem
alterar a resposta bioldgica do farmaco associado. Quando se admi-
nistram intravenosamente sistemas de nanoparticulas convencionais,
estes siio rapidamente removidos da circulagio sanguinea pela agiio
de células do sistema fagocitirio mononuclear, dificultando a chega-
da do farmaco ao sitio de agio. Diferentes estratégias tém sido pro-
postas para modificar a distribuicfo in vive das nanoparticulas, basea-
das principalmente na redugio da hidrofobicidade da superficie das
particulas através da adsorcao fisica de um polimero hidrofilico
[poli(etilenoglicol)] =5,

Calvo e colaboradores™ prepararam nanoemulsdes e nanocip-
sulas de PCL, nas quais quitosana (um polissacarideo catidnico) fol
incorporada s formulagdes para fornecer potencial de superficie
positivo as particulas (£ =+37 mV a { = +61 mV), objetivando faci-
litar a interacio destas com as membranas bioldgicas fosfolipidicas,
além de prevenir a desestabilizacio das nanoestruturas de poli¢ster
devido & adsorgio de cdtions e proteifnas catidnicas presentes nos
fluidos bioldgicos.

A determinaciio do potencial zeta também pode ser 1itil na
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elucidacio do mecanismo de associacio de firmacos &s nanopar-
ticulas*®™. Um exemplo desta abordagem ¢ o trabalho de Alonso e
colaboradores™, em que o potencial zeta de nanoesferas de
poli{cianoacrilato de butila) foi determinado para se inferir sobre o
mecanismo pelo qual o firmaco, sulfato de amicacina, e este polimero
interagem. Desta forma, foi verificado que, quando o firmaco foi
adicionado as nanoparticulas em quantidades crescentes, a redugio,
em mddulo, do potencial zeta foi concordante com o aumento da
taxa de associagio do firmaco. Os autores sugeriram que oCorre uimna
interaciio eletrostitica entre o firmaco e o polimero.

Estudos comparativos entre nanocipsulas, nanoesferas e
nanoemulsio foram realizados para a proposi¢io de modelos descri-
tivos da organizaciio destas nanoparticulas. Calvo e colaboradores®
observaram os efeitos da composigio das diferentes formulagdes
sabre os valores do potencial zeta. Foi verificado que a presenca da
fase oleosa, nas nanocipsulas e nanoemulsdes, conferiu a estas um
potencial zeta mais negativo ({ = 41,94 mV e { = -42,32 mV, res-
pectivamente) em relacio as nanoesferas (£ =-16,33 mV). Tendo em
vista a semelhanga dos resultados obtidos para nanocdpsulas e
nanoemulsdes, o8 autores sugeriram que a camada polimérica ao re-
dor das goticulas de dleo seria um delgado filme polimérico. Com o
mesmo objetivo, Losa e colaboradores® determinaram valores de
potencial zeta similares para nanocdpsulas e nanoemulsdes, conclu-
indo que a camada polimérica ao redor das goticulas de dleo poderia
nio ser continua. Por outro lado, Mosqueira e colaboradores™ nio
observaram alteragio do valor do potencial zeta em funcio da natu-
reza do nticleo oleoso (triglicerideo dos dcidos cdprico e caprilico,
succinato de diglicerila dos dcidos cdprico e caprilico, dicaprilato/
dicaprato de propilenoglicol, oleato de etila, dleo mineral, dodecano,
dleo de soja) utilizado para a preparaco de nanocdpsulas de PLA,
concluindo que o éleo deveria estar completamente encapsulado pelo
polimero. Além disto, sugeriram, através de comparagcdes dos valo-
res de potencial zeta de diferentes formulacdes, que a lecitina, utili-
zada como tensoativo, poderia estar localizada na superficie externa
do polimero ou misturada com o filme polimérico ao redor do mi-
cleo oleoso.

pH das suspensdes

Informagoes relevantes sobre a estabilidade de suspensoes
nanoparticuladas podem ser obtidas mediante o monitoramento do
pH. em funcio do tempo. Por exemplo, a alteracio do pH pode ser
indicio de degradacio do polimero™®. Em um trabalho realizado
por Calvo e colaboradores® foi verificada uma diminuicio da massa
molar da PCL em suspensdes de nanocdpsulas e de nanoesferas, apos
6 meses de armazenamento, com conseqiiente diminuicio do pH
destas formulagdes.

Mo entanto, a diminuigio dos valores de pH de suspensoes
coloidais poliméricas, em um curto periodo de tempo. pode ser
atribuida tanto & ionizagdo de grupos carboxilicos presentes no
polimero, quanto & hidrélise, dependendo da hidrofobicidade do
poligster. Suspensdes de nanoparticulas preparadas com PCL
apresentaram reduciio dos valores de pH, num periodo de 3.5 meses™.
Este fato foi atribuido & exposigio de maior nimero de grupos dcidos
carboxilicos terminais, em funcio do tempo, promovida pela
relaxacio das cadeias poliméricas. Em outro trabalho do nosso grupo
de pesquisa®™, a diminuigio do pH de suspensdes de nanocdpsulas
de poli(dcido metacrilico-co-metacrilato de metila) (Eudragit S90%),
monitorado durante os primeiros 45 dias apds a preparacio, foi
também atribuida & dissociacio dos grupos carboxilicos, presentes
como grupos pendentes no polimero, que, em fungio do tempo, se
posicionam na interface particula/igua devido & relaxacio das cadeias
poliméricas.
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Determinacio da taxa de associacho e da forma de associacio
do fairmaco

A determinacio da quantidade de firmaco associada as
nanoparticulas € especialmente complexa devido ao tamanho redu-
zido destas, que dificulta a separagio da fracao de farmaco livre da
fragiio associada'*!. Uma técnica de separaciio bastante utilizada é a
ultracentrifugacio™ ™™ pa qual a concentragiio de farmaco livre,
presente na suspensio, € determinada no sobrenadante, apds a
centrifugacio. A concentracdo total de farmaco, por sua vez, € geral-
mente determinada pela completa dissolucio das nanoparticulas em
um solvente adequado. Por conseguinte, a concentragiao de firmaco
associada s nanoestruturas ¢ calculada pela diferenga entre as con-
centragdes de firmaco total e livre. Outra técnica que também tem
sido empregada € a ultrafiltragio-centrifugacio™ ¥, na qual uma
membrana (10 kDa) é empregada para separar parte da fase aquosa
dispersante da suspensio coloidal. A concentracdo livre do firmaco
¢ determinada no ultrafiltrado e a fragio de farmaco associada as
nanoestruturas & calculada também pela subtracdo das concentra-
coes total e livre.

A Tabela 2 exemplifica alguns valores de taxas de associacio de
diversos firmacos?2 9 RTAANSM 5 panocdpsulas ou a nanoesferas
preparadas com diferentes polimeros. De acordo com os estudos pu-
blicados, diversos fatores sdo capazes de influenciar a quantidade de
farmaco associada aos sistemas nanoestruturados, dentre os quais des-
tacam-se as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco™*, o pH do
mein™ ™ a5 caracteristicas da superficie das particulas ou a nature-
za do polimero'®, a quantidade de farmaco adicionada a formulacio’, a
ordem de adicio do firmaco na formulaciio, ou seja, antes (incorpora-
¢io) ou apds (incubagiio) a formacfio das nanoestruturas'®®, a nature-
za do dleo utilizado™ (no caso das nanocdpsulas) e o tipo de tensoativo
adsorvido a superficie polimérica™.

Modificando-se as caracteristicas de superficie das particulas, &
possivel obter diferentes taxas de associagio do farmaco por adsorcio,
para uma mesma concentracio inicial do mesmo. Este pardmetro é
provavelmente muito importante para determinar a capacidade de
prolongar o tempo de agio do firmaco™. Portanto, € relevante deter-
minar a isoterma de adsorcio de fdrmacos i superficie das
nanoparticulas, uma vez que a mesma fornece informagoes de como
o farmaco estd distribuido na superficie das particulas e, ainda, sobre
acapacidade de associagiio do mesmo. Experimentalmente™, em uma
dada temperatura, diferentes quantidades de firmaco sfiio adiciona-
das a um determinado volume de suspensio. Apds estabelecido o
equilibrio, pela distribuicio do firmaco entre a fase fluida e o
adsorvente (nanoparticulas), uma aliquota de cada mistura &
ultracentrifugada e a concentracdo do firmaco € determinada no
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sobrenadante. A isoterma de adsorc@o, que expressa a variacio da
concentragio de equilibrio no adsorvente, é obtida plotando-se os
valores de concentragio de equilibrio contra os valores de farmaco
adsorvido. Além disso, uma pequena variacio nas quantidades
adsorvidas pode induzir a grandes diferencas no perfil de liberacdo
do farmaco, principalmente para aqueles fracamente ligados as
nanoparticulas' ¥,

Em relagiio is nanoesferas, diferentes formas de associacio do
fiirmaco sio descritas, sendo relatado que este pode estar dissolvido ou
disperso dentro da matriz polimérica, ou ainda que pode estar adsorvido
ao polimero*®. No entanto, até o presente momento, nfio estd clara a
diferenca entre a adsorciio do firmaco & matriz polimérica e a sua dis-
persio molecular na particula. Por outro lado, nas nanocipsulas, as quais
foram desenvolvidas para aumentar a eficiéncia de associagio de fdrmacos
lipofilicos, estes deveriam estar encapsulados pela membrana polimérica,
ou seja, dissolvidos no miicleo oleoso. Entretanto, alguns artigos relatam
a possibilidade da adsorgio do firmaco & parede polimérica das
nanocipsulast®233%2, Seaundo Fresta e colaboradores', os farmacos,
quando associados pelo processo de incorporacio, estariam dissolvi-
dos, dispersos, adsorvidos ou quimicamente ligados & matriz polimérica.
Por outro lado, utilizando-se 0 método de incubaciio, dependendo da
natureza quimica do firmaco e do polimero, esse poderia estar adsorvido
s nanoestruturas®.

Em vista disto, outro ponto que merece destaque, & a proposicao
da forma de associagiio do farmaco &s nanoparticulas, a qual é bastan-
te complexa, uma vez que os métodos disponiveis apenas determinam
a concentracio de firmaco associada aos sistemas, ou seja, ndo sdo
capazes de diferenciar se o firmaco estd adsorvido ou retido na matriz
polimérica das nanoesferas, ou se estd dissolvido no éleo das
nanocdpsulas e/ou adsorvido & parede polimérica. Neste contexto, os
pesquisadores €m feito inferéncias a respeito da associacio do farmaco
s nanoparticulas através de estudos comparativos de potencial zeta® ™,
de perfis de liberaciio™*, de distribuiciio de massa molar do polimero™,
de estudos de adsorcio efou de taxa de associacio do firmaco as
nanoestruturas™ 1 M50 o ainda, através do uso de sondas fluores-
centes®. A Tabela 3 apresenta alguns exemplos de trabalhos nos quais
foram obtidas algumas informagdes a respeito da provédvel forma de
associagiio de firmacos™TSLMISI0 e papoestruturas, incluindo
oligonucleotideos ou peptideos como a insulina.

Outro interessante trabalho, que objetivou a quantificacao de uma
fracio de farmaco adsorvida & superficie das nanoparticulas, foi de-
senvolvido por Gref e colaboradores'. Neste estudo, através da uti-
lizacio de espectroscopia eletronica para andlise quimica, foi possi-
vel determinar a quantidade de ciclosporina A, um imunossupressor,
presente na superficie de nanoparticulas de PLA (16%) e de PLA-
bloco-polifetilenoglicol) (8%%).

x

Tabela 2. Taxas de associacio de alguns farmacos a nanoparticulas poliméricas

Firmaco Polimero* Sistema Método de andlise Taxa de associacio (%) Ref.
Indometacina PCL. PLA NC, NS ultrafiltracio 94-100 22,903
Diclofenaco PLA, PCL, NC, NS ultrafiltracio 100 37,39, 50
Eudragit S90%

Ciclosporina A PCL NS ultracentrifugacio 90-98 38
Ampicilina PIBCA NS ultracentrifugacio 75 77
Diazepam PCL NC ultracentrifugacio 92-94 87
Pentamidina PLA NS ultrafiltracdo 48-75 a0
Etionamida Eudragit S90% NC, NS ultrafiltracio 39-62 91
Insulina Quitosana NS ultracentrifugacio 87-96 94

#*PIBCA: poli(cianoacrilato de iso-butila), PLA: poli(acido ldtico); PCL: polije-caprolactona); NC: nanocdpsulas; NS: nanoesferas.
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Tabela 3. Forma de associagio de diferentes firmacos a nanocipsulas ou a nanoesferas poliméricas
Farmaco Polimero* Método de preparacio Método de analise Forma de associacio Ref.
Hematoporfirina PIBCA polimerizacio em isotermas de adsorgio - adzorcio do farmaco na T
PIHCA emulsio - ultracentrifugacio superficie das NS
Oligonucleotideo PIBCA polimerizacio sonda fluorescente - dissoluciio do firmaco no 28
interfacial nticleo aquoso das NC
Ampicilina PIBCA polimerizagio em liberagio - - retengiio do fdrmaco pela 77
emulsio ultracentrifugacio matriz polimérica das NS
Etionamida Eudragit precipitacio de liberacdo - - interacdo eletrostatica do 91
500* polimero pré-formado ultrafiltragio farmaco com as NC e NS
Insulina Quitosana geleificacio ionotrépica  incubacio - liberacio - - interacio eletrostitica do a4
ultrafiltragio fdrmaco com as NS
Doxorrubicina PIBCA polimerizagio isotermas de adsorgiio - - forte adsorgio do farmaco a5
em emulsao centrifugagio nas NS
Oligonucleotideo MMA/EMA  polimerizacio radicalar  incubacio - - interacio do firmaco por 100
quantificacio pares idnicos com as NS

*PIBCA: poliiciancacrilato de iso-butilay, PIHCA: poli(cianoacrilato de iso-hexila);: MMA/EMA: copolimero de metacrilato de metila e
metacrilato de monometilaminoetila; NC: nanocdpsulas; NS: nanoesferas.

Calorimetria exploratoria diferencial, difracdo de raios X e
espectroscopia no infravermelho

Outras técnicas empregadas para a determinagio da forma de
associagio do firmaco a nanoparticulas incluem a calorimetria
exploratdria diferencial, a difracdo de raios X efou a espectroscopia
no infravermelho. A seguir, serdo descritos alguns exemplos do em-
prego destas técnicas.

Os métodos termo-analiticos, tais como calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), sfo de grande utilidade para a andlise de
polimeros', e ém sido utilizados também para investigar interactes
entre os polimeros ¢ os farmacos em diversas formulagoes de
microesferas™ e nanoparticulas®™. Deste modo, informacdes tteis
podem ser obtidas a respeito da morfologia do polimero cristalino e
sobre o estado de dispersiio sélida ou molecular do firmaco associa-
do a estes sistemas poliméricos™!™. Andlises através de DSC tém
sido utilizadas também para estudar as interagdes intermoleculares
entre firmacos e adjuvantes, sendo de grande utilidade em estudos
de pré-formulagio, na medida em que podem ser obtidas informa-
¢oes sobre potenciais incompatibilidades fisicas ou quimicas entre o
firmaco e os adjuvantes™. Também ¢ possivel investigar reacies
quimicas, como polimerizacgio, depolimerizacio e degradagio'™.

A caracterizagio do estado fisico de indometacina associada a
nanocidpsulas e a nanoesferas de PCL, realizada por DSC e difracio
de raios X, indicou que o firmaco estd disperso molecularmente na
malriz polimérica®. Adicionalmente, através do uso de espectroscopia
no infravermelho, foi verificada a auséncia de reagtes quimicas en-
tre a indometacina e o polimero. Empregando-se DSC, raios X e
espectroscopia no infravermelho também foi verificado que o diclo-
fenaco sadico estaria disperso molecularmente em nanoestruturas
preparadas com uréia-formaldeido'™. Ainda. através de DSC e raios
X' foiverificado que um farmaco anti-hipertensivo diidropiridinico
estaria molecularmente disperso na matriz de nanoesferas, prepara-
das com PCL, PLA ou PLGA.

Além do emprego de DSC na elucidagiio da forma de associagio
dos fdrmacos &s nanoestruturas, esta técnica também pode ser apli-
cada na obtencdo de informacdes a respeito da organizacio de ou-
tros componentes das formulacoes nestes sistemas. Assim, andlises
por DSC' permitiram propor que o monoestearato de sorbitano,
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um tensoativo, estaria dissolvido no micleo oleoso (triglicerideo dos
dcidos céprico e caprilico) das nanocdpsulas de PCL. No caso das
nanoesferas, fol proposto um sistema bifasico polimero-tensoativo,
onde 0 monoestearato de sorbitano estaria disperso na matriz poli-
mérica.

CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO DO FARMACO

Segundo Soppimath e colaboradores!, a liberagiio dos firmacos
a partir de sistemas nanoparticulados poliméricos depende de dife-
rentes fatores: a) da dessorgio do firmaco da superficie das particu-
las; by da difusdo do farmaco através da matriz das nanoesferas: c)
da difusio através da parede polimérica das nanocdpsulas; d) da ero-
sao da matriz polimérica ou ) da combinagao dos processos de difu-
sio e erosio. Métodos como a difusiio em sacos de didlise™™ e a
separacio baseada na ultracentrifugacio™ ™, na filtraciio a baixa
pressao'™ ou na ultrafiltracio-centrifugacio™** tém sido utilizados
para este fim.

Li e colaboradores'™ verificaram que a albumina, utilizada como
proteina modelo, associada a nanoparticulas de PLGA ou de PLGA-
bloco-polifetilenoglicol) apresentou uma rdpida liberacio inicial, a
qual pode estar relacionada com uma fracio da proteina adsorvida 2
superficie das particulas. Numa segunda etapa, o perfil de liberacio
apresentou forma sustentada, atribuida i difusio da proteina através
da matriz polimérica e i erosio desta. De forma semelhante, Fresta e
colaboradores' verificaram uma liberagiio bifdsica de mesilato de
pefloxacine ou ofloxacino a partir de nanoesferas de poli(cianoacrilato
de etila), com uma liberagio rapida inicial, seguida por uma fase de
liberacio muito lenta, com uma cinética de primeira ordem. A velo-
cidade de liberagdo de cisplatina, um anticancerigeno, a qual tam-
bém apresentou-se bifdsica, foi afetada pela composicio das
nanoparticulas. A diminvicio da razfio PLGA/polifetilenoglicol)
aumentou a velocidade de liberagiio do farmaco™.

Bapat e Boroujerdi® sugeriram que a liberaciio de doxorrubicina,
uma antraciclina antineopldsica, incorporada a nanoparticulas de
poli(cianoacrilato de ise-butila), pode ser controlada e dependente
da taxa de erosio da particula. Em outro estudo, a cinética de libera-
cio de doxorrubicina conjugada quimicamente ao grupo carboxilico
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terminal do PLGA, através de uma ligacio éster, foi sustentada, po-
dendo ser controlada pela massa molar do polimerc®.

A liberaciao de clonazepam, utilizado como farmaco modelo,
associado a nanoesferas, constituidas pelo tribloco PCL-bloco-
poli(etilenoglicol}-bloco-PCL seguin aproximadamente uma cinética
de pseudo ordem zero'®. Quanto maior a massa molar do tribloco,
mais lenta foi a cinética de liberacio do firmaco, sendo esta contro-
lada predominantemente por um mecanismo de difusio do que pela
degradaciio do copolimero.

Em um trabalho realizado em nosso laboratério™, suspensies de
nanocdpsulas ou de nanoesferas de Eudragit S90% contendo
etionamida, um tuberculostdtico, preparadas pela adicio do firmaco
antes (incorporacio) ou depois (incubagio) da formacio das
nanoparticulas, tiveram seus perfis de liberacio avaliados para se
determinar o mecanismo de associagio do firmaco aos coldides. Foi
observada a liberaciio rdpida e total do farmaco a partir das formula-
coes obtidas por incubacio e liberaciio de 80% e de 90% a partir das
nanoparticulas preparadas por incorporacio. Desta forma, esta com-
paracio levou a proposigio de que o farmaco estaria majoritaria-
mente adsorvido & superficie das particulas. Esta adsorcio seria de-
corréncia da formacio de um sal entre o dcido conjugado da
etionamida e os dnions carboxilatos do polimero.

Tendo em vista os estudos realizados, a cinética de liberaciio de
farmacos a partir de nanoesferas apresenta-se, geralmente, na forma
de uma exponencial (primeira ordem), provavelmente devido a difu-
sio do farmaco da matriz polimérica para o meio efou i erosio da
matriz polimérica, liberando o farmaco!!o1®10111

No caso das nanocdpsulas, o firmaco, teoricamente dissolvido
no nticleo oleoso, seria liberado desta estrutura vesicular mediante a
sua difusdo através da parede polimérica, podendo apresentar cinética
de ordem zero'. Neste sentido, Fresta e colaboradores™ verificaram
que os perfis de liberacio de carbamazepina, etosuximida e fenitoina
{anticonvulsivantes ), associadas a nanocdpsulas de poli(cianoacrilato
de etila), seguiram aproximadamente uma cinética de ordem zero.
Desta forma, o mecanismo de liberacio destes firmacos corres-
ponderia, principalmente, 4 difusio dos mesmos a partir do niicleo
oleoso em direciio 4 parede polimérica. Além disto, a rdpida libera-
¢io inicial dos fdrmacos poderia, segundo os autores, ser atribuida a
uma pequena quantidade destes adsorvida a superficie das particu-
las. Watnasirichaikul e colaboradores'? também estimaram que a
cinética de liberacio de insulina a partir de nanocdpsulas de
poli{cianoacrilato de etila) segue uma cinética de ordem zero.

Por outro lado, Calvo e colaboradores™, com base na similaridade
entre os perfis de liberagdo de indometacina, associada a nanocdpsulas
de PCL e & nanoemulsio, sugeriram que a parede polimérica das
nanocipsulas ndo influencia o processo de liberagio, sendo este afeta-
do somente pela particio do firmaco entre as goticulas de dleo e o
meio agquoso externo. Comparando estes resultados com o perfil de
liberacdo da indometacina a partir de nanoesferas, a rdpida liberagio
deste farmaco foi interpretada pelos autores como decorrente da difu-
sio desta através da matriz polimérica. Losa e colaboradores®, estu-
dando a liberagiio de metipranolol, um B-bloqueador antiglaucoma, a
partir de nanocdpsulas e nanoemulsdo, verificaram que nio houve in-
fluéncia significativa da parede polimérica na liberaciio do farmaco,
sugerindo que o passo limitante do processo de liberacio do firmaco
& a particio do mesmo entre as fases oleosa e aquosa. Por outro lado,
Valero e colaboradores'" verificaram diferencas significativas entre a
suspensio de nanocidpsulas de polifcianoacrilato de iso-butila) e a
emulsio controle, quanto aos perfis de liberacio da triancinolona, prin-
cipalmente durante as primeiras 10 h. Além disto, a liberacio de
triancinolona a partir das nanocdpsulas apresentou-se bifdsica, com
uma rdpida liberagio inicial, seguida por uma fase de liberagio muito
lenta de primeira ordem.
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ESTABILIDADE DAS SUSPENSOES DE
NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As suspensoes coloidais normalmente ndo possuem tendéncia
separacio de fases, até alguns meses apds a preparacio, pois o pro-
cesso de sedimentacio é lento para particulas submicrométricas, sendo
minimizado pelo movimento Browniano. No entanto, com o tempo,
pode ocomrer a aglomeragio das particulas e, conseqgilentemente, a
sedimentagio. Virios fatores influenciam a estabilidade das suspen-
soes coloidais como, por exemplo, a adsorgio de moléculas ativas a
superficie das nanoparticulas e a presenca de tensoativos adsorvidos.
Além disto, a avaliacio da estabilidade quimica dos polimeros for-
madores dos coldides, sob diferentes condigdes de armarzenagem, &
de fundamental importincia®?!. O tamanho de particula, o potencial
zeta, a distribuicio da massa molar do polimero, o teor de firmaco e
o pH sio geralmente os parimetros fisico-quimicos que podem ser
utilizados para monitorar a estabilidade das suspensdes coloidais
poliméricas®*3332.114 Poucos estudos referentes & estabilidade de
nanoparticulas contendo diferentes farmacos sao encontrados na li-
teratura®>P¥ 8IS (Tahala 4).

A aplicabilidade industrial de nanoparticulas dispersas em meio
aquoso pode ser limitada, devido aos problemas de baixa estabilida-
de fisico-quimica, em periodos de armazenamento prolongados. As
principais limitagdes sdo a agregaciio das particulas, a estabilidade
quimica do polimero, do firmaco ou de outras matérias-primas e,
ainda, a liberaciio prematura da substincia ativa™*#51 Além disto,
& importante enfatizar que formas farmacéuticas liquidas sio pro-
pensas & proliferagio microbiana, havendo a necessidade de adicio
de conservantes"®, Apesar disto, poucos trabalhos, relacionados a
suspensdes de nanoparticulas, tém se preocupado em avaliar a adi-
¢io de tais componentes as formulacoes' ™%,

Tendo em vista que estes problemas fisico-quimicos e micro-
biolégicos possam ser retardados ou evitados através de uma operagio
de secagem™, vém crescendo o interesse pelo desenvolvimento de for-
mas farmacéuticas solidas de nanoparticulas, ampliando as perspecti-
vas para a utilizaciio clinica destes sistemas carreadores de firma-
cosFInRe A desidratacfio das suspensoes de nanoparticulas tem
sido realizada através das operagtes de sublimagio (liofilizagio 4
ou de aspersio (“spray-drying”” ou nebulizaciio)™™.

Liofilizados de nanoparticulas

A liofilizagdo consiste na remocio da dgua (gelo) através de su-
blimacio'* e tem sido amplamente empregada para a secagem de
suspensdes de nanoesferag™ 41812412 Entretanto, no caso das sus-
pensdes de nanocdpsulas, poucos trabalhos, utilizando esta opera-
cio, tém sido desenvolvidos® 912712,

Este método foi empregado para a secagem de suspensoes de
nanocdpsulas, contendo indometacina, preparadas com PLA e
benzoato de benzila como niicleo das vesiculas'* ™. Entretanto, apos
a re-hidratacio dos produtos liofilizados, armazenados & temperatu-
ra ambiente, mais de 50% do farmaco associado foi liberado. Giirsoy
e colaboradores' atribuiram estes resultados a mudancas na estru-
tura da parede das nanocdpsulas, e Chasteigner e colaboradores'’
sugeriram que, durante o estdgio de congelamento, as tensoes
provocadas pela cristalizacio da dgua poderiam “quebrar” as nano-
capsulas, ocasionando a perda do contetido das mesmas para a fase
aquosa.

Em trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa'™, experi-
mentos de inchamento/dissoluciio mostraram que filmes poliméricos
de PCL ou de PLA foram rapidamente dissolvidos pelo benzoato de
benzila, sugerindo que, quando sao empregadas estas matérias-pri-
mag, as nanoparticulas formadas seriam micelas e ndo nanocdpsulas.
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Tabela 4. Estudos de estabilidade de suspensoes de nanoparticulas poliméricas, em funcéo do tempo de armazenamento
Farmaco Polimero* Sistema Condigdes de armazenagem Resultados Ref.
Indometacina PCL NC, NS t.a. 6 meses - taxa de associacio inalterada 22
- diminuicio do pH
- discreta reducio do potencial zeta (NC)
Metipranolol PIBCA NC 4 °C 3 meses - potencial zeta inalterado 23
PCL - aumento do difmetro médio
- diminuicao da taxa de associagio
Diclofenaco PCL NC, NS t.a. 3,5 meses - redugiio do teor do firmaco 37
Eudragit S90® - redugio do pH
- precipitacio
Cliclosporina A PCL NS 8/25°C 3 meses - taxa de associacio inalterada 38
- apds 4 meses formacao de agregados
Flurbiprofeno PCL NS 4 /25740 °C 6 meses - agregacao apds 60 dias das 114
formulagoes de pH 2,67
- redugiio do pH e do teor de
farmaco apds 60 dias das
formulagoes de pH 7.0
Indometacina PCL PLA NC, NS t.a. /50 °C 3 meses - discreta reducio do teor do 115

farmaco a t.a
- acentuada redugio do teor do
farmaco a 50 °C

*PIBCA: poli{cianoacrilato de iso-butila). PCL: poli(e-caprolactona). PLA: poli(dcido ldtico): NC: nanocdpsulas; NS: nanoesferas: t.a.:

temperatura ambiente.

Portanto, as mudancas na estrutura da parede polimérica das
nanocdpsulas, propostas por Giirsoy e colaboradores'™, ocorreriam
antes da etapa de congelamento, devido & dissolucio do polimero
pelo benzoato de benzila e as tensoes provocadas pela cristalizacio
da dgua. propostas por Chasteigner e colaboradores™, ocorreriam
em estruturas micelares, nfio ocasionando a quebra de nanocdpsulas.
Conseqlientemente, a operacio de liofilizacio nio pode ser rejeitada
para a secagem de suspensoes de nanocdpsulas, quando o dleo nio
dizsolve o polimero e a estrutura das particulas corresponde a uma
vesicula.

A caracterizacfo dos liofilizados de nanoparticulas geralmente &
feita apds a ressuspensio do produto em dgua e pode envolver a
observacdo visual do efeito Tyndall e da presenca de grumos, a de-
terminacio do didimetro de particula, da taxa de associagio do farmaco
e do pH¥#404 488712128 A lém disto, alguns trabalhos empregam DSCY
e microscopia eletrnica™ para caracterizar estes sistemas.

Em artigos recentes, tém sido relatado que a presenca de um
crioprotetor ¢ fundamental para a desidratagao de suspensoes de
nanoparticulas através de liofilizacio. Os crioprotetores mais comuns,
citados na literatura sio os carboidratos (glicose, sacarose, manitol,
frutose), sendo os mono- e dissacarideos os mais efetivos na manu-
tencio das caracteristicas iniciais de tamanho das particu-
las™A04ABSTIME Fote efeito crioprotetor ou lioprotetor dos agiica-
res ¢ atribuido & formagdo de uma matriz amorfa ao redor das
nanoparticulas, promovendo um espagamento entre as mesmas, evi-
tando, assim, a agregacio durante o congelamento, tornando-as
ressuspendiveis! .

A seleciio dos carboidratos mais adequados para atuarem como
crioprotetores, na liofilizacio de nanoparticulas, tem sido feita pelo
indice de redispersio. o qual € obtido pela relacio entre oz didmetros
médios de particula apds a ressuspensio dos liofilizados e antes da
secagem. Para um adequado efeito protetor, geralmente, ¢ necessi-
rio adicionar quantidades elevadas de carboidrato. O produto apre-
senta um aspecto de sélido aglomerado™®ALABSTIH-A% Cabe ressal-
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tar que, quando estas formulagdes sio planejadas para a administra-
cao parenteral, a manutencio do tamanho médio das particulas € um
fator critico.

Em um de nossos trabalhos™ foram obtidos pés liofilizados de
microparticulas contendo nanocdpsulas ou nanoesferas, destinados
i administracio oral, empregando-se o didxido de silicio coloidal
(3% mfv) como adjuvante. Andlises através de MEV dos pds liofili-
zados evidenciaram microparticulas nfo esféricas, as quais, em au-
mentos maiores, apresentaram-se nanorrevestidas (Figura 3). A ope-
racio de retirada da dgua das suspensdes causa a formacio das micro-
particulas pela deposicio das nanoparticulas orginicas sobre as
nanoparticulas do didxido de silicio.

Nebulizados de nanoparticulas

A operacio de secagem por nebulizacio consiste na passagem
da solugio ou da suspensio, através de um orificio atomizador, para
a cimara de secagem sob a forma de goticulas, em co-corrente,
contracorrente ou fluxo misto de ar quente, que promove a rapida
secagem das goticulas. As particulas sélidas secas sfo, entdo, sepa-
radas e recolhidas, podendo apresentar-se sob a forma de pés finos,
granulados ou aglomerados!213°,

Freitas e Miiller' empregaram a nebulizacio como uma alter-
nativa a liofilizacdo, objetivando aumentar a estabilidade de
nanoparticulas formadas por lipideos sdlidos, utilizando como
adjuvante carboidratos (manitol, lactose, trealose, sorbitol, glicose e
manose). Recentemente, nosso grupo de pesquisa® descreveu, pela
primeira vez, o uso da nebulizacio para a secagem de suspensies de
nanoparticulas poliméricas, com intuito de implementar a estabili-
dade destes sistemas. Utilizando esta metodologia, a partir de sus-
pensdes aquosas de nanoparticulas pode-se obter produtos
pulverulentos. Esta caracteristica torna estes produtos interessantes
como intermedidrios no desenvolvimento de formas farmacéuticas
compartimentadas como cdpsulas e comprimidos™12 de ampla
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Figura 3. Fotomicrografias: comparacdo de lifilizade da dispersdo aguosa do didxido de silicio puro (a ¢ b) com o lafilizade de nanocdpsulas de polife-

caprolactona) preparado na presenca de dioxido de silicio (c e d)

aplicacio industrial. Os pés nebulizados tém sido caracterizados atra-
veés de MEV, da determinaciao do teor de firmaco, do rendimento da
nebulizacio, da umidade residual®*17742% da liberacio in vitro dos
farmacos associados® e, ainda, mediante andlises através de DSC'"",
Além da caracterizacio fisico-quimica, estudos farmacocinéticos'® e
avaliagio da tolerincia gastrintestinal>V, em ratos, de antiinfla-
matdrios nao-esterdides associados a nanoparticulas nebulizadas, tém
sido realizados. A MEV tem sido empregada para a observacio de
nanoparticulas adsorvidas a superficie do adjuvante de secagem
(dioxido de silicio coloidal), apos a secagem das suspensdes atraves
de nebulizagiio (“spray-drying” ™1 Foi possivel evidenciar a pre-
senca de microparticulas de didxido de silicio revestidas por nano-
cépsulas, preparadas com PCL ou Eudragit S90® e Miglyol 810
(dleo), cujos didmetros apresentavam-se semelhantes aos das parti-
culas em suspensio aquosa, antes da secagem™. Por outro lado, para
pds nebulizados de nanoesferas de PCL nio foram observadas
nanoparticulas, com tamanho semelhante 4s suspensdes de origem,
adsorvidas & superficie do didxido de silicio, sugerindo que a opera-
o de secagem por “spray-drying” causou uma alteragio na organi-
zagio das nanoesferas de PCL"™'¥, Estes estudos mostram a possi-
bilidade de preparacio de forma controlada de pés microparticulados
nanorrevestidos*.

CONCLUSAO
A compreensio do comportamento fisico-quimico das

nanoparticulas poliméricas € objeto de imimeras pesquisas, sendo
que as principais dificuldades encontradas, para a caracterizaciio dos
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mesmos, sio conseqiiéncias do tamanho reduzido destas particulas.
A caracterizacio fisico-quimica desses sistemas s6 € possivel medi-
ante a combinacio de diversas técnicas de andlise. Um dos maiores
desafios, que ainda persiste, ¢ a elucidacio da forma de associacio
dos firmacos a estas nanoparticulas, visando a otimizacio da taxa de
associacio e a compreensio dos fatores que influenciam o perfil de
liberagio dos farmacos. Entretanto, algumas generalizagoes podem
ser assumidas com base na andlise dos resultados especificos, pro-
duzidos pela ampla gama de trabalhos publicados empregando dife-
rentes farmacos, composicio de adjuvantes ¢ tipos de sistemas
coloidais. Ainda que, de uma forma geral, as nanoparticulas polimé-
ricas apresentem uma distribuicio unimodal com baixo indice de
polidispersio, seus didmetros médios podem ser fundamentalmente
dependentes da composicio quali-quantitativa dos sistemas, bem
como do método e condicbes operacionais de preparacio. Estes
mesmos fatores, somados & solubilidade e particio do firmaco nos
sistemas, influenciam os teores e as taxas de associagio. As formas
de associacfio dos firmacos dependem do tipo de interaces destes
com o polimero e o dleo, no caso de nanocdpsulas, nio sendo estri-
tamente dependente do coeficiente de particio do firmaco entre a
fase oleosa e a aquosa. Quando interagoes idnicas entre o firmaco e
o polimero podem se estabelecer, mesmo que o primeiro seja
lipofilico, a adsorciio parece ser a forma de associaciio preferencial.
Diversos avangos tém side alcancados, tanto no actimulo de infor-
macoes relativas aos fendmenos fisico-quimicos envolvidos, quanto
em relacio ao desenvolvimento de formulactes de nanoparticulas
mais estiveis, o que @m ampliado as perspectivas de emprego clini-
co destes sistemas.
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1.1 Métodos de preparacédo das nanoparticulas poliméricas

Existem varios métodos relatados para a preparacdo de sistemas constituidos
por nanoparticulas poliméricas que podem ser, de uma forma geral, classificados em
métodos baseados na polimerizacdo de mondmeros dispersos ou na precipitacao de
polimeros pré-formados (ALLEMANN et al., 1993; QUINTANAR-GUERRERO et
al., 1998a; PINTO REIS et al., 2006).

1.1.1 Polimerizacdo de monémeros dispersos

COUVREUR e colaboradores, em 1982, desenvolveram nanoesferas
constituidas por poli(cianoacrilato de alquila), as quais sdo preparadas por um processo
de polimerizagdo em emulsdo, em que gotas de um mondomero insoltvel em agua sao
emulsificadas em uma fase aquosa acida, contendo geralmente um tensoativo nao-
16nico ou um estabilizador. Empregando-se este método, geralmente, sdao obtidas
nanoesferas com cerca de 200 nm (VAUTHLER-HOLTZSCHERER et al., 1991;
ALLEMANN et al., 1993; PUISIEUX et al., 1994; MONTASSER et al., 2000).

Por sua vez, AL KHOURI e colaboradores (1986) desenvolveram uma técnica
de polimerizagdo interfacial de monomeros (cianoacrilatos de alquila), para a
preparacao de nanocapsulas, com o objetivo de aumentar a eficiéncia da associagao de
farmacos lipofilicos. Esta técnica consiste na mistura de uma fase orgdnica com uma
fase aquosa. A fase organica ¢ uma solucao etandlica, que contém o mondmero, um
6leo, um tensoativo opcional e o farmaco lipofilico a ser encapsulado. Esta fase ¢
lentamente injetada na fase aquosa, que contem um tensoativo ndo-idnico, sob
agitagdo. A suspensdo de nanocapsulas resultante possui particulas com didmetro
médio de 200 nm a 300 nm, com taxas de associagdo de 100 % para farmacos
lipofilicos (ROBLOT-TREUPEL et al., 1988; VAUTHLER-HOLTZSCHERER et al.,
1991; ALLEMANN et al., 1993).

Entretanto, os métodos que utilizam a polimerizagdo in Situ apresentam como
desvantagem a presenga de mondmeros e oligdmeros residuais, que possuem

toxicidade em potencial, além da possibilidade de ocorrerem reacdes entre o farmaco e
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o monomero, fato que pode dificultar o controle da massa molecular do polimero
resultante, assim como pode inviabilizar a liberacdo da substincia ativa. Por estas
razdes, as técnicas baseadas na utilizagdo de polimeros pré-formados, bem definidos,

tém recebido mais atengdo (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998b).

1.1.2. Métodos baseados na utilizacdo de polimeros pré-formados

Em 1986, FESSI e colaboradores propuseram o método de nanoprecipitagdo,
no qual a mistura de um solvente miscivel com a agua (geralmente acetona ou etanol),
contendo o farmaco a encapsular, um polimero [poli (&cido latico), poli(e-
caprolactona) ou poli(metacrilatos de metila)] e um tensoativo opcional, ¢ vertida
sobre um solvente que nao dissolve o polimero (uma fase aquosa adicionada de
tensoativo). As nanoparticulas sdo formadas instantaneamente pela rapida difusdo do
solvente, o qual ¢ removido por pressdo reduzida. O mecanismo de formagao das
nanoesferas pode ser explicado pela turbuléncia interfacial gerada durante o
deslocamento do solvente, devido a mutua miscibilidade entre este e a d4gua. As gotas
de solvente, provavelmente de tamanho nanométrico, sao estabilizadas pelo tensoativo
até que a difusdo do solvente se complete, ocorrendo a agregacao do polimero. Obtém-
se nanoesferas com didmetro médio de 200 nm por este método (PUISIEUX et al.,
1994; ROBLOT-TREUPEL et al., 1988; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a;
MONTASSER et al., 2000).

Em trabalho posterior, FESSI e colaboradores (1989) adaptaram o método de
nanoprecipitacio para a obtencio de nanocapsulas, adicionando-se um 6leo (Miglyol®
ou benzoato de benzila) a fase organica (deposi¢ao interfacial). Em geral, as taxas de
encapsulacdo obtidas s3o elevadas para farmacos lipofilicos. A formacao das
nanocapsulas baseia-se no fato de que quando a fase organica, contendo o polimero e o
0leo, ¢ vertida na fase aquosa (ndo-solvente), as vesiculas sao formadas por
emulsificagdo espontanea, enquanto o solvente difunde no ndo-solvente. Assim, o
polimero, insoluvel tanto no 6leo quanto no nao-solvente, ¢ dessolvatado na interface

dos dois componentes imisciveis. Os tensoativos ndo sdo essenciais para a formagao
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das nanoparticulas, mas sdao importantes para a estabilizacdo da suspensdo, de forma a
prevenir a aglomeragdo das particulas, durante o armazenamento (PUISIEUX et al.,
1994; CALVO et al.,1996; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a). Segundo
GALINDO-RODRIGUEZ e colaboradores (2004) o mecanismo de formagdo das
nanoparticulas, por nanoprecipitacdo, pode ser descrito através das interagcdes entre
agua-solvente, agua-polimero e solvente-polimero. Assim, as intera¢des agua/solvente
e o movimento de difusdo do solvente exercem uma importante funcao para explicar a
variacdo de tamanho de particula durante a preparacdo. Além disto, o aumento da
concentragdo do polimero na fase organica resultou em aumento no tamanho das
particulas formadas, pois uma fase organica mais viscosa proporcionaria uma mais alta
resisténcia a transferéncia de massa, levando a uma difusdo mais lenta da fase
solvente/polimero, obtendo-se nanoparticulas maiores. Em geral, os solventes que
apresentam alta afinidade pela 4gua tendem a promover a difusdo do solvente e
particdo das cadeias poliméricas na fase aquosa, levando a formagdo de particulas

menores (GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).

MULLER (2003) demonstrou a possibilidade de produgio de suspensdes de
nanocapsulas de poli(e-caprolactona) contendo diclofenaco em escala piloto através de
nanoprecipitagdo, com didmetro médio de 201 + 86 nm, valor este superior ao

produzido em escala laboratorial de 100 mL (113 + 2 nm).

Entretanto, o método de nanoprecipitacdo apresenta algumas limitagdes, tais
como a impossibilidade de ser usado para farmacos que ndo sdo soluveis nestes
solventes (misciveis com a 4agua) e a dificuldade de escolha do sistema
farmaco/polimero/solvente/ndo-solvente, em que as particulas possam ser formadas e a
substancia ativa eficientemente encapsulada (QUINTANAR-GUERRERO et al.,
1998a; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998b; AHLIN et al., 2002).

ALLEMANN e colaboradores (1992) adaptaram um método utilizado para
preparar pseudolatex, cujo principio consiste na separacdo de um solvente, miscivel
em agua (acetona), da solucdo aquosa através de um efeito salting-out. O polimero ¢ o

farmaco sdo dissolvidos em acetona e esta solucdo ¢ emulsificada sob agitacao
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vigorosa em um gel aquoso contendo o agente de salting-out (cloreto de magnésio, de
sodio ou de calcio) e o estabilizador coloidal. A emulsdao O/A formada ¢ diluida com
suficiente volume de agua, a fim de aumentar a difusdo da acetona na fase aquosa,
induzindo a formac¢ao das nanoesferas. GALINGO-RODRIGUEZ ¢ colaboradores
(2004) sugeriram que uma nanoparticula ¢ formada a partir de uma gota de emulsdo, e
assim, o tamanho da gota de emulsdo diretamente determina o tamanho das

nanoparticulas formadas por salting—out .

Emulsifica¢do-difusdo, uma técnica mais recente, foi desenvolvida por
LEROUX e colaboradores, em 1995, na qual nanoesferas foram preparadas utilizando-
se um solvente parcialmente miscivel com a dagua (alcool benzilico) e alcool
polivinilico ou gelatina como estabilizadores. Este método ¢ uma modificagdo do
salting-out, que apresenta a vantagem de evitar o uso de sais e, portanto, elimina a
necessidade de purificagdo intensiva (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a).
QUINTANAR-GUERRERO e colaboradores (1996), empregando carbonato de
propileno como solvente parcialmente miscivel com a agua, avaliaram a influéncia de
diferentes tensoativos nao-idnicos e de outros estabilizadores na obtencao de
nanoesferas de poli(acido latico). Verificaram que tamanho das nanoparticulas obtidas
¢ influenciado principalmente pela velocidade de emulsificagdo, tipo e concentragdo
do tensoativo/agente estabilizante e do polimero. Estes resultados foram corroborados
por KWON e colaboradores (2001), ao prepararem nanoparticulas de poli(acido latico-
co-acido glicolico), através do mesmo método. Aumentando-se a velocidade de
agitacdo, existe uma tendéncia a diminui¢do do tamanho das particulas formadas e a
maior uniformidade de distribui¢do de tamanho. Da mesma forma, o aumento no
tempo de agitagdo ocasiona tamanho de particula e polidispersio menores. A
diminui¢ao do tamanho de particula também pode ser obtida com a diminui¢ao da
concentracdo de polimero, devido a uma redugdo da viscosidade (COLOMBO et al.,
2001), e com o aumento da concentracdo do agente estabilizador (GALINDO-

RODRIGUEZ et al., 2004).

O método de emulsificagdo-difusdao, diferentemente do método de

nanoprecipitagdo (Figura 1), baseia-se na formagdo inicial de uma emulsao O/A, a
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partir de um polimero e um farmaco em um solvente parcialmente miscivel em agua
(fase interna) e de uma dispersdao aquosa de um tensoativo (poloxamer 188) ou de
outro estabilizador (gelatina, alcool polivinilico) (fase externa). Antes da formagao da
emulsdo, ocorre saturagdo mutua entre a dgua e o solvente organico, para atingir o
equilibrio termodindmico inicial de ambos os liquidos. Apds a formagdo da emulsdo, o
solvente organico ¢ deslocado para fase externa pela adicdo de um excesso de agua,
formando nanoesferas. Esta fase de diluicdo da emulsdo deve ter uma agitagdo apenas
suficiente para homogeneizar a mistura. Apos, dependendo do ponto de ebulicdo, o
solvente pode ser eliminado por destilagdo ou por filtracio (QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1996; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1997, QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998a; COLOMBO et al., 2001). Este método foi patenteado por
QUINTANAR-GUERRERO e colaboradores (1999). Segundo estes autores, o
mecanismo de formagdo das nanoparticulas, através deste método, seria baseado na
difusdo do solvente a partir dos globulos, formados na etapa de emulsificacao,
carreando as moléculas de polimero para a fase aquosa, formando, assim, regioes de
supersaturacao, originando novos globulos e agregados de polimero. O sucesso do
método depende da estabilidade e do tamanho das goticulas, produzidas no estagio
inicial do processo (QUINTANAR-GUERRERO et al.,, 1996; QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1997). KWON e colaboradores (2001) também vincularam o
processo de formacdo das nanoparticulas, preparadas através do mesmo método, a
diminuicao do tamanho dos glébulos formados, devido a rapida difusdo do solvente.
Por outro lado, CHOI e colaboradores (2002), mediante a avaliacdo dos parametros
termodinamicos envolvidos na emulsificagdo-difusdao, evidenciaram que o mecanismo
de formacao das nanoparticulas esta relacionado com a difusdo mutua da dgua para o
solvente e do solvente para a dgua, assim como com a intera¢ao polimero-solvente.
Suspensdes de nanocdpsulas também podem ser preparadas por este método,
adicionando-se um O6leo a fase interna, antes da emulsificacio (QUINTANAR-

GUERRERO et al., 1998b).
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Emulsificacdo-difusdo Saturagio
Nanoprecipitacdo ou deposicéo interfacial {

Agua

Acetato de etila saturado + <):I Acetato de etila

polimero + 6leo* + tensoativo

Polimero + acetona + tensoativo . 4 L
nanocapsulas ou + farmaco

nanoesferas

N+ 6leo* + farmaco

Agua
destilada nanocapsulas ou
nanoesferas

pre(nplta(;ao i
do polimero

emulsificagdo

Agua +
tensoativo, Difusao do

solvente

Agua saturada
+

tensoativo

Precipitagdo ~ Evaporagdo do solvente e ajuste
do polimero da concentrag¢do do farmaco

Evaporagao do solvente e ajuste

da concentragdo do farmaco

*Somente no caso de nanocapsulas

Figura 1. Esquema dos métodos de preparagdo empregados na presente tese:
nanoprecipitagao (nanoesferas); deposicao-interfacial ~ (nanocapsulas) ou
emulsificacdo-difusdo (nanocépsulas ou nanoesferas).

COLOMBO e colaboradores (2001) verificaram que a transposicao de escala de
laboratorial para piloto permitiu a obtencdo de nanocapsulas de maneira eficiente e
reprodutivel. O equipamento usado na planta piloto (2 L) foi adequado para o
proposito de escalonamento industrial de nanocdpsulas (1000 L), de acordo com
técnicas de engenharia quimica. MULLER (2003), através de um planejamento fatorial
de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) contendo diclofenaco, verificou que o
aumento da quantidade de oleo (Miglyol 810%), bem como a diminui¢io dos
estabilizantes (Epikuron 170® e Tween 80®) levou ao aumento do tamanho de
particula. Além disto, foi possivel obter suspensao coloidal em escala piloto (700 mL),
empregando o método de emulsificagdao-difusao, com didmetro médio de 370 £ 51 nm,
bastante inferior ao obtido em escala laboratorial de 25 mL (731 £ 40 nm),

provavelmente devido ao aumento na velocidade de emulsificacao.

TROTTA e colaboradores (2003) empregaram o método de emulsificagao-
difusdo para a preparagdo de nanoparticulas de lipidio so6lido (monoestearato de
glicerila), utilizando 4lcool benzilico ou lactato de butila como solventes.
QUINTANAR-GUERRERO e colaboradores (2005) também adaptaram e otimizaram
o método de emulsificacdo-difusdo para a preparacdo de nanoparticulas lipidicas,

sendo que o didmetro das particulas foi reduzido aumentando-se a temperatura, a
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velocidade de agitacdo ou a quantidade do agente estabilizante, bem como pela
diminui¢ao da quantidade de lipidios. Além disto, a selecdo do solvente e do agente

estabilizante ¢ fundamental para o sucesso do método.

Este método de preparagdo apresenta vantagens como o uso de solventes
aceitaveis do ponto de vista farmacéutico, ser um método versatil e eficiente, pois
pode proporcionar o controle do tamanho das particulas obtidas, altos rendimentos e
reprodutibilidade. Adicionalmente, segundo os autores, pode possibilitar o controle da
espessura da parede polimérica, a transposicdo de escala e a obtengdo de altas
eficiéncias de encapsulagdo (QUINTANAR-GUERRERO et al.,1998a; LEGRAND et
al., 1999; QUINTANAR-GUERRERO et al., 2005). Por outro lado, o método
apresenta como desvantagens os altos volumes de agua a serem eliminados da
suspensdao e a perda de farmacos soliveis em 4gua para a fase externa, durante a
emulsificagdo, e maior tempo de preparacdio (QUINTANAR-GUERRERO et
al.,1998a; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2005).

O diametro médio de particula pode variar dependendo do método utilizado.
MULLER (2003) observou que as particulas de poli(e-caprolactona) contendo
diclofenaco diferiram quanto ao tamanho ao comparar nanoprecipitagdao (190 a 264
nm) com emulsificagdo-difusdo (702 a 1023 nm). Da mesma forma, GALINDO-
RODRIGUEZ e colaboradores (2004) verificaram que as faixas de tamanho das
nanoparticulas de Eudragit L100-55° obtidas por salting-out (123-710 nm) e por
emulsificacdo-difusdo (108-715 nm) foram maiores comparadas com o método de
nanoprecipitagdo (147-245 nm). Estes mesmos autores, em 2005, observaram que em
escala piloto, as velocidades de agitagdo de 790 a 2000 rpm levaram a obtencdo de
nanoesferas de Eudragit L100-55° com tamanho variando de 557 a 174 nm através do
método de salting-out e de 562 a 230 nm através de emulsifica¢do-difusdo. Em escala
laboratorial, para estas mesmas velocidades, o didmetro diminuiu de 719 nm para 279
nm, no caso do método de salting-out, ¢ de 421 para 300 nm para o método de
emulsificacdo-difusdo. Considerando o método de nanoprecipitagdo, o diametro médio
de particula foi de 141 nm e de 105 nm, para as escalas laboratorial e piloto,

respectivamente, e este método levou menos tempo de preparacdo (120 min) em
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relagdo aos outros (300 a 350 min). Para os trés métodos, as nanoparticulas foram bem
reproduzidas nas duas escalas, entretanto, com a transposi¢do, ocorreu uma leve

reducdo do tamanho de particula e na taxa de associacdo do farmaco (ibuprofeno).

1.2. MICROPARTICULAS

Microparticulas sdo sistemas, geralmente poliméricos, que apresentam
diametro na ordem de micrémetros (1 a 1000 um), as quais podem ser classificadas,
quanto a sua organizacdo, em microcapsulas ou microesferas. Microcapsulas sdao
sistemas reservatorios micrométricos, contendo um farmaco ou um nucleo envolvido
por uma membrana ou um revestimento e, por sua vez, microesferas sao sistemas
matriciais micrométricos (THIES, 1996; BENOIT et al., 1996). A localiza¢do e o
estado de dispersao dos fadrmacos nas microparticulas poliméricas sdo fatores
importantes que governam o modelo de liberagdo dos farmacos (KAWAGUCHI,
2000).

Diversos polimeros podem ser utilizados para a preparagdo das
microparticulas, tais como polimeros biodegradaveis [poli(acido latico), ASO et al.,
1994; BARAS et al., 2000; poli(acido latico-co-acido glicélico), LIN et al., 2005;
poli(e-caprolactona), YOUAN et al., 2001], derivados de celulose [etilcelulose,
GRATTARD et al., 2002; carmelose (carboximetilcelulose), YAMADA et al., 2001;
hipromelose (hidroxipropilmetilcelulose)], polimetacrilatos (Eudragit® RS e RL,
BARKAI et al., 1990; KRAULAND et al., 2004; Eudragit S®, JAIN et al., 2005),
além de polissacarideos como a quitosana (EI-GIBALY et al., 2002; AGNIHOTRI et
al., 2004; GAVINI et al., 2006), polimeros naturais como a gelatina (FRANZ et al.,
1998), a albumina (TUNCAY et al., 2000), ¢ a caseina (KAWAGUCHI, 2000), entre

outros.

O emprego dos sistemas microparticulados pode contemplar varias aplicagdes,
como o controle de liberagdo de farmacos e/ ou liberagdo sustentada (CHO et al.,
2001; YAMADA et al, 2001; Del BARRIO et al., 2003; AGNIHOTRI e
AMINABHAVI, 2004; COOK et al., 2005), aumento da biodisponibilidade de
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farmacos (KAWASHIMA et al, 1993), redu¢do da toxicidade gastrintestinal
(CHAWLA et al., 2000; BECK, 2005), tratamento de doengas do trato gastrintestinal
(LAMPRECHT et al., 2001), preparagcdo de formas farmacéuticas gastrorresistentes
(TAKENAKA et al., 1980), gastrorretentivas (JAIN et al., 2005) ou mucoadesivas
(CILURZO et al., 2005) ¢ de formas farmacéuticas para administracdo nasal
(VIDGREN et al., 1992; GAVINI et al., 2006), colonica (LAMPRECHT et al., 2004)
ou pulmonar (COOK et al., 2005), veiculos para a libera¢do de vacina oral
(ANDRIANOV e PAYNE, 1998), prote¢do de farmacos contra a degradacdo e
vetoriza¢do a sitios intestinais especificos do trato gastrintestinal (NORRIS et al.,

1998), provocar quimio-embolizagdao (KAWAGUCHI, 2000), dentre outras.

A administragdo oral dos sistemas particulados € considerada uma das vias
mais convenientes e custo-efetivas para a liberacdo de farmacos, apesar de serem
absorvidos em baixa extensdo, devido as barreiras fisiologicas. Dependendo do
tamanho, as particulas podem ser absorvidas e atingir a circulacao sistémica, ou podem
ser capturadas pela mucosa intestinal, permanecendo localmente, ou ainda podem

aglomerar-se na camada de muco, nao sendo absorvidas (NORRIS et al., 1998).

Cabe ressaltar que formas farmacé€uticas multiparticuladas apresentam
vantagens em relacdo aos sistemas unitarios, destacando-se uma distribuicdo mais
uniforme e rapida ao longo do trato gastrintestinal, redu¢do de danos locais, menor
variacdo da biodisponibilidade interindividual, maior reprodutibilidade de doses
individuais, bem como a reduc¢do do risco de toxicidade, quando comparado ao
rompimento de um sistema de agdo prolongado do tipo unitario (dose dumping) (LIN
et al., 1991; KAWASHIMA et al., 1993; WANG et al., 1997; LEE et al., 1998;
KURKURI e AMINABHAVI, 2004).

Uma grande variedade de métodos de preparagdo de microparticulas tem sido
desenvolvida, sendo que a escolha por um método particular ¢ governada, em grande
parte, pelas caracteristicas de solubilidade do farmaco e do componente polimérico,
bem como da duragdo do tratamento desejado (BODMEIER e CHEN, 1988; JAIN et
al., 1998). Muitos métodos de polimerizagdo ou de co-polimerizagdo resultam na

formacao de matriz macromolecular, os quais podem ser adaptados para o processo de
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microencapsulacdo. Entretanto, a maioria das técnicas empregadas faz uso de

polimeros pré-formados (ANDRIANOV e PAYNE, 1998).

Dentre os métodos empregados para a preparacdo de microesferas pode-se
mencionar: 1) separagdo de fase (coacervagdo); 2) evaporagdo de solvente
(emulsificagdo-evaporacao), o qual pode ser realizado a partir de uma emulsao simples
(O/A) ou multipla (A/O/A), ou ainda emulsdao ndo-aquosa (“O/O”); 3) extragcdo de
solvente (emulsificacdo-extracdo); 4) secagem por aspersdo (spray-drying); 5) uso de

fluidos supercriticos, dentre outros (BENOIT et al., 1996).

Por outro lado, para a preparacdo de microcapsulas, os seguintes métodos
podem ser empregados: 1) coacervagdo complexa; 2) separagdao de fases poliméricas;
3) polimeriza¢do interfacial, 4) secagem por aspersdo (spray-drying); 5) leito
fluidizado, dentre outros (THIES, 1996). A preparagao de microcapsulas contendo um
nucleo oleoso, rodeado por uma parede polimérica, também ¢ possivel, através, por
exemplo, do método de evaporagdo de solvente do tipo emulsdo “O/O” em agua, em
que o farmaco ¢ suspenso em um oOleo € emulsionado com uma solucao do polimero
(emulsao “O/0”) e, apods, a mistura ¢ emulsificada em uma solugdo aquosa de um

tensoativo (O/O/A) (YOUAN et al., 2001).

A caracterizagdo fisico-quimica das microparticulas, obtidas através de
diferentes métodos, em geral, ¢ feita segundo os parametros descritos na Tabela 1, mas
outros aspectos também podem ser estudados, tais como a determinagdo da porosidade
(TAKADA et al., 1994), da area superficial ¢ do tamanho de poros (BECK, 2005),
além do potencial zeta das particulas (MU e FENG, 2001) e das propriedades
tecnologicas (JAIN et al., 2005).
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Tabela 1. Parametros

gerais

de caracterizacdo fisico-quimica de

sistemas

microparticulados e alguns métodos que podem ser empregados.

Parametro a avaliar

Método de avaliagéo

Referéncias

Distribuicéo de

tamanho de particula

Microscopia eletronica de varredura SUTINEN etal., 1995

Espalhamento de luz

Microscopia de transmissao de luz

GRATTARD et al., 2002

RUAN et al., 2002

Avaliacao da morfologia de

superficie externa e/ou interna

Microscopia eletronica de varredura

Microscopia de forca atomica

RUAN et al., 2002; BECK, 2005

MU e FENG, 2001; BECK, 2005

Taxa de encapsulagdo do

farmaco

Extragdo e determinagdo
quantitativa do teor total do
farmaco nos sistemas

e/ou determinagdo da quantidade

de farmaco ndo- associada

BITZ et al., 1996
HAN et al., 2001

GIUNCHEDI et al., 1995

QUAGLIA et al., 2003

Cinética de liberagao do

farmaco associado

Diferentes métodos

PALMIERI et al., 1994

GIUNCHEDI et al., 1995

Avaliagao da organizagao

estrutural e/ou distribuigdo do

Microscopia confocal

Calorimetria exploratoria

GRATTARD etal., 2002

GAVINI et al., 2006

farmaco nos sistemas diferencial (DSC) BARKAI etal., 1990
Difragéo de raios X BECK, 2005
Razdo do peso das microparticulas ~ WANG, 2002
Rendimento obtidas relativo ao peso total
BECK, 2005

dos componentes da formulagdo

Distribuigdo da massa molar

do polimero

Cromatografia por exclusdo

de tamanho

ASOetal., 1994

SANDOR et al., 2001

1.3. Secagem por aspersao de sistemas nano e microparticulados (spray-drying)

A secagem por aspersdo ¢ uma operacdo muito bem aceita no campo

farmacéutico, a qual pode ser usada também na producdo de adjuvantes, na secagem
de substancias sensiveis ao calor, na granulagdo, na preparagdo de complexos de
inclusdo com P-ciclodextrinas, na modificagdo das propriedades farmacéuticas como o
substancias fracamente soliveis

aumento da solubilidade e dissolucao de
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(TAKENAKA et al, 1980; KAWASHIMA et al., 1984; WAN et al, 1991;
BROADHEAD et al., 1992). Ao contrario de muitos outros métodos classicos de
preparagdo de microparticulas, a secagem por aspersao (spray-drying) ¢ uma técnica
bastante rapida para a obtengdo destes sistemas, em virtude de consistir de um
processo de etapa tUnica, além de ser passivel de transposi¢do de escala, ser menos
dependente dos parametros de solubilidade do farmaco e do polimero, além de
aplicavel a uma grande variedade de materiais, incluindo substancias termolabeis
(JAIN et al., 1998). Neste método, o liquido a secar ¢ dividido na forma de goticulas,
as quais, na camara de secagem (torre), estardo sujeitas a um fluxo de ar quente (em
co-corrente, contra-corrente ou misto) que promoverd a rapida secagem das mesmas.
As particulas solidas secas sdo, entdo, separadas e recolhidas, podendo apresentar-se
sob a forma de pos finos, granulados ou aglomerados. Os pos obtidos sao geralmente
esféricos e porosos, sendo possivel alterar e controlar suas inimeras propriedades
(tamanho de particulas, distribui¢do de tamanho de particulas, densidade, porosidade,
capacidade de fluxo, friabilidade) (BROADHEAD et al., 1992; POMBEIRO, 1998;
WALTON et al., 2000).

Entretanto, a secagem por aspersao pode apresentar a desvantagem de perda do
produto devido a adesdo das particulas na parede interna do equipamento, além da
possibilidade de aglomeracdo das particulas. Objetivando-se amenizar estes
problemas, uma outra técnica de spray-drying, denominada double-nozzle, foi
desenvolvida, na qual uma solu¢do aquosa de manitol, usada como antiaderente, ¢
aspergida, simultaneamente, com a solugdo ou a dispersdao (emulsdo A/O) do farmaco

na solugdo do polimero (JAIN et al., 1998).

Virios parametros tecnologicos podem ser considerados para a preparagao de
particulas através deste método, dentre os quais podem ser citados a concentragao do
polimero, temperaturas de entrada e de saida do ar, velocidade do fluxo de alimentagao
e velocidade do fluxo de ar. Além disto, empregando-se a secagem por aspersdo, de
uma maneira geral, ¢ possivel obter microcdpsulas ou microesferas dependendo do
estado fisico do farmaco na solu¢do do polimero, utilizado para a preparacao das

microparticulas. Desta forma, microcapsulas sdo formadas pela aspersio de uma
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suspensdo do farmaco na solucao polimérica, enquanto que, quando o farmaco esta em
solucdo juntamente com o polimero, microesferas sdo formadas (sistemas matriciais)

(WAN et al., 1992; CONTE et al., 1994).

Entretanto, diferentes sistemas podem ser simultaneamente formados, uma vez
que microesferas de etilcelulose, preparadas através de secagem por aspersdo,
apresentaram trés diferentes estruturas, evidenciadas através de microscopia confocal,
empregando-se como modelo albumina marcada com fluoresceina: esferas
aparentemente ocas, com distribuicdo homogénea da proteina ao redor da parede;
esferas preenchidas (matriciais), contendo uma dispersao mais homogénea da proteina,
sem acumulacdo desta proxima a superficie e outras constituidas de pequenas
particulas, com um alto teor de proteina. Além disto, foi verificado que os aspectos-
chave que controlaram o processo de liberagdo foram a porosidade da matriz, a
distribui¢do de tamanho das microesferas, a solubilidade das sondas no polimero e na
dgua, além da difusdao do meio de dissolugdo para dentro da matriz (GRATTARD et
al., 2002).

QUAGLIA e colaboradores (2003) verificaram que o tipo de liquido de
alimentacdo (dispersdo, emulsdo A/O ou solucdo) contendo insulina e o polimero
[poli(acido latico-co-acido glicdlico)], além da co-encapsulagdo com aditivos
(tensoativos ndo-idnicos e hidroxipropil-B-ciclodextrina), sdo pardmetros importantes,
capazes de influenciar as caracteristicas fisico-quimicas das microparticulas,
preparadas através de secagem por aspersao, € a liberacdo do fairmaco a partir destes
sistemas. Os produtos formados apresentaram rendimentos entre 43 € 60 % e diametro

médio de particula entre 12 € 49 um.

Em outro estudo, PALMIERI e colaboradores (1994) verificaram que
microparticulas de Eudragit® RS, preparadas através de secagem por aspersio, apenas
foram efetivas em controlar a liberacdo dos fdrmacos-modelo apds a formacao de
comprimidos, através de compressdo direta. Os fatores mais importantes a serem

considerados para a otimizagdo destas formulacdes, segundo os autores, incluem a

43



solubilidade do farmaco, a dureza dos comprimidos, a razdo farmaco/polimero e a

presencga de plastificante.

MULLER e colaboradores (2000) empregaram pela primeira vez a secagem
por aspersdo, para obter formas solidas de nanoparticulas poliméricas contendo
diclofenaco, utilizando 3 % (m/V) de didéxido de silicio coloidal como adjuvante de
secagem. Através de microscopia eletronica, foi verificado que estes pos sao formados
por microparticulas, as quais sdo revestidas por nanoparticulas contendo o farmaco.
Estes produtos foram capazes de proteger a mucosa gastrintestinal de ratos contra os
danos provocados pelo diclofenaco, da mesma forma que as suspensdes de
nanocapsulas (GUTERRES et al., 2001; GUTERRES et al., 1995a). Posteriormente,
outros trabalhos demonstraram a aplicabilidade destes sistemas, utilizando como
farmacos antiinflamatorios ndo-esteréides (WEISS, 2001; POHLMANN et al, 2002;
OBACH et al.,, 2002; RAFFIN et al., 2003; MULLER, 2003). OBACH (2002),
estudando os perfis de liberacdo de indometacina a partir dos p6s de nanocépsulas,
nanoesferas e nanodispersdao observou diferengas entre os mesmos, apds aplicacao de
metodologias f1/f2, eficiéncia de dissolugdo e modelagem matematica. MULLER
(2003) obteve pods de nanocapsulas contendo diclofenaco com caracteristicas
adequadas, utilizando o didéxido de silicio coloidal como o melhor adjuvante, tanto
para as suspensdes preparadas por nanoprecipitacdo, quanto para aquelas preparadas
por emulsificacdo-difusdo. Além disto, este autor demonstrou a possibilidade da
preparacdo de granulados, como intermedidrios para o enchimento de cépsulas de

gelatina dura, a partir dos pos de nanocapsulas.

SHAM e colaboradores (2004) desenvolveram novos sistemas objetivando-se
a liberagdo de farmacos no pulmio, baseado em matrizes de lactose contendo
nanoparticulas de gelatina ou de poli(cianoacrilato de butila), obtidas através de
secagem por aspersdao. A dispersao dos pos no ar demonstrou que a maior parte das
particulas apresentou tamanho inferior a 5 um, sendo apropriadas para a inalacao.
Apos dispersao destes sistemas em agua, foi verificado que o tamanho das
nanoparticulas aumentou apos a secagem, sendo esta diferenca significativa no caso

das formulagdes preparadas com gelatina. GRENHA e colaboradores (2005) também
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microencapsularam nanoparticulas de quitosana, empregando manitol e lactose,
através de secagem por aspersdao, objetivando o desenvolvimento de sistemas de

liberagao pulmonar de proteinas.

Em 2004, BECK e colaboradores desenvolveram microparticulas
nanorrevestidas, formadas por ntcleos de dioxido de silicio coloidal contendo o
farmaco, revestidos por nanocapsulas, nanoesferas ou nanodispersdo através de
secagem por aspersdao, visando uma nova aplicabilidade destes sistemas
nanoestruturados como material de revestimento (BECK, 2005; BECK et al., 2005). O
diclofenaco acido, o diclofenco sodico e a dexametasona foram utilizados como
farmacos-modelo ¢ o Eudragit S100° foi o polimero escolhido para o estudo, em
funcdo de sua solubilidade pH-dependente. O nanorrevestimento foi comprovado
através de estudos de microscopia e da determinacao da redugdo das areas superficiais
das microparticulas em relagdo ao nucleo nao revestido. Os resultados de liberagdo in
vitro dos farmacos associados demonstraram modificagdes nos seus perfis de
dissolucdo, de acordo com o tipo de material nanoestruturado empregado, a natureza
do farmaco e a presenca de plastificante. Estudos in vivo demonstraram que as
micropaticulas nanorrevestidas foram capazes de reduzir a toxicidade gastrintestinal
do diclofenaco, em relacdo a solugdo aquosa do farmaco. Além disto, experimentos de
interagdo das microparticulas nanorrevestidas, contendo dexametasona, com células
Caco-2 demonstraram a potencialidade destes sistemas em modificar a absor¢ao deste
farmaco em relacdo a solugdo aquosa, sem apresentarem citotoxicidade sobre esta

linhagem celular (BECK, 2005).

1.4. MELATONINA

A melatonina (do grego melanos = preto e tonos = cor; BEYER et al., 1998)
foi isolada, na década de 1950, pelo dermatologista Aaron Lerner, a partir da glandula
pineal bovina, a qual foi assim denominada por sua habilidade de clarear
(CLAUSTRAT et al., 2005) a pele escura produzida pelo pigmento quimico melanina
de certos peixes, répteis ¢ anfibios (EPSTEIN, 1997; BEYER et al.,1998).
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A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina, Figura 2) ¢, portanto, um
hormonio natural, da classe quimica indolamina, produzido principalmente pela
glandula pineal, a partir da serotonina, via reagcdes de acetilagdo catalisadas pela N-
acetiltransferase e pela 5-hidroxiindol-O-metiltransferase. A rota biossintética da
melatonina ¢ regulada pela fotoperiodicidade do ambiente por meio de impulsos
originados na retina, através de uma estrutura denominada relogio biologico (nucleo
supraquiasmatico do hipotdlamo), responsdvel pelo ritmo circadiano, ou seja, esta
envolvida no ciclo dormir/despertar. Nos seres humanos, em adultos jovens, a
concentragdo deste hormonio ¢ baixa durante o dia (< 10 pg/mL), devido a inibi¢do de
sua secrecao, quando a intensidade luminosa ¢ elevada. Entretanto, durante a noite, sua
concentragdo enddgena meédia plasmatica € cerca de 50 a 70 pg/mL. O nivel
plasmatico de melatonina comeca a aumentar a cerca de nove horas da noite, sendo o
pico de concentragdo entre duas e quatro horas da madrugada, retornando a linha de
base entre sete ¢ nove horas da manha (BENES et al., 1997; BRZEZINSKI, 1997;
HOFFMANN et al., 1998; RANG et al., 2001; REITER et al., 2003; BARRENETXE
et al., 2004). O seu perfil plasmatico ¢ muito heterogéneo entre individuos, mas é

bastante reprodutivel em um mesmo individuo (CLAUSTRAT et al., 2005).

A melatonina também ¢ sintetizada secundariamente por outras células, como
células enterocromafins, plaquetas e células mononucleares sangiiineas (LIEBMANN
et al., 1997), além de células presentes na retina, no trato gastrintestinal (REITER,
1998; TOSINI e FUKUHARA, 2003; CLAUSTRAT et al., 2005), na pele, medula
O0ssea e, provavelmente, por outras estruturas, cuja contribuicdo sist€émica ¢
insignificante. Embora a melatonina tenha sido intensamente detectada no reino
animal, recentemente, tem sido encontrada em plantas. Esta substancia também esta

presente em bactérias (CLAUSTRAT et al., 2005).

E metabolizada principalmente no figado, onde sofre uma 6-hidroxilagio,
seguida de conjugacdo, a um sulfato ou glicuronato, sendo o sulfato de 6-
hidroximelatonina o seu principal metabdlito urindrio, em humanos (REITER, 2003;
BARRENEXTE et al., 2004). Atualmente, tem-se¢ pesquisado intensamente os

processos fisiologicos que sdo controlados pela melatonina, pois pouco se conhece
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ainda a este respeito (KANDIMALLA et al., 1999a; RANG et al., 2001), mas se sabe
que ¢ um modulador bioldégico do humor, do sono, da fisiologia reprodutiva, do ritmo
circadiano ¢ de fungdes imunoldgicas (BEYER et al., 1998; EPSTEIN, 1997;
ESQUIFINO et al., 2004).
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Figura 2. Fisiologia da secrecdo da melatonina, S-metoxi-N-acetiltriptamina (adaptado
de Epstein, 1997 e de BEYER et al., 1998).

Em humanos, existe uma estreita relagao entre os altos niveis plasmaticos de
melatonina e a propensao ritmica ao sono (BARRENETXE et al., 2004). Entretanto, a
introducdo da luz artificial tem comprometido significativamente a quantidade de
melatonina  produzida pela glandula pineal humana, quando utilizada
indiscriminadamente, durante os periodos normais de “escuridao” (REITER, 2003).
Intensidades de luz de 2000 a 2500 lux por 2 h (02:00 a 04:00 h da madrugada),
suprimem completamente a secre¢do da melatonina, enquanto que, geralmente, as
intensidades de luz doméstica (50-300 lux) tém um modesto efeito supressivo
(CLAUSTRAT et al., 2005). Entretanto, quando os periodos regularmente alternados
de dia/noite (12:12 h de luz/escuridao) sdo perturbados, também sao afetados o ritmo
do reldgio biologico e a sintese ciclica de melatonina. O grau de inibi¢cdo da sintese da

melatonina pelo uso inapropriado da luz depende do seu comprimento de onda e da
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intensidade, além da fase circadiana em que a exposicdo ocorre (REITER, 2003).
Outro importante fator que influencia a quantidade de melatonina sintetizada ¢ a idade
(REITER, 2003). Os niveis de melatonina endogena e de sulfato de 6-
hidroximelatonina sdo elevados durante a infancia, comecando a diminuir proximo a
puberdade, caindo a concentragdes minimas na senescéncia. Esta diminuicdo da
secrecao de melatonina dependente da idade, observada em idosos, pode estar
relacionada a uma fung¢do permissiva no desenvolvimento de varios processos
degenerativos e carcinogénicos (GARCIA-PATTERSON et al., 1996; BEYER et al.,
1998; REITER et al., 2002).

A utilizagdo de melatonina exogena tornou-se bastante disseminada nos anos
noventa, como uma novidade, na medicina alternativa, embora existam alguns estudos
que comprovem a sua eficicia (RANG, 2001). Este hormonio tem sido usado
extensivamente como suplemento alimentar ou como medicamento de auto-
administragdo para disturbio do sono, em paises onde ¢ livremente disponivel (over-
the-counter - OTC), sendo também empregado sob prescrigdo (ARENDT, 2003).
Desta forma, a melatonina vem sendo empregada no controle de disturbios do ciclo
circadiano, os quais estdo associados ao aumento de problemas de satde em humanos
(RANG, 2001; ARENDT, 2003). A melatonina exerce efeitos cronobioticos em uma
larga faixa de doses, incluindo desde niveis fisiologicos (250 pg) a farmacologicos (1
a 10 mg; REITER, 2003). Produtos disponiveis no comércio podem apresentar-se nas
formas de capsulas e de comprimidos, nas dosagens que variam geralmente de 0,5 mg
a 5,0 mg por unidade (SUHNER et al., 1999; BRZEZINSKI, 1997; PDR, 1997; JAN
et al., 2000). Podem ser encontradas formulagdes de liberacdo imediata, como por
exemplo capsulas contendo 3 mg do fdrmaco (Twin Laboratories Inc.) ou formulacdes
de liberacdo controlada, como Circadin™ (comprimidos - 2 mg, Neurin
Pharmaceuticals) e comprimidos produzidos pelo Twin Laboratories Inc (comprimidos
de 2 mg) (JAN et al., 2000). No Physicians’ Desk Reference (1997) os seguintes
produtos estdo relatados: Melatonin 3 mg comprimidos e Melatonin Spray (baseado
em lipossomas), do AC Laboratory; Melatonin 1,5 mg, Melatonin 500 ug ¢ Melatonin

SR, da Par Pharmaceutical; Vitatonin (melatonina e outros antioxidantes), de CPH
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International. Quando utilizada para diminuir a laténcia ao sono e/ou prolonga-lo, a
melatonina deve ser administrada, aproximadamente, 30 minutos antes de deitar-se

(REITER, 2003).

Tém aumentado as evidéncias de que as propriedades cronobioticas da
melatonina, quando adequadamente administrada, propiciam tratamento efetivo para
distarbios relacionados ao ciclo dormir/despertar, sindrome da fase do sono retardada,
jet-lag (defasagem de tempo de longas viagens) e problemas de sono em trabalhadores
por turnos. O emprego de melatonina tem mostrado melhorar disturbios do sono em
pessoas cegas, sendo muitas vezes o tratamento de escolha, além de ser um alvo
terapéutico de distarbios do sono relacionados a idade, principalmente causados pela
dificuldade de percepcao luminosa e ao declinio das fun¢des do sistema circadiano
(ARENDT, 2003; BARRENEXTE et al., 2004; ARENDT e SKENE, 2005). Também
tem existido um consenso de que a melatonina exogena ¢ benéfica para tratamento de
criangas com disturbio cronico do ciclo dormir/acordar, as quais tém dificuldades de

desenvolvimento neural e neuropsiquiatricos (JAN et al., 2000).

A potencial toxicidade da melatonina tem sido considerada extremamente
baixa, tanto em animais (10 a 250 mg/kg; 800 mg/kg) quanto em humanos (1 a 300
mg/kg) (VIJAYALAXMI et al., 2002; 2004). Em um estudo realizado em humanos,
que receberam 1 g de melatonina diariamente, durante um més, foram verificadas
apenas algumas alteragdes em certos hormonios pituitarios (NORDLUND e LERNER,
1977). Leve efeito sedativo tem sido descrito para a melatonina em testes
neurocomportamentais, incluindo redu¢do da vigilancia visual e auditiva, sonoléncia e
eficiéncia reduzida na conduta de tarefas (VIJAYALAXMI et al., 2004). Desta forma,
estudos tém sugerido que, a curto prazo, a melatonina € segura e efetiva para alterar o
sono e o ritmo circadiano (ARENDT, 2003). Entretanto, ainda existe uma insuficiéncia
de dados referentes a sua seguridade mais a longo-prazo, o que pode trazer restricdes
quanto ao seu emprego clinico (DeMURO et al, 2000; ARENDT, 2003). Além disto, a
dose otima e a formulacdo para as aplicacdes devem ser melhor esclarecidas

(ARENDT e SKENE, 2005).
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Além das funcOes reguladoras relacionadas ao ritmo biologico, na Ultima
década, varios efeitos potenciais t€ém sido descritos e amplamente estudados para a
melatonina, tais como sedativo, anticonvulsivante, analgésico, contraceptivo,
antidepressivo, antiinflamatério, anticancerigeno, além de imunoestimulante e, mais
recentemente, antioxidante (BRZEZINSKI, 1997, HOFFMANN et al., 1998;
VIJAYALAXMI et al., 2002; ESQUIFINO et al., 2004; BOUTIN et al., 2005;
HARDELAND et al., 2006).

Diversos estudos tém demonstrado que a melatonina possui uma acgao
inibitoria sobre o crescimento de diferentes tipos de células cancerosas humanas,
principalmente de tumores dependentes de hormdnio sexual, tais como os de origem
na mama e ovario (GARCIA-PATTERSON et al., 1996; BRAINARD et al., 1999;
PETRAKA et al., 1999; KANISHI et al., 2000; VIJAYALAXMI et al., 2002).
Entretanto, estudos clinicos adicionais, objetivando definir a dose efetiva, o
planejamento do tratamento e o tipo de tumor, devem ainda ser realizados a fim de
avaliar o valor clinico da melatonina como um firmaco anticancerigeno (GARCIA-

PATTERSON et al., 1996).

Estudos também tém evidenciado que a melatonina, administrada em altas
doses, pode inibir a ovulacdo de mulheres, tendo potencial uso como contraceptivo,
em combinagdo com progesterona (GARCIA-PATTERSON et al., 1996). Além disto,
foi demonstrado, in vitro, que este hormonio estimula, em concentragdes micromolares
(10° a 10™* mol.L™"), a prolifera¢io e a sintese de colageno tipo I em células de osso
humano (HOB-M) e células osteoblasticas (SV-HFO), sugerindo seu uso potencial em
situagdes em que a formacdo de osso ¢ desejada, tais como osteoporose e fraturas.
Entretanto, pouco se conhece ainda a respeito do mecanismo desta acdo mitogénica da

melatonina sobre as células 6sseas (NAKADE et al., 1999).

Outra linha de estudos de interesse, baseia-se na intera¢ao entre melatonina,
opidides e analgesia, a qual tem sido suspeitada ha varios anos, uma vez que, durante
a noite, quando o nivel de melatonina ¢ alto, muitos pacientes sao menos sensiveis a
dor e requerem menos analgésico. Entretanto, devido ao fato de poder se comportar

como um agonista-antagonista misto dos receptores opiodides, existe divida quanto ao
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emprego da melatonina, em simples co-administragdo a narcéticos, tal como a

morfina, para potencializar a eficacia analgésica destes (EBADI et al., 1998).

Alguns dos efeitos da melatonina sdo mediados por interagdes com dois bem
caracterizados receptores de membrana acoplados a proteina-G (MT; ou Mel;, e MT,
ou Mel;,; BARRENETXE et al., 2004; BOUTIN et al., 2005), os quais estdo
localizados principalmente no cérebro (nucleo supraquiasmatico, cerebelo, cortex,
hipocampo, hipotdlamo e artérias cerebrais) e na retina, mas também sdo encontrados
em tecidos periféricos (KANDIMALLA et al., 1999a; RANG et al, 2001;
BARRENETXE et al., 2004). Um terceiro sitio protéico de ligacdo da melatonina,
ainda pouco caracterizado, a quinona 2-redutase (QR2 ou MT3) citosolica, foi
descoberto, e, embora controverso, parece apresentar uma funcdo de destoxificagdo
(BOUTI et al., 2005). A caracterizagdo farmacoldgica dos receptores da melatonina,
no sistema nervoso central, tem estimulado a sintese de agonistas e de antagonistas
destes receptores, objetivando o entendimento do mecanismo de acdo do hormdnio
(BARRENETXE et al., 2004). Além disto, intera¢cdes da melatonina com receptores
nucleares ¢ com proteinas intracelulares podem também ocorrer (CLAUSTRAT et al.,
2005). Outros efeitos sdo freqlientemente atribuidos a natureza quimica antioxidante
desta indolamina, observados geralmente a concentragdes altas, nao-fisiologicas
(BOUTI et al., 2005), embora existam algumas evidéncias de que a quantidade de
melatonina endogenamente produzida possa ser relevante como antioxidante
fisiologico (CLAUSTRAT et al., 2005). Desta forma, curiosamente, dependendo de
suas agoes, a melatonina ¢ ativa em concentragdes subnanomolares até milimolares,
embora circule a um pico de concentragdo noturna inferior a nanomolar (BOUTI et al.,

2005).

1.4.1. Lipoperoxidagao e atividade antioxidante da melatonina

Cerca de 1 a 5 % do oxigénio inspirado ¢ convertido em formas parcialmente
reduzidas de oxigénio (os radicais livres ou as espécies reativas de oxigénio), muitos

dos quais sdo extremamente toxicos. O oxigénio molecular ¢ monovalentemente
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reduzido ao radical anion superdoxido (O, ), o qual, em presenca da enzima

superdxido dismutase (SOD), pode ser convertido ao intermediario reativo H,O,. Na
maioria das células, principalmente naquelas do sistema nervoso central, H,O, ¢
destoxificado pelas enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase selénio-
dependente (GPx). A GPx utiliza H,O, e hidroperéxidos como substratos durante a
conversao de glutationa reduzida (GSH) a oxidada (GSSG), sendo a ultima reciclada a
forma reduzida pela enzima glutationa redutase (GRd). Entretanto, na presenca ions de

metais de transi¢do (Fe*" ou Cu'"), H,O, pode sofrer a reacdo de Fenton ou de Haber-

Weiss, formando-se o radical hidroxila (OH). Alternativamente, o0 O, pode interagir
com radical do 6xido nitrico (NO’), formando o 4nion peroxinitrito (ONOO ), o qual

eventualmente produz o radical ‘'OH (Figura 3). O radical ‘'OH ¢ potencialmente
citotoxico, sendo capaz de prontamente interagir com moléculas orgénicas, tais como
proteinas, fosfolipidios, acidos nucléicos (DNA mitocondrial e nuclear) e carboidratos,
causando danos irreversiveis. As membranas celulares sao particularmente vulneraveis

ao ataque oxidativo por serem formadas basicamente de lipidios insaturados e de
proteinas. Desta forma, o radical ‘'OH ataca uma molécula organica (dcido graxo

poliinsaturado da membrana ou lipoproteina), seqliestrando um atomo de hidrogénio

de um atomo de carbono, o qual reage rapidamente com O,, formando radical peroxila
(LOO"). Este ultimo radical seqiiestra um novo dtomo de hidrogénio, gerando um novo

radical de carbono, desenvolvendo uma reacdo em cadeia, denominada
lipoperoxidacdo. E uma reacdo complexa e pode ser de auto-propagaciao, o que
significa que, um vez iniciada, pode, teoricamente, levar a oxidacdo de todos os

lipidios da célula, podendo, portanto, tornar-se altamente destrutiva (REITER, 1998;
BEYER et al 1998; BRIDI et al., 1999). Além do ‘OH, o ONOO e o oxigénio

singleto (‘0,), formado sob condi¢des foto-oxidativas, também podem comecar o
processo de lipoperoxidacdo (REITER, 1998). Este processo resulta em diversos
produtos téxicos, incluindo o malondialdeido (MDA) e peroxidos lipidicos, sendo o
primeiro o principal e o mais estudado produto da peroxidagdo de acidos graxos

poliinsaturados; em funcdo de sua alta citotoxicidade, podendo interagir com DNA e
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proteinas, e ter agdo inibitéria sobre enzimas protetoras, atua como um potencial
promotor de tumor ou um agente de co-carcinogénese, além de aterogénico. O MDA,
por ser o produto final da lipoperoxidacdo, serve como um indice do dano oxidativo

(TAYSI et al., 2003; DEL RIO et al., 2005).
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Figura 3. Geragdo de radicais livres (adaptado de BEYER et al, 1998).

A lipoperoxidacdo ¢ um processo fisiolégico continuo, sendo importante na
renovacdo das membranas. Entretanto, um aumento deste processo pode danificar
células ou alterar processos fisiologicos (BRIDI, 1999). Favoravelmente, o organismo
¢ dotado de sistemas de defesa antioxidante, os quais envolvem enzimas, como SOD,
CAT e GPx, capazes de limitar a formacgdo de radicais livres ou de neutraliza-los,
quando formados, e ainda substancias que os seqiiestram diretamente (“‘scavengers”),
incluindo pequenas moléculas antioxidantes obtidas pela ingestdo, principalmente, de
frutas e de vegetais (hidrofilicos: ascorbato e GSH, ou lipofilicos: tocoferdis,
flavondides e carotenodides). Além disto, existem enzimas envolvidas na redugdo de
formas oxidadas de moléculas antioxidantes, como a GRd, e uma “maquinaria” celular

responsavel por manter o ambiente reduzido, incluindo a glicose-6-fosfato-
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desidrogenase, a qual regenera 0o NADPH (BEYER et al. 1998; BECKMAN ¢ AMES,

1998) que mantém a glutationa reduzida.

Recentemente, tem sido relatado que melatonina, endogena e exdgena, pode
ajudar a neutralizar os radicais livres antes de exercerem as suas acodes toxicas
(BEYER et al. 1998). De fato, em ratos ¢ em humanos jovens, os niveis séricos de
melatonina tém sido correlacionados com a capacidade sanguinea de neutralizar
radicais livres, de maneira que, quanto maior o nivel de melatonina no soro, tém sido

verificado um maior “status’ antioxidante total (REITER et al., 2002).

Desta forma, diversas pesquisas, realizadas in vitro e/ou in vivo, tém
demonstrado a efetiva atividade antioxidante da melatonina (MELCHIORRI et al.,
1995; MARSHALL et al., 1996, REITER et al., 1997, MORISHIMA et al., 1998;
KARBOWNIK et al., 2000; CABRERA et al., 2000; ORTIZ et al., 2001; CHUNG e
HAN, 2003; HARDELAND et al., 2006), tendo sido sugerido possuir efeitos contra o
envelhecimento e em doencas relacionadas a idade. Os beneficios clinicos potenciais
do uso de melatonina como antioxidante sugerem que esta possa ser efetiva no
tratamento de muitas condigdes patofisiologicas, incluindo varios tipos de cancer e
doencas neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer e de Parkinson (REITER,
1998; BEYER et al, 1998; PAPPOLLA et al, 2002; TAYSI et al., 2003;
MATSUBARA et al., 2003; FENG et al., 2006). A melatonina tem revelado maior
atividade, em muitos modelos, quando comparada a antioxidantes potentes
conhecidos, como as vitaminas C ¢ E e a GSH (BEYER et al., 1998; REITER, 1998).
Por outro lado, em certos estudos, sua poténcia antioxidante também tem sido inferior
a alguns compostos, como outras indolaminas, dependendo do modelo testado

(MARSHALL et al., 1996; CHAN e TANG, 1996).

As propriedades antioxidantes da melatonina podem ser derivadas de dois
mecanismos: a¢do antioxidante direta sobre espécies reativas de oxigénio e/ou pela

inibicdo da geracdo destas, apresentando também uma a¢do antioxidante indireta.

Desta forma, varios estudos t€ém demonstrado sua eficiente agdo em seqiiestrar o ‘'OH,

o H,0,, o acido hipocloroso (HOCI), o '0,, 0 ONOO, o 4cido perdxido nitroso e,
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possivelmente, o LOO" (REITER et al., 1998; KARBOWNIK et al., 2001; REITER et

al., 2002; REITER, 2003). A melatonina atua como doadora de elétrons, tornando-se
um radical (cation radical indolila ou radical melatonila), primeiramente
destoxificando radicais reativos, € a0 mesmo tempo, ndo sofre auto-oxidacdo no
processo de reciclagem redox ou na presenga de metais de transi¢cao (REITER, 1998;
KARBOWNIK et al., 2001). Desta forma, ao contrario dos antioxidantes classicos,
tais como vitamina C, E e GSH, que sofrem ciclismo redox, a melatonina, sendo uma
molécula rica em elétrons, pode interagir com radicais via uma rea¢do aditiva para
formar diversos produtos finais estaveis, os quais sdo eliminados na urina.
Conseqiientemente, nao sofreria ciclismo redox e, portanto, ndo funcionaria como um

pro-oxidante (TAN et al., 2000 apud MAHARAJ et al., 2002%*).

De fato, estudos t€ém demonstrado que a melatonina ndo apresenta efeitos pro-
oxidantes in vitro (MARSHALL et al., 1996; CHAN ¢ TANG, 1996). De acordo com
CHAN e TANG (1996), a mais baixa capacidade antioxidante da melatonina (5-
metoxiindolamina) em relacdo as S-hidroxiindolaminas (serotonina e N-
acetilserotonina) pode ser balanceada pela falta de efeito pro-oxidante da melatonina,
em oposi¢ao a moderada agdo pro-oxidante das Gltimas, verificada utilizando o modelo
de dano ao DNA induzido por bleomicina-ferro. Contraditoriamente, alguns estudos
descreveram efeitos pro-oxidantes in vitro para a melatonina, dependendo da
concentracdo ¢ do tempo de incubagdo (OSSENI et al., 2000, BARRENETXE et al.,
2004).

A melatonina aumenta a atividade de enzimas antioxidantes, como SOD,
GPx, GRd, 7y-glutamilcisteina sintetase, glicose 6-fostato desidrogenase e CAT,
aumentando, assim, a capacidade de defesa enddgena do organismo e, a0 mesmo
tempo, pode diminuir a atividade de enzimas pro-oxidantes, como o6xido nitrico

sintetase e lipoxigenases (REITER, 1998; KARBOWNIK et al., 2001; REITER et al.,

*TAN, D.X.; MANCHESTER, L.C. REITER, R.J. Significance of Melatonin in Antioxidant Defense System:
Reaction and Products. Biological Signals and Receptors, v. 9, p. 137-159, 2000 apud MAHARAJ, D.S.,
ANOOPKUMAR-DUKIE, S., GLASS, B.D., ANTUNES, E.M., LACK, B., WALKER,R.B., DAYA, S. The
Identification of the UV Degradants of Melatonin and their Ability to Scavenge Free Radicals. Journal of
Pineal Research, 32, 257-261, 2002.
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2002; HARDELAND et al., 2006). O mecanismo envolvido na regulagdo de enzimas
antioxidantes pela melatonina, in vivo, ainda nio foi precisamente determinado, mas
estudos tém demonstrado sua capacidade de influenciar a expressao génica de enzimas
antioxidantes, alterando os niveis de RNAm para estas enzimas (RODRIGUEZ et al.,
2004). A melatonina também influencia favoravelmente a producdo e a geracao de
GSH, o principal antioxidante intracelular. Além disto, este hormonio de estrutura
pequena, sendo lipofilico e a0 mesmo tempo um pouco solivel em meio aquoso,
facilmente atravessa as barreiras bioldgicas e prontamente entra nas células,
compartimentos ou fluidos corporais, incluindo a barreira hematoencefalica, sendo
largamente distribuido dentro do organismo (citosol, niicleo, membranas celulares e
mitocondria), onde pode seqiiestrar radicais livres tanto em ambiente celular lipidico
quanto aquoso (REITER et al., 1996; REITER et al., 1997, KARBOWNIK et al.,
2001; VIJAYALAXMI et al., 2004; CLAUSTRAT et al., 2005; HARDELAND et al.,
2006). Concentracdes altas de melatonina podem ser encontradas na mitocondria, onde
¢ capaz de aumentar a eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons, com a
conseqiiente redu¢do da geragdo de radicais livres, fato que se torna especialmente
importante, uma vez que esta organela ¢ o maior sitio de geracao de radicais livres e de

estresse oxidativo (KARBOWNIK et al., 2001; REITER et al., 2002).

O fato da melatonina penetrar no cérebro ¢ particularmente interessante, uma
vez que este Orgdo ¢ altamente suscetivel ao dano oxidativo, devido a sua alta
concentracdo de 4acidos graxos facilmente oxidéaveis, possuir regionalmente altas
concentragdes de acido ascorbico e ferro e apresentar relativamente baixo nivel de
sistema de defesa antioxidante, além de consumir grande quantidade de O, (cerca de
20 % do total inalado), apesar de representar apenas cerca de 2 % do peso corporal
(REITER et al., 1997; REITER, 1998). Estudos tém demonstrado também a habilidade
da melatonina em estabilizar membranas, pois protege contra a diminui¢ao da fluidez
das membranas (qualidade de facilidade ao movimento), causada, possivelmente, pela
oxidacao de ligacdes duplas lipidicas e de cadeias laterais de aminoacidos, acarretando

mudangas na sua dindmica funcional (REITER, 1998).
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LIVREA e colaboradores (1997) avaliaram a acdo contra a peroxidacao
lipidica de melatonina incorporada em lipossomas unilamelares de fosfatidilcolina, nas
doses de 5 a 500 umol.L™". As concentragdes de 5 ¢ 10 pmol.L™ néo foram efetivas em
reduzir a peroxidacdo lipidica. Por outro lado, o farmaco nas doses de 30 a 500
umol.L™ causou curtos periodos de inibi¢do da lipoperoxidacdo, aumentando com a
dose, mas nao de forma linear. Foi verificado também um sinergismo de agao pela
combinacio de melatonina com o-tocoferol, a 5 umol.L™', o qual ja havia sido relatado

para substancias como ascorbato e GSH.

A melatonina, administrada na dose de 5 ou 10 mg/kg, também reduziu a
peroxidagao lipidica no figado de rato, induzida por irradiacdo y, a qual ¢ muito
empregada na terapia de cancer. Verificou-se que a reducdo do nivel de

malondialdeido foi dose-dependente da melatonina (TAYSI et al., 2003).

SAIJA e colaboradores (2002) investigaram a interacdo da melatonina com
modelos lipossomais de membranas e a possivel implicacdo em seu efeito protetor,
contra danos oxidativos provocados por radiagdo UV. Estes resultados in vitro
sugeriram que o efeito fotoprotetor da melatonina pode ser, ao menos parcialmente,
resultante de sua capacidade de seqiiestrar radicais livres, incluindo o 6xido nitrico,
além de poder atuar absorvendo radiacdo UV. Através de calorimetria exploratoria
diferencial, foi evidenciada também a capacidade da melatonina de interagir com as
bicamadas de dimiristoilfosfatidilcolina, causando um significante efeito fluidificante,
0 que pode ser um mecanismo cooperativo na protecdo contra danos peroxidativos as
membranas, ao lado de sua capacidade de atravessar as biomembranas, possibilitando

também a protecdo de componentes intracelulares.

VURAL e colaboradores (2001) avaliaram o efeito antioxidante da
melatonina, administrada intraperitonealmente, na dose de 10 mg/kg/dia, em ratos
diabéticos, uma vez que o estresse oxidativo exerce uma fun¢do no desenvolvimento
da doenca e nas complicagdes associadas a mesma. Os resultados sugeriram que a
melatonina possa ser util no tratamento de diabetes devido as propriedades

antioxidantes, além de controlar o nivel de glicose no sangue.
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SIU e colaboradores (1999) verificaram que a presenca de indolaminas, tal
como a melatonina, foi capaz de reduzir a peroxidagao lipidica, induzida por 6xido
nitrico, em homogeneizados de retina de rato. A vitamina E apresentou um efeito

sinérgico com as indolaminas no combate ao dano oxidativo retinal.

CABRERA e colaboradores (2000) avaliaram o efeito da melatonina sobre o
dano oxidativo em cérebro de rato, induzido por acido quinolinico, o qual ¢ um
metabdlito relacionado a diversas doengas neuroldégicas em humanos. Em
experimentos in Vvitro, o acimulo de produtos da peroxidagdo lipidica foi
significativamente reduzido pela melatonina (0,5 a 3 mmol.L") de forma dose-
dependente. A administragdo de melatonina, intraperitonealmente (10 mg/kg), 30
minutos antes da administracdo do acido quinolinico, € apos 4 ¢ 20 horas, reduziu
significativamente a peroxidacdo lipidica. A melatonina também administrada
intraperitonealmente a ratos, na dose de 10 mg/kg a cada 6 horas, durante 15 dias,
reduziu os danos oxidativos provocados pelo carcinogénico acido d-aminolevulinico
sobre 0 DNA e preveniu a reducdo da fluidez das membranas mitocondrial e
microssomal renais, bem como foi efetiva em diminuir os produtos da peroxidagao

lipidica na circulagao sistémica (KARBOWNIK et al., 2000).

SHEN e colaboradores (2002) verificaram que a melatonina (0,1, 1,0 ¢ 10
mg/kg/10 dias) reduziu efetivamente a peroxidacgao lipidica em tecido cerebral de ratos
de meia-idade, induzida pela administracdo de peptideo B-amildide, o qual possui uma
acao causal na doenca de Alzheimer. Foi observado também um aumento da atividade
de enzimas antioxidantes, o que pode contribuir para a melhoria do aprendizado e
memoria desses animais. Resultados também sugeriram que o aumento, relatado a
idade, na vulnerabilidade do tecido cerebral a oxidagdo, em camundongos com
senescéncia acelerada, pode ser modificado pela melatonina, provavelmente por sua
habilidade de seqiiestrar radicais livres e estimular a atividade de enzimas

antioxidantes (OKATANI et al., 2002).

GOMEZ e colaboradores (2005) verificaram efeitos protetores da melatonina,

em hipocampo de ratos, contra danos celulares causados por estresse oxidativo
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induzido por aluminio, quando administrada intraperitonealmente na dose de 10
mg/kg/dia durante 11 semanas (veiculo= 0,9 % de solugdo salina contendo 2 % de
etanol). A melatonina aumentou os niveis de GSH, aumentou a atividade das enzimas
SOD e CAT, mas ndo alterou significativamente a atividade da GSH redutase e da
GPx. Além disto, foi observado um aumento nos niveis de RNAm das enzimas SOD,
CAT e GPx, apds a administragdo de melatonina, o que, para as duas primeiras, foi

correlacionado com o aumento de suas atividades.

TUNEZ e colaboradores (2005) avaliaram os efeitos da administracdo de
melatonina e dimetilsulféxido sobre o estresse oxidativo de figado e cérebro, além da
insuficiéncia hepatica causados pela administracdo de tioacetamida a ratos. Uma dose
diaria de melatonina (3 mg/kg, dissolvida em 0,9 % de NaCl contendo 5 % de etanol)
ou dimetilsulfoxido (2 g/kg) foi intraperitonealmente administrada, sozinha ou em
combinagdo com tioacetamida, comecando 3 dias antes e continuando por 2 dias apos
a injecdo da hepatotoxina. Os resultados demonstraram que uma ac¢do antioxidante e
neuro-/hepato-protetora pela administragdo de melatonina e também de
dimetilsulfoxido em menor extensao, foi obtida mediante a diminui¢ao nas mudangas
provocadas pela tioacetamida, como o aumento dos niveis de amdnia e da peroxidagao

lipidica, reducdo dos niveis de GSH e da atividade da CAT, dentre outros.

Estudos tém demonstrado também que a administracio de melatonina a ratos
téem diminuido efeitos toxicos de certos farmacos, envolvidos com a geragdo de
espécies reativas de oxigénio, como, por exemplo, a reducdo da ototoxicidade de
cisplatina (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2000), a diminuigdo da toxicidade cardiaca da
doxorrubicina (MORISHIMA et al., 1998; MORISHIMA et al., 1999; XU et al., 2001;
AHMED et al., 2005). Outra aplicagdo da melatonina que tem sido extensivamente
pesquisada ¢ em modelos de isquemia/reperfusdo, uma vez que a geragao de radicais
livres tem sido associada aos danos provocados nos tecidos cerebral e gastrintestinal
mediante esta condi¢do, e a administracdo da melatonina tem diminuido estes danos
bem como reduzido o edema induzido (CABEZA et al., 2001; CUZZOCREA et al.,
2001; KONDOH et al., 2002; CHEUNG, 2003; TORII et al., 2004; LEE et al., 2004).
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1.4.2. Desenvolvimento de formulacdes contendo melatonina

Quando administrada por via oral, a melatonina possui uma curta meia-vida
bioldégica (30 a 65 min) e apresenta uma baixa e variada biodisponibilidade,
provavelmente devido ao importante metabolismo de primeira passagem e/ou absor¢ao
variavel (BENES et al., 1997; DeMURO et al., 2000; BARRENETXE et al., 2004).
De fato, os poucos dados relatados na literatura tém sugerido significativas variagoes
na farmacocinética da melatonina em humanos. DeMURO e colaboradores (2000)
verificaram que a melatonina, administrada oralmente em humanos, apresentou uma
biodisponibilidade absoluta de aproximadamente 15 % e tempo de meia-vida entre

60,8 £ 13,2 minutos (dose de 2 mg) e 65,0 £ 11,3 minutos (dose de 4 mg).

Em funcdo destas caracteristicas, a melatonina nao ¢ adequada para
incorporacdo em formas farmacéuticas de liberagdo imediata convencionais (LEE et
al., 1999; EI-GIBALY et al., 2003). Além disto, possui baixa solubilidade em agua e
caracteristicas de dissolugdo lenta (Kumar et al., 2003; LUI e FAN, 2005). Desta
forma, sistemas de liberagdo controlada de melatonina, para serem utilizados por via
oral (LEE et al., 1995; LEE et al., 1996a; LEE et al., 1996b; BENES et al., 1997; LEE
et al., 1998; HOFFMANN et al., 1998; LEE et al., 1999; EL-GIBALY et al., 2002;
EL-GIBALY et al., 2003; KUMAR et al., 2003), transdérmica (BENES et al., 1997;
KANDIMALLA et al., 1999a; KANDIMALLA et al., 1999b; DUBEY et al., 20006),
transmucosal (BENES et al., 1997) ou ainda intranasal (MAO et al., 2004) tém sido
desenvolvidos, tendo em vista suas inumeras potencialidades terapéuticas. De fato,
alguns estudos demonstraram que formulacdes de liberagdo controlada de melatonina
foram clinicamente mais Uteis em manter o sono e em tratamento de distirbios do
ritmo circadiano, quando comparadas a formulagoes de liberagao imediata (LEE et al.,

1998), as quais sdao mais efetivas na inducdo do sono (JAN et al., 2000).

LEE e colaboradores (1995) avaliaram a liberagdo de melatonina, em
humanos, a partir de capsulas contendo formulacdes de liberacio imediata e
formulacdes de liberagao controlada, constituidas de misturas de melatonina,

hipromelose (hidroxipropilmetilcelulose) e povidona (polivinilpirrolidona), aplicadas
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em granulos de agucar, e revestidas com etilcelulose (Aquacoat™). A dose total
administrada de melatonina foi 0,5 ou 1,0 mg. As formulag¢des foram planejadas para
liberar 0,1 mg de melatonina imediatamente e 0,4 mg a partir dos granulos de agtcar,
visando a liberacao controlada acima de oito horas, mantendo a concentra¢ao de
melatonina superior a fisiologica. As analises revelaram que menos de 20 % da dose
administrada alcancaram a circulagdo sistémica, fato que pode ser resultante do intenso

metabolismo hepatico e/ou da incompleta liberagao do farmaco.

Em 1999, LEE e colaboradores também prepararam comprimidos com matriz
de hipromelose, contendo melatonina, sendo revestidos com misturas de Eudragit®
RS-30D, talco e plastificante. Os perfis de liberacdo da melatonina, a partir dos
comprimidos, foram avaliados em fluidos gastrico e intestinal artificiais. De acordo
com os resultados, a velocidade de liberagdo do farmaco (pouco soliivel em agua) foi
independente do pH do meio, sendo a liberacdo dada pela sua difusdo através da
matriz gelatinosa, seguida pela erosdo do gel. Verificaram que, com o aumento da
viscosidade da hipromelose, a velocidade de liberagdo da melatonina tendeu a
diminuir, assim como para o revestimento, sendo possivel, obter comprimidos de

liberagao sustentada deste farmaco otimizando a formulagao.

Em um outro estudo, microesferas de alcool estearilico contendo melatonina
foram preparadas, visando o estudo das caracteristicas da liberagdo do farmaco, em
meio gastrico e intestinal artificiais. As microesferas apresentaram-se esféricas e com
diametro entre 250 e 750 um. Os resultados demonstraram que a velocidade de
liberacdo da melatonina diminuiu com o aumento da quantidade de alcool estearico,
enquanto que aumentou como o aumento da quantidade de aditivos incorporados
(polietilenoglicol 4000 e triestearato de aluminio), além de ser influenciada por
parametros do processo de preparagdo, como velocidade de agitagdo e de resfriamento.
O perfil de liberagdo da melatonina a partir das microesferas foi independente do pH
do meio, entretanto, a quantidade liberada de farmaco em meio géstrico foi maior em
relagdo aquela liberada em meio intestinal, para um dado periodo, independente dos
parametros de processo. O efeito “burst” de liberagdo inicial foi atribuido ao farmaco

situado na superficie externa das microesferas. Observou-se também que as
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microesferas contendo melatonina, geleificadas juntas, usando quitosana ou alginato
de s6dio, também podem ser Uteis para controlar a velocidade de liberagdo da mesma

(LEE et al., 1998).

EL-GIBALY e colaboradores (2002) desenvolveram microcapsulas do tipo
flutuante (floating) contendo melatonina através de interagdo idnica de quitosana com
um tensoativo negativamente carregado, o sulfossuccinato sodico de dioctila. Foi
verificado que as particulas possuem um nucleo oco esférico, contendo o farmaco no
estado cristalino, o qual apresentou eficiéncia de incorporagdo entre 31,2 e 59,74 %,
dependendo da composi¢do da formulacao. Os perfis de dissolu¢do da melatonina a
partir destes sistemas seguiram uma cinética proxima a ordem zero, em fluido géstrico
simulado, apresentando 50 % de liberagdo entre 1,75 e 6,7 horas, enquanto que as
microparticulas ndo-flutuantes (non-floating), preparadas com quitosana e
tripolifosfato de sodio, liberaram rapidamente o farmaco. Estes mesmos autores, em
2003, desenvolveram microcapsulas de quitosana do tipo “buoyant” contendo
melatonina e estudaram o efeito protetor destas (2,5 mg/kg/8 semanas) contra a
toxicidade induzida por aflatoxina Blem figado de rato. Os resultados indicaram que a
taxa de apoptose e os indicadores de estresse oxidativo (malondialdeido, 6xido nitrico)
foram significativamente reduzidos, enquanto que os niveis de antioxidantes hepaticos
(glutationa, zinco, enzimas antioxidantes) foram significativamente aumentados
devido a co-administracdo de aflatoxina e melatonina livre ou microencapsulada.
Entretando, a melatonina associada as microcépsulas (66,82 %) foi mais efetiva na
reducdo da taxa apoptdtica em comparagdo a melatonina em solugdo (36,12 %), como
indicado pela redugdo da atividade da caspase-3, bem como reducdo dos niveis de
malondialdeido e 6xido nitrico. Os niveis de glutationa e glutationa redutase também
foram mais elevados para a formulacdo em comparagdo a solucdo, provavelmente

devido a liberagdo sustentada do fArmaco a partir das micropaticulas.

A melatonina tem sido também associada a a-, B- ou y-ciclodextrinas
(BONGIORNO et al., 2002; LIU e FAN, 2005), sendo que seu anel indol representa
uma estrutura lipofilica adequada para a formagdo de complexos de inclusao, dentro da

cavidade hidrofobica destes compostos (BONGIORNO et al., 2002). KUMAR ¢
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colaboradores (2003) prepararam comprimidos constituidos de bicamada, em que uma
fracdo de farmaco foi associada a -ciclodextrinas e a outra incorporada em matrizes
de hipromelose ¢ Carbopol® 971 P, para se alcancar uma liberagdo rapida inicial,

seguida de uma liberacdo sustentada da melatonina, por um periodo de oito horas.

Estudos do clearence nasal de microesferas de amido contendo melatonina,
demonstraram, através de cintilografia, que mais de 80 % da radioatividade
proveniente destas formulagdes permaneceu na mucosa nasal apds 2 horas da
administragcdo, comparado com somente 30% da radioatividade oriunda da solugdo do
farmaco. Além disto, uma elevada biodisponibilidade absoluta da melatonina (84 %)

foi alcancada (MAO et al., 2004).

Mais recentemente, a influéncia da encapsulacio da melatonina em
microparticulas lipidicas (lipoesferas), dispersadas em um creme O/A, sobre sua foto-
estabilidade foi avaliada, empregando-se um simulador solar. A degradagdo da
melatonina ndo encapsulada, misturada com microesferas sem farmaco, foi de 19,6 %,
enquanto que, com a encapsulacdo em lipoesferas de triestearina, a diminui¢ao do teor
foi de apenas 5,6 %, apdés 2 horas de irradia¢do. Entretanto, as lipoesferas de
tripalmitina ndo foram efetivas em proteger o farmaco, apresentando 18,9 % de
degradacdo (TURSILLI et al., 2005). Segundo os autores, o efeito de foto-
estabilizagdo dos sistemas estudados correlacionou com as suas capacidades de

modulac¢ao da difusdo da melatonina.

WANG e colaboradores (2005) desenvolveram nanoparticulas de selénio
complexadas com melatonina, visando avaliar o efeito protetor hepatico em
camundongo contra lipopolissacarideo do bacilo Calmette-Guérin, apds administragao
intragastrica. Esta associagdo € interessante pois o selénio aumenta a atividade da
enzima antioxidante glutationa peroxidase. Os resultados indicaram que os niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico diminuiram e a atividade de enzimas
antioxidantes aumentou devido a administragdo do complexo, sendo o efeito protetor

maior em relagdo a administracdo dos dois componentes individualmente.
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Recentemente, DUBEY e colaboradores (2006) prepararam lipossomas
elasticos, empregando fosfatidilcolina e desoxicolato de sodio, com eficiéncia de
encapsulacdo maxima de 67 = 2 % para a melatonina e com didmetro médio de 118 +
10 nm. Variando-se a concentracdo de melatonina de 0,1 a 2,0 % (m/m), a eficiéncia
de encapsula¢do do farmaco permaneceu entre 62 + 4 ¢ 67 = 2 %, sendo que, nas
concentragoes de 1,2 e 2,0 %, cristais de farmaco foram observados. Estudos de
permeagdo, em pele humana, demonstraram que os lipossomas elasticos aumentaram o
fluxo transdérmico da melatonina, com diminuigdo do lag-time e com bom coeficiente
de permeabilidade. O fluxo obtido foi proximo de 5 a 12 vezes maior do que aqueles
alcangados com lipossomas convencionais (148 = 9 nm; eficiéncia de encapsulagao=

49 £+ 5 %) ou com a solu¢do de melatonina, respectivamente.
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CAPITULO 2: Desenvolvimento de suspensdes e de produtos

secos de nanocapsulas contendo melatonina






2.1. Introducgéao

A parte inicial do trabalho foi dedicada ao desenvolvimento e a caracterizagao
fisico-quimica de suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo melatonina (0,5
mg/mL), empregando-se o método classico de deposi¢do interfacial de polimeros pre-
formados. A composi¢cdo das formulagdes foi avaliada, variando-se o tipo de nucleo
oleoso, os tipos de tensoativos, o tipo de polimero e o tipo de sistema formado
(nanocapsulas, nanoesferas ou nanoemulsdao). Poliésteres [poli(e-caprolactona) e
poli(lactideo)] e derivados polimetacrilatos (Eudragit S100° e Eudragit RS100®)

foram empregados como polimeros.

Além disto, foi realizada a secagem por aspersao da formulagdo selecionada,
objetivando-se verificar a possibilidade de preparacdo de pos de nanocéapsulas
contendo melatonina, bem como a habilidade destes sistemas em controlar a liberacdo
do farmaco e aumentar a estabilidade fisica em relagcdo as suspensoes

nanoparticuladas.
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Suspensdes de nanocapsulas contendo melatonina foram preparadas pelo método de
deposicio interfacial e caracterizadas (tamanho, morfologia e eficiéncia de encapsulagao). Foram
avaliadas as influéncias do tipo de polimero, de dleo e de tensoativo sobre as caracteristicas dos
produtos. A eficiéncia de encapsulacio da melatonina variou de 30% a 56% e a natureza do
polimero foi o parimetro de maior influéncia. De acordo com a maior eficiéncia de encapsulagio,
nanocdipsulas preparadas com Eudragit S100™ foram selecionadas para secagem por aspersio,
objetivando-se aumentar a estabilidade fisica das suspensdes e controlar a liberagio da
melatonina. O pd obtido apresentou eficiéncia de encapsulacio de 93% e ndo sofren nenhuma
alteragio morfoldgica apos 12 meses de armazenamento. Este sistema apresentou perfil de
liberagio controlado, comparativamente ao farmaco puro, o qual foi ajustado ao modelo
monoexponencial. O mecanismo de liberagio da melatonina foi baseado em intumescimento e
dissolugio do polimero.

Nanocapsule suspensions containing melatonin were prepared by interfacial deposition
method and characterized (size, morphological aspect and encapsulation efficiency). The
formulation parameters studied were the oil nature, the type of surfactants and the type of
polymer. The melatonin-encapsulation efficiency ranged between 30% and 56% and polymer
nature was the parameter that more influenced the characteristics of suspensions. According to
the highest encapsulation efficiency, the nanocapsules prepared with Eudragit S 100® were selected
to be spray-dried in order to improve the physical stability of suspension and to control the
release of melatonin. The melatonin-loaded nanocapsule spray-dried powder presented
encapsulation efficiency of the 93% and no morphological alterations were observed after 12
months of storage. This system showed a controlled release profile in comparison to the
dissolution of the pure melatonin. The release profile was fitted to monoexponential model and
the melatonin release mechanism was based on swelling and dissolution of the polymer.

Keywords: melatonin, nanocapsules, nanoparticles, spray-dried powders

Introduction

Melatonin, N-acetyl-5-methoxytryptamine (Figure 1), is
a hormone secreted at night-time by the pineal gland of
mammals and it is involved in the regulation of the sleep-
wake cycle, as well as in several biological functions, such
as the modulation of mood, the control of seasonal
reproduction in animals, the circadian rhythm regulation,
the normal patterns of sleep,! and the neuroimmuno-
modulation in humans.” The administration of the exogenous
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melatonin has been employed for circadian rhythm disorders
as jet-lag and insomnia.! Beyond the potent antioxidant
activity, the melatonin is a free radical scavenger.’ protects
against lipid peroxidation in several models* and against
oxidative stress observed in some neurodegenerative diseases
such as Alzheimer’ It also protects against ischemia/
reperfusion injury® and presents anti-tumor activities.”
However, melatonin has a very short half-life, low
and variable bioavailability, presumably due to extensive
first-pass metabolism and/or variable absorption, when
administered orally. For these reasons melatonin is not
a good candidate for conventional oral immediate-release
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Figure 1. Melatonin structure (N-acetyl-5-methoxytryptamine).

formulations.*® Indeed, exogenous melatonin in
sustained release formulations were reported to be
clinically more useful to maintain sleep and treat
circadian rhythm disorders when compared to immediate
release formulations. In this way, sustained release
dosage forms to deliver melatonin have been inves-
tigated.*!* Lee et al. ® obtained sustained release
formulations of melatonin using hydroxypropyl
methylcellulose matrix tablets. According to the studies
conducted by Lee and Mim,! the sustained release
formulations of melatenin using alginate beads may be
an alternative for oral delivery of this drug. El-Gibaly ef
al.® have developed buoyant melatonin-loaded chitosan
microcapsules presenting sustained release charac-
teristics. They verified that these microcapsules were
more effective in reducing the aflatoxin B1-induced
apoptotic rate than free melatonin.

The interest in nanoparticulate systems for controlling
release of drugs has been growing in pharmaceutical field
for parenteral, oral or topical administration. Nanoparticles
are defined as colloidal polymeric particles containing a drug,
including nanocapsules and nanospheres. Nanocapsules are
carriers composed of an oil core surrounded by a polymeric
wall, whereas nanospheres consists of a polymeric matrix.'>"?
Both colloids are stabilized by surfactants at the particle/
water interface. These systems can be prepared by methods
based on the polymerization of dispersed monomers or the
dispersion of a preformed polymer.'®

For i.v. route, nanoparticle suspensions have been
developed for drug targeting delivery, improving the
therapeutic index,'>!™® whereas for oral administration,
polymeric nanoparticles have been studied for protecting
the mucosa from the toxicity of drugs® for sustaining the
release of drugs * and for improving of the bioavailability
of drugs.*? However, these aqueous suspensions present
disadvantages because during the storage physico-chemical
instability due to the agglomeration and the sedimentation
of particles™* and microbiological contamination can
occur. In the literature, approaches employing freeze-
drying®®2¢ and spray-drying techniques®* have been
reported in order to improve the stability of nanoparticles
by means of the convertion of the suspension into powders.
In previous studies we obtained oral solid forms containing

Development of Nanocapsule Suspensions

72

563

non-steroidal anti-inflammatory drug-loaded nanoparticles,
using spray-drying technique and colloidal silicon dioxide
(Aerosil 200%) as drying adjuvant.™* The morphological
analysis of these systems demonstrated that the spray-dried
powders presented spherical microparticles showing
nanoparticles on their surfaces.

Recently we have associated melatonin into nanoparticles
systems, prepared by the nanoprecipitation technique. These
nanoparticles provided an important increase in the effect of
melatonin against lipid peroxidation of the microsomes and
phosphatidylcoline liposomes.™ Taking these results into
account, the aim of the present work is to prepare and to
characterize nanocapsule suspensions containing melatonin,
studying the influence of the formulation composition on
the physico-chemical properties of these colloids. For
comparison, nanospheres and nancemulsion were also
prepared. The formulations were characterized in terms of
the macroscopic and microscopic aspects, the particle mean
diameters, the pH values, the melatonin contents and the
encapsulation efficiencies. The possibility of preparing
melatonin-loaded nanocapsule spray-dried powders with the
aim of improving the stability of these aqueous systems and
controlling the release of this drug has been also investigated.

Experimental
Chemicals and reagents

Melatonin was obtained from Sigma (St. Louis, USA).
Poly(e-caprolactone) [MW= 60,000 g mol™'] and poly(lactide)
(Resomer® R 206) were supplied by Aldrich (Strasbourg,
France) and Boehringer Ingelheim (Germany), respectively.
Eudragit S 100* and Eudragit RS 100® were obtained from
Almapal (530 Paulo, Brazil). Caprylic/capric triglyceride and
mineral oil were obtained from Brasquim (Porto Alegre, Brazil)
and Fraccionata (Porto Alegre, Brazil), respectively. Sorbitan
monostearate (Span 60%), sorbitan monooleate (Span 80%) and
polysorbate 80 (Tween 80™) were acquired from Delaware
(Porto Alegre, Brazil). Poloxamer 188 (Pluronic® F68) was
obtained from Sigma (St. Louis, USA). All other chemicals
and solvents used were of pharmaceutical grade. All reagents
were used as received.

FPreparation of nanocapsule suspensions by interfacial
deposition of a preformed polvmer

Nanocapsules containing melatonin were prepared
as described by Fessi et al.*® Briefly, the lipophilic
solution consisted of 0.8 mL oil (caprylic/capric
triglyceride or mineral oil), 250 mg polymer [poly(e-
caprolactone), poly(lactide), Eudragit® S100 or Eudragit®
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RS100)]. melatonin (0.5 mg mL-), 192 mg surfactant
(Span 60® or Span 80%) and 67 mL acetone. This organic
phase was added with magnetic stirring into an aqueous
solution {133 mL) containing 192 mg surfactant (Tween
80% or Pluronic F68%). The solvents were removed by
evaporation under reduced pressure and the final volume
of suspension was adjusted to a total volume of 25 mL.
Nanospheres and nanoemulsion were also prepared as
described above for nanocapsules, omitting the oil and
the polymer, respectively.

Characterization of suspensions

The physicochemical analysis of nanoparticles was
carried out immediately after preparation. The pH values
of suspensions were determined using potentiometer B474
(Micronal, Brazil) after preparation. The particle size was
mensured by photon correlation spectroscopy (PCS). For
PCS measurements, 20 uL of each suspension were diluted
to 10 mL. Measurements were made at room temperature
(20 °C) and fixed angle of 90°, using a Brookheaven
Instruments standard setup (BI-200M goniometer, Bl-
9000AT digital correlator and a BI9863 detection system).
A Spectra Physics He-Ne laser (model 127, A, = 6328
nm) was used as light source.®® The morphological analysis
was conducted by transmission electron microscopy
(TEM: Jeol, JEM 1200 Exll) operating at 80 kV. For this
analysis, the diluted suspension was deposited in Formvar-
Carbon support film on specimen grid (Electron
Microscopy Sciences) and negatively stained with uranyl
acetate solution (2% m/v).

Determination of drug content for nanoparticle suspensions

Melatonin was assayed by high-performance liquid
chromatography.® The system consisted of a UVivisible
detector, pump and auto-injector S 200 Perkin Elmer
(Shelton, USA) and Nova-Pak® C; 3.9 x 300 mm Waters
column. The mobile phase consisted of acetonitrile/water
(55:45). The total sample volume injected was 20 uL and
melatonin was detected at 229 nm. Free melatonin {non-
associated) was determined in the ultrafiltrate after
separation of the nanoparticles by ultrafiltration-
centrifugation technique (Ultrafree-MC 10,000 MW,
Millipore), at 15,300 x g for 10 min. Total melatonin was
measured using HPLC after the dissolution of colloidal
suspension by acetonitrile. The melatonin associated with
the nanoparticles (encapsulation efficiency) was calculated
from the difference between the total and free drug
concentrations measured in the nanoparticles suspension
and in the ultrafiltrate, respectively.
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Freparation of nanocapsule spray-dried powders

To the suspension of nanocapsules was added 3% (m/v)
of colloidal silicon dioxide and the mixture was fed into a
mini-spray-dryer Biichi MSD 190 (Flawil, Switzerland) with
a two-component nozzle and co-current flow.” The inlet
temperature at the drying chamber was maintained around
150 °C = 4 °C and outlet temperature was 107 = 4 °C. The
spray rate feed was 3 mL min!. The spray-dried powders
were prepared in triplicate.

Characterization of nanocapsule spray-dried powder

The yields of the spray-dried powders were calculated
by the sum of the weights of all components, discounting
the content of water in the suspensions. After stirring the
powders in acetonitrile for 90 minutes, at room temperature,
followed by centrifugation and filtration (membrane GVWEF,
0.45 pm, Millipore) the encapsulation efficiency of
melatonin was determined by HPLC (Waters, USA - pump
600 controller; 2487 Dual & absorbance detector; 717 plus
autesampler). The Merck column LiChrospher® RP-18 (250
X 4 mm; Germany) was employed. The mobile phase
consisted of acetonitrile/water (55:45). The total sample
volume injected was 20 uL and melatonin was detected at
229 nm. The encapsulation efficiency (%) of spray-dried
powder was calculated from the correlation of the theoretical
and the experimental melatonin concentrations. The spray-
dried powders, after gold sputtering, were examined under
scanning electron microscopy (SEM) (Jeol Scanning
Microscope, JSM-5800) at 20 kV, using different
magnifications, according to the methodology previously
described in the literature.'®?” The moisture (%) was
determined using Karl Fischer titration (Schott Titroline
Alpha). The particle size distribution was determined by
laser diffractometry using a Malvern laser sizer (Mastersizer
2000). Average particle size was expressed as volume mean
diameter (d,,) in um. The span was also calculated and it
is defined as (dw_gm - d(v.w:}"dn-so: . where dn-.m: . dmn] and ll:l[ij
are the diameters at 90%, 10% and 50% cumulative volume,
respectively. Thus, the span gives a measure of the range
of the volume distribution relative to the median diameter.

In vitro drug release studies from spray-dried powders

The in vitro melatonin release test of the nanocapsule
spray-dried powders was carried out using a flow-through
cell technique. The apparatus is constituted by recycling
flow-through cells (Desaga, Wiesloch, Germany)
containing as a fluid inlet a bed of glass beads, and
connected to a peristaltic pump {Desaga, Wiesloch,
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Germany). The flow rate was | mL min™. The test was
carried out using pH 7.4 phosphate buffer solution. The
dissolution medium (37 £0.5 °C) was placed in an external
vessel, connected with the cell through the pump. An exact
amount of each powder (equivalent to 2 mg of melatonin)
was placed in the cells for the release tests (n=3). The
collected samples, at predetermined time intervals, were
filtered through a membrane (GVWE, 0.45 um, Millipore).
The drug release/dissolved was assessed through HPLC
analysis, as described above. The dissolution profiles of
the drug were analyzed by mathematical models using
the MicroMath Scientist® Program.

Physical stability evaluation of formulations

The nanocapsule suspension prepared using Eudragit®
S100 and its corresponding spray-dried powders were
stored, at room temperature and protected from light, for
12 months. The physical aspect of these formulations was
evaluated after preparation and after 12 months of storage.

Results and Discussion

Influence of the formulation composition on the physico-
chemical characteristics of melatonin loaded-nanocapsule
suspensions

The parameters of the formulations studied were the
oil nature, the type of surfactant and the type of polymer.
The melatonin-loaded polymeric nanocapsules were
obtained by interfacial deposition of preformed polymers
using different components. All formulations presented
macroscopic homogeneous aspect like a milky white
bluish opalescent fluid (Tyndall effect) in agreement with
the results previously reported in the literature for other
nanocapsule systems. 132431

Tables 1 and 2 show the physico-chemical charac-
teristics of nanocapsule suspensions containing melatonin.
These systems presented colloidal sizes between 204 and
280 nm, corroborating results previously observed for
nanocapsules prepared by interfacial deposition.!3242631
The suspensions showed acid pH values (3.97-5.62) and
the total concentrations of melatonin were recovered as
expected (0.5 mg mL™).

Regarding the melatonin-encapsulation efficiencies,
the values ranged between 33 and 56%. depending on
the composition of the formulations (Table 1 and 2).
Concerning the influence of oil core, the melatonin-
encapsulation efficiency for the caprylic/capric ftri-
glyceride (37%) was slightly higher than that for the
mineral oil (31%). Moreover, the oil nature did not
influence the size of the poly(e-caprolactone)-nano-
capsules containing melatonin (caprylic/capric
triglyceride = 264 £ 24 nm; mineral oil= 266 = 40 nm).

Nanocapsules can be stabilized by steric or
electrostatic repulsion, depending on the nature of the
surfactant. Surfactants are necessary to obtain small and
stable oil droplets.® In this way, surfactants can affect
the physico-chemical properties of the nanoparticles,
such as size and drug loading *** However, in this work,
the nature of surfactants (Table 1) did not present a major
influence on the size of particles and on the drug
encapsulation for poly(e-caprolactone)-nanocapsules
containing melatonin.

The melatonin-encapsulation efficiency was mainly
influenced by the polymer nature (Table 2). The
formulations prepared with polymethacrylates (Eudragit®
RS100 and Eudragit® S100) presented the encapsulation
efficiencies of 45% and 56% (Table 2), respectively, while
using polyesters [poly{e-caprolactone) and poly(lactide
acid}] these values were around 37%. These results could
be attributed to the difference of the drug affinity for the
polymeric materials.

It was verified that melatonin-encapsulation efficiencies
into Eudragit® S100-nanocapsules (56%) are higher than
for nanoemulsion formulations (33%) that have been
prepared in the absence of the polymer (Table 3).

Table 2. The influence of the type of the polymer on physicochemical
characteristics of nanocapsule suspensions containing melatonin (0.5 mg
mL), prepared using polysorbate 80, sorbitan monooleate, and caprylic/
capric triglyceride as oil core

Palymer Total Conc. Melatonin Size pH
(mg mL+)  Encapsulated (nm)
(%)
Poly(e-caprolactone) 0.49 37 264+ 24 538
Poly(lactide) 0.48 38 216+ 36 4.08
Eudragit RS100° 0.51 45 204 +£30 4.29
Eudragit 5100® 0.52 56 236+ 20 397

Table 1. The influence of the type of the surfactant on physicochemical characteristics of poly(e-caprolactone)-nanocapsule suspensions containing

melatonin (0.5 mg mL"), using caprylic/capric triglyceride as oil core

Surfactants Total Cone. (mg mL) Melatonin Encapsulated (%) Size (nm) pH
Sorbitan monooleate/ Pluronic F68® 0.50 a3 280+ 14 5.62
Sorbitan monostearate/ polysorbate 80 0.45 36 264 £ 48 4.37
Sorbitan monooleate/ polysorbate 80 0.49 a7 264 + 24 5.38

74
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In the case of poly(e-caprolactone), no significant increase
in drug entrapment has been verified comparing the systems
prepared with the polymer (37%) or in its absence (33%).
Comparing the size of the nanocapsules (204-264 nm, Table
2) and nanoemulsion (246 nm; Table 3), it can be observed
that the presence of polymers in the former did not influence
the diameter of the particles. Similar results were observed
for poly(e-caprolactone)-nanocapsules (236 nm) and
nanoemulsion (216 nm) containing indomethacin, prepared
using Miglyol® 840.%

The formulations prepared with poly(e-caprolactone)
or Eudragit® S100 (nanospheres and nanocapsules)
presented similar encapsulation efficiencies (Table 3). On
the other hand, the absence of an oil core in nanospheres
led to smaller particles (126 and 182 nm) compared to
the nanocapsules (236 and 264 nm). These differences of
size between nanocapsules and nanospheres have also been
reported for other similar systems.?*

According to Figure 2, the TEM micrographs of
melatonin-loaded Eudragit® S100-nanocapsules present
spherical shape as well as homogeneous size distribution.
Observing these images, the particles show size around 200
nm confirming the results obtained by PCS (Table 2).

Nanocapsule spray-dried powders

Based on the highest melatonin-encapsulation
efficiency, the nanocapsules prepared with Eudragit® S100
(Table 2) were selected to be spray-dried in order to obtain
nanocapsule spray-dried powder containing melatonin. In
this way, the process yields were 74 + 2%, similar to those
described in our previous works for non-steroidal anti-
inflammatory drugs spray-dried powders using silicon
dioxide as drying adjuvant.?” The encapsulation efficiency
of melatonin in these powders was 93 + 3%, and moisture
content was lower than 2%.

Concerning the morphological analysis of spray-dried
powders performed by SEM (Figures 3a, 3c, 3e), the
microparticles presented spherical shape and relatively
narrow diameter distribution. The microparticles presented
d,. of 5.8 pym and d d and d___ were 10.3 pm,

43 (907 TS0 (%10}
4.9 um and 2.4 pm, respectively. The relatively narrow
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Figure 2. Transmission electron microscopy images of Eudragit S100%-
nanocapsule suspension containing melatonin [bar = 1 Um (a), 0.5 pm
(b}, 0.2 pm (c)].

diameter distribution observed by SEM analysis was
confirmed by the low span value (1.6)%* and it was in
accordance with the range obtained for other microparticle
systems prepared by spray-drying technique.”

Through SEM analysis, at higher magnification (Figures
3b, 3d)., nanostructures were observed on the surfaces of
the microparticles. These results can be confirmed
comparing these Eudragit® S100-nanocapsule spray-dried
surfaces (Figures 3b, 3d) with particle surfaces of raw silicon
dioxide spray-dried (Figure 3f) powder. The nanostructures
observed presented size about 200 nm (Figures 3b, 3d)
similar to those observed for the corresponding original
suspension by PCS (Table 2 and Figure 2).

FPhysical stability evaluation

Regarding the stability, after 3.5 months of preparation
at room temperature, the Eudragit® S100-nanocapsule
suspension presented precipitates on the wall of flasks,
demonstrating its physical instability as a function of the
storage time. After 12 months, this suspension presented two

Table 3. Influence of the presence of polymer and/or oil, on physicochemical characteristics of several colloidal formulations containing melatonin (0.5

mg mL), prepared using polysorbate 80 and sorbitan monooleate as surfactants

Polymer System Oily core Total Conc. (mg mL") Melatonin encapsulated (%)  Size (nm) pH
Eudragit S100% Nanospheres - 0.46 54 126 + 12 388
Eudragit S1007 Nanocapsules Triglyceride® 0.52 56 236+ 20 397
Polyig-caprolactone) Nanospheres - 0.48 39 182+ 8 5.04
Polyie-caprolactone) Nanocapsules Triglyceride® 0.49 37 264+ 24 5.38
- Nanoemulsion Triglyceride® 0.49 33 246+ 4 5.15

*Caprylicicapric triglyceride.
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Figure 3. Images obtained by scanning electron microscopy (SEM) of the Eudragit $100% nanccapsule spray-dried powder containing melatonin, after
preparation (a,b) and after 12 months of storage (c.d) and silicon dioxide spray-dried (e, f). [a, c. e (1,000 X) — the photo width corresponds to 132 pm]; [b,

d, (45,000 X) — the photo width corresponds to 2.93 pm].

particle populations, one presenting mean diameter of 283 =
55 nm and the other presenting size larger than 1000 nm,
showing particle agglomeration (initial diameter is 236 +
20nm, Table 2). On the other hand, this spray-dried
nanocapsule formulation presented stable macroscopic aspect
after 12 months of storage. In addition, comparing the initial
microscopic aspect of the powders (Figures 3a and 3b) with
that observed after 12 months of storage (Figures 3¢ and
3d), no morphological alterations were verified.

In vitro release profiles

Figure 4 shows the release profile of melatonin from the
Eudragit® §100-nanocapsule spray-dried powder and the
dissolution of the pure drug. Mathematical modeling (zero
order, first order, biexponential) was applied to obtain
information about the kinetics of melatonin dissolution and
release behavior. After fitting these models, the model was
selected based on the highest correlation coefficient (r) and
highest model selection criterion (MSC), as well as the best
curve fitting. MSC 1s a modified Akaike information criterion
provided by the MicroMath Scientist® Program that allows
the comparison of various data sets fitted to a selected model.
Greater MSC values indicate more appropriate fits. According
to these criteria, both zero order and biexponential models
failed to fit the dissolution and release profiles. The
monoexponential (first order) was the best model to describe
the dissolution and release profiles for both pure and
encapsulated drug (Figure 4). In this way, it was observed
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that the release rate of melatonin-loaded nanocapsule spray-
dried powder has been modified in comparison with the
dissolution profile of the pure melatonin in pH 7.4 phosphate
buffer solution. In this medium, after two hours 96% and
71% of melatonin were dissolved from pure drug and released
from nanocapsule spray-dried powder, respectively. For the
pure melatonin, the dissolution rate constant (&) was 0.023 +
0.003 min!, while for melatonin-loaded spray-dried powder
it was 0.010 = 0.001 min™, showing a slower melatonin
dissolution from the powder than from the pure drug.

In order to gain some insight into the drug release
mechanism, a very simple and semi-empirical equation to
describe drug release from polymeric systems, the power
law ( Krosmeyer-Peppas model), was also applied (f, = a.t").
In this equation, f is the drug dissolved fraction at time 1. n
is the release exponent, indicative of the mechanism of the
drug release and a is the constant incorporating structural
and geometric characteristics of the drug dosage form.™
For spherical systems, when the exponent » assumes a value
of 0.43, between 0.43 and 0.85, 0.85 or greater than 0.85
the drug release rate is governed by fickian diffusion,
anomalous transport, Case-II transport, or super Case-1I
transport, respectively. The parameters a and n were
obtained from the initial portion of the curve (% released <
60%: Figure 5), according to the literature. ¥ In this work,
the power law presents the corresponding fit: f, = 1.001
("%, r = 0.998 (MSC = 5.09). This calculated exponent n
shows that melatonin release mechanism is based on super
Case-II transport (non-Fickian model). In this way, the
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Figure 4. The release profile of melatonin-loaded nanocapsule spray-
dried powder (SD) in comparison with the dissolution of the pure dmg
(MEL)}, in pH 7.4 fosphate buffer solution.

melatonin release can be explained by the superposition of
swelling, relaxation and dissolution of the polymer. which
dissolves in pH values above 7.0.4
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Figure 5. Fit of experimental melatonin release from Eudragit® S100-
nanocapsule spray-dried powder by Krosmeyer-Peppas model {drug re-
lease limited up to 60%).

Conclusions

Results from this investigation showed that homogeneous
nanocapsule suspensions containing melatonin can be
prepared using preformed polymers by interfacial deposition
technique. The physico-chemical characteristics of these
systems have been altered depending on the composition of
the formulations. In addition, the melatonin loaded-
nanocapsule spray-dried powder prepared using silicon
dioxide has been successfully obtained. This powder
improved the physical stability of the product compared to
the original nanocapsule aqueous suspension. The melatonin-
loaded nanocapsule spray-dried powder showed a controlled
release profile in comparison to the dissolution of the pure
melatonin. The monoexponential model was the best one to
describe the dissolution and release profiles. Moreover,
regarding the parameters calculated using the power law, it
was suggested that the melatonin release from Eudragit®
S100-nanocapsule spray-dried powder was governed by
swelling, relaxation and dissolution of the polymer.
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CAPITULO 3: Suspensdes de nanocapsulas, nanoemulsio e
nanodisperséo de tensoativos contendo melatonina: preparacao,

caracterizacéo e estudo de estabilidade







3.1 Introducéo

No presente capitulo, a concentracio de melatonina nas suspensdes de
nanocapsulas (1,5 mg/mL) foi aumentada, em relagdo ao capitulo anterior, ¢ a
estabilidade fisico-quimica foi avaliada, sob diferentes condi¢cdes de armazenamento,

durante trés meses.

O estudo da estabilidade ¢ importante levando-se em conta o fato de que a
melatonina pode sofrer oxidacdo, apresentando fotossensibilidade (ANDRISANO et
al., 2000), e que as suspensodes de nanoparticulas podem também apresentar problemas
de estabilidade fisico-quimica durante o armazenamento (COUVREUR et al., 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2003a).

O objetivo deste capitulo foi, entdo, verificar por quanto tempo as suspensdes de
nanocapsulas sdo estaveis, levando-se em conta as taxas de associacao, os teores totais
de farmaco, os valores de pH e diametros médios de particulas, além de verificar se a
luz natural ou a temperatura tém influéncia sobre estes parametros. A poli(e-
caprolactona), o Eudragit RS100® e o Eudragit S100® foram os polimeros utilizados
no estudo. A estabilidade da nanoemulsdo e da dispersdo dos tensoativos contendo

melatonina também foi estudada, para fins comparativos.
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Abstract

In our previous work, we have demonstrated that melatonin-loaded polymeric nanoparticles
provided an important increase in the antioxidant effect of melatonin against lipid
peroxidation. Hence, in this work, the aim was to study the stability of nanocapsules
containing melatonin (1.5 mg/mL) prepared by interfacial deposition, using different
polymers. For comparison, the stability of the nanoemulsion and nanodispersion was also
evaluated. These nanoparticulated systems presented diameters ranged between 134 and 325
nm. The associated melatonin concentrations ranged between 29 % and 50 %, depending on
the composition of the nanocarriers. The stability evaluation of formulations was performed at
room temperature and protected from or exposed to the natural light or at 50 °C and protected
from the light. The stability of the nanocarriers was evaluated in terms of the macroscopic
aspects, the total contents of melatonin, associated melatonin concentrations, pH and sizes of
particles. The compositions of the nanocarriers and the condition of the storage influenced the

stability of melatonin.

Key words: melatonin; nanocapsules; nanoemulsion; nanodispersion; physicochemical

stability
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1. Introduction

Melatonin (N-acetyl-Smethoxytryptamine) is a lipophilic hormone mainly produced and
secreted by the pineal gland (Barrenetxe et al. 2004). It was characterized after isolation from
bovine pineal tissue about 50 years ago. Melatonin is synthesized and secreted during the dark
phase of the day (Reiter 2003), and presents an important role in the biologic regulation of
circadian rhythms, sleep, mood, aging, reproduction (Epstein 1997) and immunoenhancing
effect (Esquifino et al. 2004). Furthermore, it is also a potent antioxidant, a free radical
scavenger, a protector of nuclear DNA and membrane lipids against oxidative damage (lipid
peroxidation), altering the activities of antioxidant enzymes and improving the total
antioxidant defense capacity of the organism (Reiter et al. 1997; Reiter 2003). Hence, the
pharmacological effects of melatonin have been investigated in sleep disorders (Siegrist et al.
2001), Alzheimer disease (Matsubara et al. 2003), alleviation of stress (Kirby et al. 1999),
diabetes (Nishida et al. 2002), ischemia/reperfusion injury (Cuzzocrea and Reiter 2001),
epilepsy (Gupta et al. 2004), cancer (Reiter 2003) and radiation protection (Vijayalaxmi et al.
2004).

Melatonin has a very short half-life, low and variable bioavailability presumably due to an
extensive first-pass metabolism and/ or a variable absorption, when orally administered (Lee
et al. 1999; El-Gibaly et al. 2003). In addition, melatonin is a poorly aqueous soluble hormone
and presents slow dissolution characteristics (Kumar et al. 2003). For these reasons melatonin
is not a good candidate for conventional oral immediate-release formulations (Lee et al. 1999;
El-Gibaly et al. 2003). So, sustained release formulations containing melatonin have been
developed for oral (Lee et al. 1995; Lee and Min 1996a; Lee et al. 1996b; Lee et al. 1998; El-
Gibaly et al. 2002; El-Gibaly et al. 2003; Kumar et al. 2003), intranasal (Mao et al. 2004),
transdermal, transmucosal (Béneés et al. 1997) and transepidermal (Kandimalla et al. 1999)

administration. Modified release bi-layered tablets containing melatonin using B-cyclodextrin
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(Kumar et al. 2003), microparticles (Lee et al. 1998; El-Gibaly 2002; Mao et al. 2004) and
hydroxypropylmethylcellulose matrix tablets (Lee et al. 1999) have been successful prepared.
Polymeric nanoparticles, submicronic systems, have been extensively studied as drug carriers.
Nanocapsules are a particular type of nanoparticles composed by an oily core surrounded by a
polymeric wall, stabilized by surfactants at the particle/water interface (Legrand et al. 1999;
Couvreur et al. 2002; Schaffazick et al. 2003a). The potential uses of nanocapsules include the
protection of drugs against inativation in the gastrointestinal tract and the improvement of
bioavailability of drugs (Allémann et al. 1998), the protection of gastrointestinal mucosa from
toxicity of drugs (Guterres et al. 1995a; Guterres et al. 2001; Miiller et al. 2001; Schaffazick
et al. 2003b), the improvement of therapeutic index (Couvreur et al. 2002), the controlled
release of drugs (Ferranti et al. 1999; Couvreur et al. 2002), the delivery of poorly water-
soluble compounds (Legrand et al. 1999; Teixeira et al. 2005), the reduction of systemic side
effects (Losa et al. 1993) and the improvement of antioxidant effect (Palumbo et al. 2002).
Recently, we have developed new melatonin delivery systems, based on its association in
polymeric nanoparticles (Schaffazick et al. 2005; Schaffazick et al. 2006). The melatonin-
loaded Eudragit S100®-nanoparticle suspensions provided an important increase in its
antioxidant effect against the lipid peroxidation of the phosphatidylcoline liposomes and liver
microssomes (Schaffazick et al. 2005).

However, the nanoparticle aqueous suspensions present physico-chemical instability during
the storage due to the aggregation of particles (Molpeceres et al. 1997), the degradation of
components such as the polymer (Guterres et al. 1995b; Calvo et al. 1996; Abdelwahed et al.
20006) or the decrease of the associated drug content (Lacoulonche et al. 1999; Abdelwahed et
al. 2000).

Concerning the stability of melatonin, there is a lack of information about its storage at high

temperatures. Cavallo and Hassan (1995) studied the melatonin stability in aqueous solution
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(1.0-113.0 pg/mL) stored into sterile and pyrogen-free glass vacuum vials at —70 °C, at 4 °C
and at room temperature. They verified that there was no loss of potency of melatonin up to 6
months. According to Daya et al. (2001) the melatonin content in aqueous solution (50
ug/mL) stored at pH range from 1.2 to 12, at room temperature or 37 °C, presented a decline
lower than 30 % after 21 days. After UV irradiation, the major degradants of melatonin
(Figure 1) were identified as N'-acetyl-N*-formyl-5-methoxykynurenamine (1) and 6-
hydroxymelatonin (2) (Maharaj et al. 2002). Those products retained the antioxidant capacity
against lipid peroxidation in rat brain homogenate caused by quinolinic acid. According to
Andrisano et al. (2000), the presence of oxygen is essential for the melatonin
photodegradation and it is fast at pH 9, decreasing with the decrease in the pH of the solution.
The possible mechanism for this degradation involves the photo-oxidation of the indole ring
giving an endoperoxide, which rapidly rearranges to the stable product (1) (Figure 1).

Taking all of these into account, the aim of the present work was to prepare nanocapsules
containing melatonin (1.5 mg/mL) using as polymer the poly(e-caprolactone) and the
polymethacrylates Eudragit S100® or Eudragit RS100®, as well as to evaluate the stability of
those systems stored at room temperature and protected from or exposed to natural light or at
50 °C and protected from the light. In order to compare the influence of the presence of the
polymer in the formulations, the stability of melatonin was also carried out for drug-loaded
nanoemulsion and drug-loaded nanodispersion, which nanocarriers correspond to a
submicronic emulsion and to a submicronic dispersion of surfactants, respectively. The
formulations were evaluated considering the total concentrations of melatonin, the associated

drug concentrations, the pH values, the macroscopic aspects and the particle mean diameters.
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2. Investigations, results and discussion

2.1. Characterization of nanocapsule suspensions

All formulations presented macroscopic homogeneous aspect and acid values of pH. The
formulations containing oil core (nanocaspules and nanoemulsion) presented aspect of a
milky white bluish opalescent fluid (Tyndall effect), while the nanodispersion of the
surfactants presented bluish few opalescent aspect (almost transparent). The nanocarrier sizes
were lower than 350 nm (Table 1), in agreement with the diameters usually found for
nanocapsule formulations (Legrand et al., 1999). The total contents of melatonin (98 % to 105
% m/v) were close to the theoretical concentration (1.5 mg/mL) for all formulations (Table 1).
Regarding the associated melatonin with nanocapsules, the values ranged from 38 % to 50 %
(m/v) depending on the type of polymer employed. In our previous work (Schaffazick et al.
2006), the melatonin-loaded nanocapsules (0.5 mg/mL), prepared wusing the
polymethacrylates, presented higher values of associated melatonin (45 % for Eudragit
RS100® and 56 % for Eudragit S100®) if compared to the polyesters [around 37 % for both
poly(e-caprolactone) and poly(lactide)]. The increase in the concentration of melatonin from
0.5 mg/mL (Schaffazick et al. 2006) to 1.5 mg/mL did not result in an important change in the
drug associated concentration (Table 1). On the other hand, the presence of the polymer in the
nanocapsules promoted a significant increase in the drug associated concentration with the
nanocarriers if compared to the nanoemulsion or nanodispersion, especially for the
formulations prepared with the polymethacrylates (Table 1).

2.2. Stability study

2.2.1 Macroscopic aspects

The melatonin-loaded nanodispersion stored at 50 °C and under natural light presented
slightly yellowish aspect after 1.5 month, probably due to the degradation of the melatonin.

After 1.5 month, Eudragit RS100®-nanocapsules stored under natural light also presented

90



similar aspect. The other nanocapsule suspensions presented milky white opalescent aspects
during the whole period, rendering difficult any visualization of the yellowish aspect. In

addition, no formulation showed any precipitate after 3 months of storage.

2.2.2 Total contents of melatonin

The total contents of melatonin remained constant after 1 month of storage for all nanocapsule
suspensions at all experimental conditions (Figure 2A, 2B, 2C). However, after 2 months a
significant decrease of the drug recovery was verified, except in the case of poly(e-
caprolactone) formulation stored at room temperature and exposed to natural light. After this
period, the decrease in the total content of drug ranged from 2 + 2 % to 8 + 3 % (room
temperature), from 5 = 3 % to 13 = 3 % (natural light) and from 7 = 3 % to 13 = 3 % (50 °C).
After 3 months, significant decreases in the total content of drug were observed: from 12 + 2
% to 21 £ 2 % (room temperature), from 15 = 1 % to 22 £ 5 % (natural light) and from 17 £ 2
% to 21 £ 2 % (50 °C). In the case of the nanoemulsion, a significant decrease in the drug
content had already been observed after 1 month for formulations stored under natural light (8
+ 3 %) and at 50 °C (8 £ 4 %) (Figure 2D). On the other side, for nanoemulsion stored at
room temperature, a significant decrease of the melatonin content was observed exclusively
after 2 months (7 £ 5 %). In the case of the nanodispersion (Figure 2E), decreases of 9 = 6 %
and 7 £ 4 % in the melatonin contents were also observed after storage under natural light and
at 50 °C after 1 month, respectively. For the nanodispersion stored at room temperature, the
melatonin content significantly decreased after 2 months of storage (11 = 3 %). After 3
months, the decreases in the content of melatonin for nanodispersion (15 £ 5 % to 19 £ 3 %)
and for nanoemulsion (16 = 1 % to 19 £ 3 %) were similar to those observed for

nanocapsules.
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Observing these results, it was verified that the decreases in the content of melatonin were
slightly accelerated by the natural light and by the increase in the temperature (Figure 2).

Despite the partial encapsulation of melatonin (Table 1), the presence of the polymer
(Eudragit RS100® and Eudragit S100®) in the nanocapsule formulations retarded in 1 month
the decrease in the total content of the drug in comparison with the nanodispersion and the
nanoemulsion (Figure 2), for formulations stored under natural light or at 50 °C. For the
poly(e-caprolactone) formulation, a significant decrease of drug content was observed
exclusively after 3 months of storage at room temperature and at natural light, retarding the
degradation of melatonin in 2 months as compared to the other nanocarrier systems. Tursilli et
al. (2006) have also verified that the composition of the formulation influenced the
photostability of melatonin associated with lipid microparticle carrier systems, observing that
only the cream containing melatonin-loaded tristearin-phosphatidylcholine particles showed

to improve the photostability of melatonin.

2.2.3. Values of pH

For the formulations prepared with poly(e-caprolactone) or Eudragit RS100®, the pH values
significantly decreased after 30 days of the storage under all conditions (Figure 3A, 3B). For
Eudragit S100®, the formulations did not show significant changes in the pH values, after 90
days of storage (Figure 3C). In the case of nanodispersion and nanoemulsion (Figure 3D, 3E)
the pH significantly decreased after 30 days of storage under all conditions, except for the
nanodispersion stored at 50 °C that did not show significant changes after 90 days. The
changes in the pH values of the formulations were probable due to the degradation of the
formulation components in function of the time. Calvo et al. (1996) explained that the

decreases in the pH values of the poly(e-caprolactone)-nanoparticle suspensions were due to
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the possible hydrolysis of the triglyceride (oil), leading to the release of free fatty acids,

besides the production of free e-hydroxycaproic acid as a result of polymer degradation.

2.2.4. Associated melatonin concentrations

The Figure 4 shows the associated melatonin concentrations during three months. For the
formulations stored at room temperature, the associated melatonin concentrations with
nanocapsules ranged from 49 % to 54 %, from 40 % to 45 %, and from 38 % to 45 % for
Eudragit S100®, Eudragit RS100® and poly(e-caprolactone), respectively (Figure 4A, 4B,
4C). Therefore, for the formulations prepared with Eudragit S100® or Eudragit RS100® the
associated drug did not present a major variation after 90 days of storage at room temperature,
while the associated melatonin with poly(e-caprolactone)-nanocapsules presented the
tendency to increase in function of time, probably due to the adsorption of the drug on the
polymer (Figure 4A). In the case of nanoemulsion and nanodispersion stored at room
temperature (Figure 4D, 4E), the associated drug ranged from 36 % to 27 % and 31 to 22 %,
respectively, showing a decrease in the associated melatonin with these nanocarriers in
function of time. These results indicated that the polymeric wall had an important role in
stabilizing the associated melatonin concentrations during storage.

The formulations prepared with Eudragit S100® or Eudragit RS100° (Figure 4B, 4C)
presented decreases of the associated melatonin after 2 months of storage under natural light
and after 1 month of storage at 50 °C for Eudragit RS100®. The nanoemulsion and the
nanodispersion (Figure 4D, 4E) had already showed a partial loss of the associated melatonin
after 1 month of storage under natural light and at 50 °C.

2.2.5. Mean size of nanocarriers

Comparing the particles sizes after preparation and after 90 days of storage, the nanocapsules

and nanoemulsion did not present a significant variation on the mean sizes (Figure 5A, 5B,
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5C, 5D). These results showed that the nanocapsules or nanoemulsion did not agglomerate
during this period independently on the condition of storage, showing physical stability.
However, for the nanodispersion (Table 1, 134 + 3 nm), the nanocarriers had already
presented significant increase in the mean diameter after 2 months, when stored under natural
light (178 £ 4 nm) and at 50 °C (183 = 9 nm). Furthermore, a significant increase of the mean
size of the nanodispersion stored at room temperature (188 + 8 nm) occurred after 3 months

(Figure SE).

In conclusion, it was possible to obtain relatively stable nanocapsule suspensions containing
1.5 mg/mL of melatonin, using poly(e-caprolactone), Eudragit S100® or Eudragit RS100® as
polymers. The associated drug with nanocarriers, the total drug contents and the size of the
particles were stable up to 30 days for all melatonin loaded-nanocapsule suspensions. After 60
days, a significant decrease in total content of melatonin in nanocapsule suspensions (Eudragit
RS100® and Eudragit S100®) occurred, except for the poly(e-caprolactone) nanocapsules. The
melatonin-loaded nanoemulsion and nanodispersion presented significant decreases of the
drug content already after 1 month, when stored at light and at temperature of the 50 °C. The
degradation of melatonin was slightly accelerated by the natural light and the temperature.
The presence of the polymers (nanocapsules) increased the associated melatonin
concentrations with the nanocarriers and the chemical stability of melatonin during the
storage, as well as for maintaining the balance between free and associated melatonin

concentrations similar to those obtained after preparation.
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3. Experimental

3.1. Materials

Melatonin was obtained from Acros Organics (Belgic). Poly(e-caprolactone) (MW= 65,000
g/mol) was supplied by Aldrich (Strasbourg, France). Eudragit S100® and Eudragit RS100®
were obtained from Almapal (Sao Paulo, Brazil). Caprylic/capric triglyceride was obtained
from Brasquim (Porto Alegre, Brazil) and sorbitan monooleate was supplied by Sigma (St.
Louis, USA). Polysorbate 80 (Tween 80®) was acquired from Delaware (Porto Alegre,
Brazil). All other chemicals and solvents used were of pharmaceutical grade. All reagents
were used as received.

3.2. Preparation of the nanocapsule suspensions, nanoemulsion and nanodispersion
Nanocapsules containing melatonin (1.5 mg/mL) were prepared by interfacial deposition of
preformed polymers, as described by Fessi et al. (1989). Briefly, the lipophilic solution
consisted of 0.8 mL of oil (caprylic/capric triglyceride), 250 mg of polymer [poly(e-
caprolactone), Eudragit S100® or Eudragit RS100®], 37.5 mg of melatonin, 192 mg of Span
80 (surfactant) and 67 mL of acetone. This organic phase was added under magnetic stirring
into an aqueous solution (133 mL) containing 192 mg of surfactant (Tween 80®). The acetone
was removed and the water concentrated by evaporation under reduced pressure and the final
volume of suspension was adjusted to 25 mL. The formulations were prepared in triplicate.
The nanoemulsion and the nanodispersion (1.5 mg/mL) were prepared as described above

omitting the polymer for the former and omitting both the polymer and the oil for the latter.

3.3. Determination of particle sizes and pH

The particle sizes were measured as previously described (Pohlmann et al., 2002), by photon
correlation spectroscopy (PCS). For PCS measurements, 20 pl. of each formulation were
diluted to 10 mL with water (MilliQ™). Measurements were made at room temperature (20

°C) using a Brookheaven Instruments standard setup (BI-200M goniometer, BI-9000AT
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digital correlator and a BI9863 detection system). A Spectra Physics He-Ne laser (model 127,
Ao = 632,8 nm) was used as light source. The scattered light was observed at a fixed angle of
90°.

The pH values of formulations were determined using potentiometer B474 (Micronal, Brazil),
after calibration with both 4.0 and 7.0 standard pH solution.

3.4. Determination of drug content

Melatonin was assayed by liquid chromatography (HPLC: Waters, USA; pump 600
controller; 2487 Dual A absorbance detector; 717 plus autosampler), using a Merck column
LiChrospher® RP-18 (5um; 250 x 4 mm, Germany). The mobile phase consisted of
acetonitrile/water (55:45 v/v). The total sample volume injected was 20 puL and melatonin was
detected at 229 nm. Free melatonin (non-associated) was determined in the ultrafiltrate after
separation of the nanocarriers by ultrafiltration-centrifugation technique (Ultrafree-MC®
10,000 MW, Millipore), at 12,000 rpm for 10 min. Total content of melatonin was determined
using HPLC after dissolution of the components by acetonitrile. The associated melatonin
with the nanocarriers was calculated from the difference between the total and free drug
concentrations determined in the formulations and in the ultrafiltrates, respectively. The
analytical method was validated (linearity: R*= 0.9998 for 2.5 to 17.5 pg/mL; accuracy= 101
+ 1 %; precision: relative standard deviation= 1.4 % -1.8 % for repeatability and relative
standard deviation= 3.1 % for intermediate precision).

3.5. Stability study

The melatonin-loaded formulations (1.5 mg/mL: nanocapsule suspensions, nanoemulsion or
nanodispersion) were stored up to 90 days under different experimental conditions: a) at room
temperature protected from the natural light; b) at room temperature exposed to natural light;
and c) at 50 £ 1 °C protected from the natural light. The experiments were carried out in

triplicate. Samples were withdrawn at predetermined time intervals (0, 30, 60 and 90 days)
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and analyzed in order to determine the particle sizes, pH, drug content and associated
melatonin with the nanocarriers.

3.6. Statistical analyses

The statistical analyses of the data was carried out by the Student’s t-test and significance was

taken as p<0.05.
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Table 1- Physicochemical characteristics of the nanocapsule suspensions, nanoemulsion and

nanodispersion containing melatonin, after preparation (n=3).

Formulations Total content Associated Size pH
of melatonin  melatonin (nm)
(mg/mL) (%)
Eudragit S100®-nanocapsules 1.51 £0.05 50+2 220+56 4.4+05
Eudragit RS100®-nanocapsules 1.48 £ 0.01 4312 135+38 5.0£0.1

Poly(e-caprolactone)-nanocapsules 1.47 £ 0.05 38t 1 245+56 6.0x£0.0
Nanoemulsion 1.58 £0.02 33+2 325£18 5903

Nanodispersion 1.56 £ 0.05 29+2 134+3  55%£0.3
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Figure 1. Degradation pathway of melatonin proposed by Maharaj and co-workers (2002).
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CAPITULO 4: Avalia¢do dos métodos de deposicio interfacial e
de emulsificacdo-difusdo na preparacéo de nanocapsulas contendo

melatonina






4.1 Introducgéo

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se comparar as caracteristicas fisico-quimicas
de suspensdes de nanocépsulas contendo melatonina (1,5 mg/mL), preparadas através
do método classico de deposicao interfacial ou da técnica de emulsificagcdo-difusao,
ambos baseados em polimeros pré-formados, variando-se também a composi¢ao das
formulacdes. Torna-se interessante a comparacdo destes métodos pois apresentam
mecanismos de formagao das particulas distintos (QUINTANAR-GUERRERO et al.,

1998b), o que pode resultar em sistemas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas.

Para este fim, realizou-se um delineamento fatorial 2°, sendo o método de
preparacado, o tipo de 6leo e a associagdo de tipos de tensoativos os fatores avaliados,
em dois niveis qualitativos diferentes. As taxas de associacdo, os valores de pH, as
analises morfologicas, os potenciais zeta, os didmetros médios de particulas e as
polidispersdes foram os parametros analisados. A estabilidade fisico-quimica destes
sistemas também foi estudada, durante dois meses a temperatura ambiente e com

protecao da luz.

O Eudragit S100® ndo pdde ser testado por esta técnica pois é insolavel em
acetato de etila, solvente que vem sendo utilizado, por este grupo de pesquisa, no

método de emulsificagao-difusao.

O Eudragit RS® foi o polimero selecionado para o estudo uma vez que com a sua
utilizacdo foi possivel a preparacdo de suspensdes de nanocapsulas homogéneas
através dos dois métodos, utilizando as mesmas quantidades dos componentes. Além
disto, este polimero ¢ interessante pois, em funcdo de sua carga positiva, pode ser
capaz de aumentar a interacdo entre o nanocarreador € 0 muco negativamente
carregado do trato gastrintestinal, o que em tese poderia resultar em aumento de
biodisponibilidade (Ubrich et al., 2005), visando, entdo, a aplicagdes futuras das

nanocapsulas contendo melatonina.
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CHARACTERIZATION AND PHYSICOCHEMICAL STABILITY STUDY OF
MELATONIN-LOADED NANOCAPSULES PREPARED BY INTERFACIAL

DEPOSITION OR EMULSIFICATION-DIFFUSION METHODS

Abstract
The aim of this work was to compare melatonin-loaded Eudragit RS100®-nanocapsule
suspensions prepared by interfacial deposition or emulsification-diffusion techniques in a 2
fatorial-design. The type of oil core and the kind of surfactants were also varied. For
comparison, formulations without drug were also prepared. The particles were evaluated in
terms of total content and associated melatonin, mean size and polydispersion, zeta potential,
pH, morphological analysis and physicochemical stability. The method of preparation and/or
the formulation compositions influenced mean size, polydispersion, pH and zeta potential of
the nanocapsules. The physicochemical stability of nanocapsule suspensions was affected by

the type of surfactant and by the presence of melatonin.

Keywords: melatonin; nanocapsules; preformed polymers;
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INTRODUCAO

A melatonina ¢ um hormoénio lipofilico produzido principalmente pela glandula pineal,
durante a noite’. Apresenta vérias fun¢des como a regulacdo bioldgica do ritmo circadiano,
do sono, do humor, da reproducao e da resposta imune. Melatonina exogena tem sido usada
para o tratamento de distarbios do ritmo circadiano, como jet-lag e insonia, e, recentemente,
foi demonstrada sua potente atividade antioxidante, atuando como seqiiestradora de radicais
livres, aumentando a atividade de enzimas antioxidantes e a capacidade de defesa do
organismo, reduzindo a lipoperoxidagdo®. Paralelamente, diversos efeitos farmacologicos da
melatonina tém sido relatados e incluem o seu uso em distirbios do sono’, na diminuicdo do
estresse’, em danos produzidos por isquemia/reperfusio’, em cancer’, na neuroprotegdo’,
dentre outros.

Por outro lado, a melatonina possui meia-vida bioldgica curta, baixa e variada
biodisponibilidade, provavelmente devido ao metabolismo de primeira passagem e/ou
absor¢do variada, quando oralmente administrada®. Em fungdo disto, ndo é adequada para ser
administrada em formulagdes convencionais de liberacdo imediata. Desta forma, sistemas de
liberagdo controlada contendo melatonina tém sido desenvolvidos’ para a sua administragio
oral, transdérmica, transmucosa ou nasal.

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que possuem didmetro
inferior a 1 um, dentre os quais incluem-se as nanocapsulas, que sdo sistemas vesiculares,
formados por um invélucro polimérico disposto ao redor de um ntcleo, geralmente oleoso,
estabilizado por tensoativos ou agentes estabilizantes na interface particula/dgua'®.
Associagdes de tensoativos (alta e baixa hidrofilia) i6nicos ou ndo-idnicos sdo utilizadas para
maior reducdo e controle do tamanho das particulas e aumento da estabilidade destes
sistemas''. O farmaco pode estar dissolvido no nucleo oleoso e/ou adsorvido ao polimero'?.

Estes sistemas tém sido pesquisados para a vetorizagdo de farmacos, aumentando o indice
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13,14

terapéutico'”, para liberacdo controlada de farmacos'*'*, para protecdo de farmacos labeis no

trato gastrintestinal e aumento da biodisponibilidade', na veiculagdo de substincias pouco

10,16

o ~ . . , 17
soluveis > °, na protecdo da mucosa gastrintestinal de farmacos agressores ' e na

o eqe . . . . 18
possibilidade de seu uso como material de revestimento de sistemas particulados .

Existem diversos métodos descritos para a preparacdo de nanocapsulas que podem ser
classificados, de uma forma geral, em métodos baseados na polimerizagdo de monomeros

. , ’ . 12,1
dispersos ¢ em métodos que empregam polimeros pré-formados'*".

A preparagdo de
nanocapsulas através de polimeros pré-formados evita algumas desvantagens dos processos
de polimerizacdo interfacial, tais como a falta de controle da massa molecular e da
polidispersdao do polimero obtido, presenca de mondmeros toxicos residuais e reagdes
cruzadas com o farmaco ou, ainda, a possibilidade de inativagdo do ltimo ™", Dentre os
métodos que utilizam polimeros sintéticos pré-formados destacam-se o método cldssico de
deposicdo interfacial (adaptado do método de nanoprecipitagdo), descrito por Fessi e
colaboradores®™, e, mais recentemente, o0 método de emulsificagdo-difusdo descrito por
Leroux e colaboradores®’, o qual foi patenteado e estudado por Quintanar-Guerrero e
colaboradores'”*%. O primeiro é baseado no uso de solventes misciveis com a agua (por
exemplo: acetona ou etanol) e o tltimo emprega solventes parcialmente misciveis com a dgua
(por exemplo: alcool benzilico, acetato de etila ou carbonato de propileno)'’. Estes dois
métodos tém sido considerados simples, reprodutiveis e passiveis de transposi¢ao de escala,

. . . .. . . . . 13.23.24
visando & aplicabilidade industrial dos sistemas nanoparticulados'>***,

O interesse pelo método de emulsificagdo-difusdo tem crescido em fungdo das vantagens que
pode proporcionar, como usar solventes aceitdveis do ponto de vista farmacéutico, ser um
método versatil e eficiente, possibilitar o controle do tamanho das particulas obtidas e da
10,19

espessura da parede polimérica, através do aumento da concentracdo do polimero

Entretanto, apresenta algumas desvantagens como os altos volumes de dgua a serem
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eliminados da suspensao, maior tempo de preparacao e a possibilidade de perda de fairmacos

soluveis em 4gua para a fase externa, durante a emulsificacdo' ™",

Até o momento, existem poucos relatos cientificos referentes & comparagao sistematica entre
as caracteristicas fisico-quimicas das particulas obtidas através dos métodos de

nanoprecipitacio e de emulsificacdo-difusio”**

, principalmente utilizando estritamente as
mesmas composicoes quali-quantitativas das formula¢des. A comparagdo entre métodos de
preparagdo ¢ importante pois, dependendo do principio de formagdo das particulas, dos
componentes e das condigdes empregadas na preparacdo, pode-se obter sistemas com
caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas, de forma que o sistema polimérico
nanoestruturado possa ser melhor planejado de acordo com o efeito e o local de agdo desejado
para o farmaco associado.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa associou a melatonina a nanoparticulas poliméricas,
preparadas com polimeros pré-formados®®?’, demonstrando que estes sistemas foram capazes
de aumentar a atividade antioxidante da melatonina em comparagdo a sua solugdo, em
modelos de peroxidacdo lipidica de lipossomas de fosfatidilcolina e de microssomas
hepaticos™. Tendo em vista esta vantagem, obtida mediante o emprego destes sistemas, torna-
se interessante o desenvolvimento e a caracterizagdo de novos sistemas poliméricos
nanoestruturados contendo melatonina, visando futuras aplicacdes bioldgicas.

O polimero selecionado para este estudo foi o Eudragit RS100® uma vez que é policatiénico,
propriedade que pode ser vantajosa para a administragdo oral de sistemas carreadores de
farmacos, devido a possibilidade de aumento da interagdo destas particulas com o muco
negativamente carregado do trato gastrintestinal, resultando em aumento da
biodisponibilidade do farmaco associado®. Desta forma, o presente trabalho visa comparar as

caracteristicas fisico-quimicas de suspensdes de nanocapsulas de Eudragit RS100® contendo

melatonina, obtidas através dos métodos de deposi¢do interfacial e de emulsificagdo-difusao,
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utilizando diferentes matérias-primas, objetivando a determinagao dos fatores que influenciam
a obtencdo de sistemas de forma controlada, propiciando a selegdo do método e da
composi¢do para o ‘“design” de novas formulagdes. Para este fim, foi realizado um
delineamento fatorial 2° para verificar a influéncia dos diferentes fatores (método, tipo de dleo
e de tensoativos) e da interagdo entre os mesmos em relacao aos teores totais e as taxas de
associa¢do da melatonina, os didmetros médios de particulas e as polidispersoes, os valores de
potencial zeta e de pH. A estabilidade fisico-quimica das suspensdes também foi avaliada,

durante 60 dias.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Melatonina, Eudragit RS 100® [poli(acrilato de etila-co-metacrilato de metila-co-cloreto de
metacrilato de trimetilamonioetila) 1:2:0,1] e os triglicerideos dos acidos caprico e caprilico
foram obtidos da Acros Organics (Bélgica), da Rohm GmbH (Germany) e da Brasquim (Porto
Alegre, Brazil), respectivamente. Polissorbato 80 (Tween 80®) e 2-octildodecanol (Eutanol
G®) foram adquiridos da Delaware (Porto Alegre, Brazil), e Epikuron 170% (lecitina, com
cerca de 70 % de fosfatidilcolina) da Lucas Meyer (Hamburgo, Alemanha). Monooleato de
sorbitano (Span 80®) e poloxamer 188 (Pluronic F68®) foram obtidos da Sigma (St. Louis,
USA). Todas as matérias-primas e os solventes utilizados apresentaram grau farmacéutico e

foram empregados como recebidos.

Preparacéao das suspensdes de nanocapsulas através de deposicao interfacial de polimero

pré-formado

Conforme o método™, 250 mg de polimero (Eudragit RS100®), 192 mg de tensoativo (Span
80° ou Epikuron 170®), 0,8 mL de 6leo (triglicerideo dos acidos céprico e caprilico ou
Eutanol G®) e 37,5 mg de melatonina em 67 mL de acetona (fase organica), foram mantidos
sob agitacdo até a dissolucdo total dos componentes. Em seguida, a fase organica foi
adicionada lentamente sobre a fase aquosa (133 mL), contendo 192 mg de tensoativo (Tween
80® ou Pluronic F68%), sendo a mistura mantida sob agitacio moderada, durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Apos, procedeu-se a evaporagdo sob pressdo reduzida até o volume
final de 25 mL (1,5 mg/mL de melatonina). As suspensdes contendo melatonina foram
preparadas em triplicata (n=3). Para comparagdo, Suspensdes sem farmaco foram preparadas

da mesma forma como acima descrito (n=1).
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Preparacdo das suspensdes de nanocapsulas através de emulsificacao-difusao

De acordo com o método'’, acetato de etila e 4gua destilada foram mutuamente saturados
previamente. O Eudragit RS100® (250 mg), 0,8 mL de triglicerideos dos 4cidos caprico e
caprilico ou de Eutanol G®, a melatonina (37,5 mg) e 192 mg de Span 80° ou de Epikuron
170® foram dissolvidos em 25 mL de acetato de etila saturado com 4gua (fase interna). Ap0s,
esta solugdo foi emulsificada em uma fase aquosa externa saturada com acetato de etila (100
mL), contendo 192 mg de Tween 80° ou de Pluronic F68°, a velocidade de agitagio de
11.000 rpm por 5 minutos (Ultra-Turrax T 25%, IKA Labortechnik). Na etapa seguinte, cerca
de 250 mL de 4gua destilada foram adicionados a emulsdo sob agitacdo a 240-288 rpm (RW
20.n, IKA Labortechnik). Ap6s 40 minutos, procedeu-se a evaporacdo sob pressdo reduzida
até o volume final de 25 mL (1,5 mg/mL de melatonina). As suspensdes contendo melatonina
foram preparadas em triplicata (n=3). Formulagdes sem farmaco também foram preparadas da

mesma forma como descrito acima (n=1).

Determinacéo das concentracdes totais e associadas de melatonina

A concentragdo de melatonina associada as nanocapsulas (taxa de associagdo) foi determinada
através da diferenca entre as concentracdes total e livre do farmaco presentes nas
formulagdes. A concentragdo total de melatonina foi determinada apds a dissolugdo das
nanoestruturas em acetonitrila. Por sua vez, a concentragdo de fArmaco livre no sistema (nao
associado) foi determinada no ultrafiltrado, apos a ultrafiltragdo-centrifugacdo das suspensoes
(Ultrafree® - GMPC 10.000 NMWL Filter Unit — Millipore; 12000 rpm/10 min). O método de
doseamento foi baseado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (Waters, USA; pump 600
controller; 2487 Dual A absorbance detector; 717 plus autosampler), utilizando coluna de fase
reversa Cs (Merck column LiChrospher® RP-18, 5um, 250 x 4 mm, Germany) e deteccdo a
229 nm. A fase mével empregada consistiu de acetonitrila/dgua na propor¢do de 55:45 (v/v),

o fluxo de 0,7 mL/min e o volume de inje¢io de 20 pL*>’. Este método analitico foi validado
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apresentando-se linear (R*= 0,9998 para concentra¢des de 2,5 a 17,5 pg/mL), exato (101 * 1
%) e preciso (repetibilidade: desvio padrdo relativo= 1,4 % - 1,8 %; precisdo intermedidria:

desvio padrao relativo= 3,1 %).

Determinacéo dos didmetros e dos potenciais zeta

Os diametros médios, as polidispersdes (PI) e os potenciais zeta das particulas em suspensao,
foram determinados através do equipamento Zetasizer® Nano Series (modelo ZEN 3600;
Malvern Instruments), apés adequada diluigio das amostras com agua MilliQ® (didmetro e

polidispersdo) ou com solugdo aquosa de NaCl 1 mM (potencial zeta).

Analises morfologicas

As andlises morfologicas das suspensdes de nanocapsulas contendo melatonina foram
realizadas através de microscopia eletronica de transmissdo (MET), empregando 80 kV (Jeol,
JEM 1200 Exll; Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS). Para esta analise, as
suspensoes diluidas foram depositadas em suportes de cobre (400 mesh), contendo filme de
Formvar-Carbono (Electron Microscopy Sciences), e, em seguida, negativamente contrastadas
com solucdo de acetato de uranila a 2 % (m/v)*.

Desenho experimental do tipo fatorial

Foi empregado um delineamento experimental do tipo fatorial 2° para a comparagdo das
diferentes formulagdes contendo melatonina, apresentando 3 varidveis independentes (3
fatores) com 2 niveis cada, os quais variaram qualitativamente (Tabela 1). Os efeitos dos
parametros foram avaliados sobre as varidveis respostas: teor total de melatonina, taxa de
associa¢do, didmetro de particulas, polidispersdo, potencial zeta e valor de pH.

> Inserir Tabela 1.
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Estudo de Estabilidade

As formulagdes foram armazenadas a temperatura ambiente e protegidas da luz durante 60
dias. Foram caracterizadas ap6s a preparagdo, apdés 30 e 60 dias, quanto as taxas de
associacao, teores totais de melatonina, valores de pH e de potencial zeta, diametros médios
de particulas e largura de distribuicado de tamanhos (polidispersao). Os valores de pH, de
diametros médios de particulas, de polidispersdo e de potenciais zeta das formulagdes

preparadas sem farmaco também foram avaliados, em func¢do do tempo de armazenamento.

Analise estatistica

A andlise de varidancia (ANOVA) foi empregada para a comparagdo entre as varias
formulagdes e o teste-t foi empregado, quando necessario, para a analise estatistica entre
conjuntos de dados dois a dois, utilizando o programa Microsoft Excel (versao 2000). A
analise fatorial foi realizada através do programa Stat Graphics (versdo 5.1). Todas as analises

foram realizadas considerando-se o nivel de significancia de p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacao das suspensdes ap0s a preparacao

Foram preparadas suspensdes de nanocapsulas de Eudragit RS100® contendo melatonina,
variando-se o tipo de oleo, de tensoativos ¢ de método de preparagao, através de um estudo
fatorial 2°. Para uma compara¢io fidedigna das caracteristicas fisico-quimica entre as
particulas obtidas através dos diferentes métodos, os componentes das formulagdes (Figura 1)
foram empregados nas mesmas propor¢des. A Tabela 2 apresenta a caracterizacdo das
diferentes suspensdes de nanocapsulas, contendo ou ndo melatonina, demonstrando que todas
as suspensdes apresentaram didmetros nanométricos, valores de pH acidos e potenciais zeta
positivos (Figura 2), caracteristicas que serdo discutidas a seguir.

» Inserir Figura 1

Teores totais de melatonina e taxas de associagao

Tanto as formulac¢des preparadas através de deposicdo interfacial quanto aquelas obtidas por
emulsificacdo-difusdo apresentaram teores totais de farmaco concordantes com a
concentragdo tedrica total de melatonina (1,5 mg/mL), adicionada a fase orgénica da
preparacdo, independentemente da composicao empregada (Tabela 2), ndo sendo encontradas
diferencas significativas em relacdo a este pardmetro. Quanto as taxas de associagdo, também
ndo foram verificadas diferencas significativas, levando-se em conta os diferentes fatores,
método de preparacdo ou composicdo das formulacdes. As taxas de associacdo da melatonina
as nanocapsulas permaneceram entre 42 = 1 % e 47 + 4 % (Tabela 2) e refletem a parti¢do do
farmaco entre as particulas de Eudragit RS100” e a fase aquosa continua.

» Inserir Tabela 2

» Inserir Figura 2

Diametros médios de particulas
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Todas as suspensoes apresentaram diametros médios entre 123 e 306 nm, condizentes com
aqueles normalmente descritos para nanocéapsulas, que encontram-se entre 100 ¢ 500 nm'®'?.
A andlise fatorial das formulagdes preparadas com melatonina demonstrou que o fator método
de preparacao (p<0,0001) e a interagdo dos fatores método e tensoativos (p=0,0062)
influenciaram significativamente o didmetro médio de particulas. Desta forma, o método de
emulsificagdo-difusdo (213 nm a 306 nm) e a sua combinagdo com os tensoativos Epikuron
170® e Pluronic F68® causaram efeito positivo sobre o didmetro médio das particulas (Figura
2A) em comparagdo ao método de deposicao interfacial (124 nm a 151 nm) e aos tensoativos
Tween 80° ¢ Span 80%, respectivamente. As formulagdes preparadas sem farmaco também
apresentaram comportamento semelhante no que diz respeito ao método de preparagdo
(Tabela 2).

Estas diferencas de tamanhos de particulas, considerando-se os dois métodos, ja foram
evidenciadas em outros sistemas nanoparticulados®™ e sdo provavelmente inerentes aos
distintos mecanismos de formacdo das particulas. No método de deposicao-interfacial
(nanoprecipitacdo), a fase organica contendo o polimero, o 6leo e um tensoativo opcional ¢
injetada na fase aquosa contendo um estabilizante ou tensoativo, sob agitagdo moderada. As
nanoparticulas sdo formadas instantaneamente pela rapida difusdo do solvente orgénico na
fase aquosa. O polimero insoluvel tanto no 6leo quanto na fase aquosa precipita na interface
0leo/agua, formando as nanocapsulas. Assim, o mecanismo ¢ explicado pela turbuléncia
interfacial gerada durante o deslocamento do solvente, em fun¢do da mutua miscibilidade
entre a 4gua e o solvente (acetona)””. Segundo Galindo-Rodriguez e colaboradores® o
mecanismo de formacdo das nanoparticulas através de nanoprecipitacdo pode ser descrito
através das interagdes entre agua/solvente, agua/polimero e solvente/polimero. Por outro lado,
a técnica de emulsificagdo-difusdo emprega solventes parcialmente misciveis em agua, como

o0 acetato de etila, sendo baseada na formagao prévia de uma emulsdo O/A. Neste caso, a fase
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organica ¢ emulsificada, sob agitacdo vigorosa, em uma fase aquosa contendo um
estabilizante ou tensoativo. A posterior adicdo de um elevado volume de 4agua a emulsdo,
provoca a difusdo do solvente para a fase aquosa externa, formando as nanocapsulas'". De
acordo com Choi e colaboradores™, a razdo dos coeficientes de difusdo do solvente e da 4gua,
o efeito da interagao polimero-solvente, assim como a fragdo de polimero no meio podem
explicar o mecanismo de formagdo das nanoparticulas por este método.

Portanto, a formacdo das nanocapsulas por deposicdo interfacial ¢ resultante da alta
miscibilidade entre a agua e o solvente, o qual difunde espontaneamente na adgua. Por outro
lado, no método de emulsificagdo-difusdo, a formagdo de uma emulsdo por cisalhamento
seguida da difusdo do solvente leva a precipitagdo das particulas através de uma agitagao

vigorosa e pela adi¢do de um excesso de agua, respectivamente.
Polidispersao

A polidispersdo ¢ uma medida da largura de distribuicdo de tamanhos, sendo que quanto mais
proxima de zero mais estreita ¢ a largura de distribui¢do, indicando um sistema unimodal ou
mesmo monodisperso, e, quanto mais proximo de 1, é indicativo de menor homogeneidade de
distribuigdo de tamanho de particula®. A analise fatorial demonstrou que apenas o fator
método de preparacdo influenciou na varidvel resposta polidispersdo (p<0,0001), sendo que o
método de emulsificagdo-difusdo exerceu efeito positivo sobre a mesma, ou seja aumento da
polidispersao (Figura 2B). As nanocépsulas, contendo melatonina, obtidas através de
deposicdo interfacial apresentaram valores de polidispersdao entre 0,10 ¢ 0,14. Quando o
método de emulsificagdo-difusdo foi empregado a polidispersao manteve-se entre 0,24 ¢ 0,31,
indicando que essas apresentaram menor homogeneidade de distribuicdo de tamanho de
particulas em relagdo ao método anterior. As formulagdes preparadas sem farmaco

apresentaram comportamento semelhante (Tabela 2).
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Analise morfoldgica

Imagens de formulagdes de nanocapsulas contendo melatonina, obtidas através de MET,
podem ser observadas na Figura 3. Pode-se verificar que as particulas sdo esféricas e com

relativa homogeneidade de tamanho.

» Inserir Figura 3
As particulas, obtidas através de emulsificacdo-difusdo e visualizadas por MET, apresentam
diametros préoximos de 100 a 170 nm (Figura 3B, 3C, 3D), bastante inferiores aos diametros
(213 a 306 nm; Tabela 2) medidos através de espalhamento de luz dindmico (Zetasizer®). As
formulagdes preparadas por deposicdo interfacial também apresentaram didmetros inferiores
aos medidos por espalhamento de luz dindmico (124 a 151 nm; Tabela 2), quando observadas
por MET (60 a 90 nm; Figura 3A). As diferencas de tamanho entre estes dois métodos sao
devidas provavelmente as diferencas de principio entre os mesmos, pois a microscopia
eletronica fornece a imagem das particulas secas, enquanto que a espectroscopia de correlacao
de fotons possibilita a determinacdo do raio hidrodindmico das particulas em suspensio,
portanto, leva em conta a camada de hidratago ao redor das particulas'*"'.
Estruturas multilamelares ndo foram verificadas nas formulag¢des preparadas com Epikuron
170® (Figura 3C, 3D), indicando que provavelmente ndo houve formagio de lipossomas
concomitantemente as nanoparticulas, demonstrando que ndo se encontra em excesso nas
formulagdes. A presenca de estruturas multilamelares ja foi relatada na literatura, quando
Epikuron 170® foi empregado como tensoativo na preparacio de nanocapsulas de
poli(lactideo)1 L
Valores de pH
O fator método de preparagdo foi a uUnica variavel que exerceu influéncia significativa
(p<0,0001) na resposta aos valores de pH das suspensdes, sendo que o método de

emulsificagdo-difusdo apresentou um efeito negativo, ou seja diminui¢do do pH (Figura 2C).
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Assim, as suspensdes de nanocapsulas preparadas através do método de deposi¢ao interfacial
(Tabela 2) apresentaram valores de pH menos acidos (4,8 - 5,5) em relagdo ao método de
emulsificagdo-difusao (3,7 — 3,9). As formulagdes preparadas sem melatonina apresentaram
valores similares de pH em relacao aquelas preparadas com melatonina, além de apresentaram
0 mesmo comportamento levando-se em conta o método de preparagao (Tabela 2). Estas
diferengas sdo, provavelmente, resultantes de impurezas acidas residuais presentes no acetato
de etila.

Potenciais zeta

O potencial zeta, indicativo do potencial de superficie das particulas, ¢ um pardmetro
importante a ser avaliado na medida em que pode afetar a resposta biologica do farmaco
associado, além de ser utilizado para predizer e controlar a estabilidade de suspensodes
coloidais ou de emulsdes, sendo freqiientemente um fator chave para o entendimento de
fenomenos de dispersdo e de agregacdo. Valores em moddulo mais altos de potencial zeta

. . roo 12,32
tendem a tornar os sistemas mais estaveis .

, pois, devido a repulsdo eletrostatica entre as
particulas, a barreira de energia para um choque efetivo para a agregacdo ¢ maior. Os
elevados valores positivos de potenciais zeta de todas as formulagdes demonstram que a
superficie das particulas ¢ revestida com o polimero Eudragit RS100® (Figura 2D), unica
matéria-prima cationica presente em todas as formulagdes, nesses valores de pH. Estes
resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que este polimero apresenta grupamentos
de aménio quaternario, conferindo potencial de superficie positivo as nanoparticulas™.

Através da andlise fatorial, verificou-se que houve influéncia significativa do tipo de
tensoativo (p<0,0001), do método de preparacdo (p<0,0001) e do tipo 6leo empregado
(p=0,0001), sendo a interagdo também significativa entre os trés fatores (p=0,0025). O

método de emulsificagdo-difusio, o 6leo Eutanol G® e o conjunto de tensoativos Epikuron

170® e Pluronic F68® exerceram efeito positivo sobre o potencial zeta, ou seja a utilizagio dos
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mesmos aumentou o valor deste parametro (Figura 2D). Desta forma, as formulagdes
preparadas com Epikuron 170® ¢ Pluronic F68° (+32+1mVe+35+1mV;+42+1mVe
+ 52 £ 2 mV), como estabilizantes da formulag¢do (Figura 2D), apresentaram potencial zeta
mais elevado em relagdo aquelas que possuem na sua composi¢io Span 80° e Tween 80 (+
21£4mVe+27+3mV;+21 £1 mV e+ 21 £2 mV), respectivamente para as formulagdes
preparadas através de deposicao interfacial e emulsificacdo-difusdo, e empregando
triglicerideos e Eutanol G®, respectivamente. Comportamento semelhante foi observado para
as formulagdes preparadas sem farmaco, as quais apresentaram valores de potencial zeta mais
elevados quando preparadas com Epikuron 170® e Pluronic F68® (+ 25 + 0 mV e + 24 + 1
mV; +40 + 2 mV e + 43 + 2 mV) em relagio aquelas preparadas empregando-se Span 80° e
Tween 80° (+ 18 + 2 mV; + 17+ I mV; + 14+ I mV e + 14 £ 1 mV), para as formulacdes
preparadas através de deposi¢ao interfacial e emulsificacdo-difusdo, e empregando
triglicerideos e Eutanol G®, respectivamente.

Os tensoativos tendem a acumular-se nas interfaces devido a sua natureza anfifilica, mediante
uma adsorgdo fisica orientada®. Span 80®, Tween 80° e Pluronic F68®, apesar de serem
tensoativos nao-idnicos, podem diminuir, em modulo, o potencial zeta pois tendem a
adsorver-se na interface particula/meio aquoso. Por sua vez, sistemas que empregam lecitina
sdo estabilizados devido a presenca de cargas, embora a fosfatidilcolina apresente-se
zwitteridnica em pH 7,0'". O Epikuron 170® (lecitina) pode contribuir para o valor negativo

10,11,35

do potencial de nanoparticulas em virtude, principalmente, da presenca de lipidios

acidos (acido fosfatidico), apesar de serem encontrados em baixa propor¢do (1-2 %) na

136 Mosqueira e colaboradores'' avaliaram a influéncia da

composicao total das lecitinas
lecitina (Epikuron 170®) sobre o potencial zeta de diferentes sistemas [lipossomas,

nanoemulsdo e nanocapsulas de acido poli(D,L-14tico)], em funcdo do pH. Foi verificado que

os potenciais zeta dos trés sistemas apresentaram-se negativos em pH de 3,0 a 12. Um plato
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de potencial zeta negativo foi observado a cerca de pH 4 a 6, correspondendo a ionizagdo dos
os grupos fosfatidil, e, acima desta faixa, a totalidade da carga dos fosfolipidios foi negativa.
No entanto, no presente trabalho, no qual o pH das formulagdes variou de 3,7 a 5,5, as
presencas de Epikuron 170%¢ de Pluronic F68® resultaram em um aumento do potencial
positivo conferido pelo Eudragit RS100®. Pode-se supor que grupamentos negativamente
carregados da lecitina possam estar interagindo com alguns grupamentos amonio quaternarios
do polimero, de forma que, por repulsdo das porcdes colina (positivamente carregadas), a
interface apresente maior potencial zeta devido a localizacdo das moléculas do tensoativo
mais afastadas da particula. Conforme esta hipotese, o potencial zeta permaneceria maior para
as formula¢des preparadas com Epikuron 170®/Pluronic F68® em comparagio aqueles
resultantes das formulagdes preparadas com Span 80°/Tween 80°.

Comparando-se as formulagdes, contendo melatonina com aquelas sem farmaco, foi
verificado que, em todos os casos, o potencial zeta das particulas, apds a preparagao, foi maior
para as formulagdes que continham o farmaco, sendo a extensdo da diferenga média (2 a 11
mV) dependente da composicdo ¢ do método de preparagdo (Figura 4). De acordo com estes
resultados, pode ser sugerido que pelo menos uma fracdo da melatonina, farmaco nao-
ionizdvel nas condigdes das suspensdes, estaria associada aos sistemas na interface
polimero/agua. Alteracdes no potencial zeta de suspensdes nanoparticuladas poliméricas,
devido a presenga de farmacos adsorvidos, tém sido encontradas na literatura, causando
geralmente redugdio em moédulo do mesmo®’. Entretanto, a presenca de melatonina causou um
aumento do potencial zeta inicial, fato que pode estar relacionado com mudangas na
estruturacdo das particulas causadas pela presenca do farmaco, levando a uma maior
exposic¢do de grupamentos de amonio quaternario a superficie das particulas.

» Inserir Figura 4.
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Estudo de estabilidade
O teor total de melatonina nas suspensdes de nanocépsulas tendeu a diminuir em funcao do
tempo (Figura 5A, 5B), mas esta diminui¢do ndo foi significativa até 1 més de
armazenamento. Apos 2 meses, verificou-se que as suspensdes contendo Epikuron 170° e
Pluronic F68® apresentaram uma redugdo média maior em relagio aquelas preparadas com
Tween 80 e Span 80°, diminuigio esta que permaneceu entre 17 £ 1 % e 21 + 13 % e entre
15+ 15 % e 16 £ 8 %, para as primeiras, eentre 5+2%e15+5%ecentre 73 %e8£2
%, para as ultimas, respectivamente, para os métodos de deposi¢do interfacial e de
emulsificagdo-difusdo. Em hipotese, este fato poderia estar relacionado a potente agao
antioxidante da melatonina, que atuaria se oxidando para proteger os fosfolipidios (Epikuron
170®), muito sensiveis a oxidagdo. Os produtos de degradacio da melatonina (N'-acetil-N*-
formil-5-metoxiquinurenamina e 6-hidroximelatonina), resultantes da sua oxidacao, tém sido
descritos na literatura®®.

» Inserir Figura 5.
Em relagdo as taxas de associacdo da melatonina as nanocéapsulas (Figura 5C, 5D), estas
mantiveram-se dentro da faixa de 38 £ 4 % a 45 + 5 %, durante 60 dias, ndo apresentando
diferencas significativas em relacao as taxas de associagao determinadas apds a preparagao,
independentemente da composi¢cdo ¢ do método de preparagdo. Portanto, o equilibrio entre
farmaco livre e associado, obtido apos a preparacdo dos sistemas, manteve-se em fun¢do do
tempo.
Quanto ao diametro médio das nanocapsulas contendo melatonina, ap6s 1 més de
armazenamento, ndo foi observada alteracdo significativa no didmetro das particulas,
independentemente da composicdo ¢ do método de preparagdo (Figura 6A, 6B). Apos 2
meses, apenas as formulagdes preparadas com Eutanol G®, Span 80° ¢ Tween 80®, através de

deposicio interfacial, e aquelas preparadas com triglicerideos, Epikuron 170® e Pluronic
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F68°, por meio de emulsificacdo-difusdo, apresentaram aumento significativo do didmetro
médio de particula. No caso das formulagdes preparadas sem farmaco, apds 1 més de
armazenamento, o diametro médio de particula aumentou significativamente para a maioria
das formulagdes (Figura 6C, 6D), especialmente para aquelas preparadas através de
emulsificagdo-difusdo, podendo-se sugerir, entdo, que a provavel presenga de uma fragdo de
melatonina adsorvida possa estar contribuindo para a estabilidade fisica destes sistemas.
» Inserir Figura 6.

Em relacdo a polidispersdo (Figura 6E, 6F), para as nanocépsulas preparadas com melatonina,
ndo houve variacdo significativa até 30 dias de armazenamento. Entretanto, apds 60 dias, a
polidispersdo das particulas aumentou significativamente para a maioria das formulagdes,
sendo que permaneceu menor para as suspensoes preparadas por deposicao interfacial (0,16 £
0,04 a 0,30 £ 0,00) em comparagdo as preparadas através de emulsificacdo-difusdo (0,33 *
0,03 a 0,40 £ 0,02). O aumento da polidispersdo pode indicar que, com o tempo, estes
sistemas nanoparticulados tenderiam a aumentar a distribui¢do de tamanho de particula,
provavelmente em fungdo da agregagdo das particulas. No entanto, o aumento na
polidispersdo ndo refletiu em aumento significativo no diametro médio de particulas para a
maioria das formulag¢des (Figura 6A, 6B, 6E e 6F). Por sua vez, as suspensdes preparadas sem
farmaco apresentaram aumento na polidispersdao ap6s 30 dias de armazenamento, na maioria
dos casos (Figura 6G, 6H).

Os valores de pH de todas as suspensdes contendo melatonina, preparadas através de
deposicdo interfacial, diminuiram (4,0 a 4,2) em relagdo aos valores iniciais (4,8 a 5,5; Tabela
2), durante os 60 dias (Figura 7E). Por outro lado, as formulagdes preparadas através de
emulsificagdo-difusdo, as quais apresentavam valores inferiores de pH apds a preparacao (3,7
a 3,9; Tabela 2), em relagdo ao primeiro método, ndo demonstraram alteragdes significativas

nos valores de pH apds 60 dias de armazenamento (3,5 a 4,0), embora algumas tenderam a um
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pequeno aumento (Figura 7F). Estas diferencas no comportamento dos valores de pH, em
funcdo do tempo, podem ter alguma relagdo com os valores iniciais distintos apos a
preparagao (Tabela 2), quando se compara os dois métodos. Comportamento semelhante foi
verificado para as suspensoes preparadas sem farmaco (Figura 7G, 7H).
» Inserir Figura 7.

Quanto ao potencial zeta (Figura 7A), os valores apos a preparacdo, para a maioria das
formulagdes preparadas por deposi¢do interfacial (+21 + 4 a +35 £ 1 mV), tenderam a
aumentar passando a faixa de +29 £ 5 a +37 £ 0,3 mV, apds 30 dias, e, apds 60 dias, tenderam
a diminuicdo (+24 £ 1 a +30 £ 1 mV), voltando a ficar mais préximos dos valores iniciais.
Estas variacdes foram significativas apenas para algumas formulagdes (Figura 7A). Para as
suspensdes preparadas através de emulsificacdo-difusdo (Figura 7B), os valores iniciais de
+21 + 1 a+ 52 +2 mV passaram para faixa de +25 + 0,2 a +48 £ 3 mV, apo6s 30 dias, e para
+22 + 1 a +42 £ 0,4 mV, apds 60 dias de armazenamento. A maioria das formulagdes
preparadas utilizando Epikuron 170® ¢ Pluronic F68%, as quais apresentaram valores mais
elevados de potencial zeta apds a preparagdo, demonstraram reducdo significativa dos
mesmos apos 60 dias de armazenamento, no entanto, permanecendo ainda superiores aos
preparados com Span 80° ¢ Tween 80° (Figura 7A, 7B). Quase a totalidade das suspensdes
preparadas sem farmaco, as quais apds a preparacdao apresentaram potenciais zeta inferiores
aqueles das formulagdes contendo melatonina, apresentou aumento significativo destes apos
30 dias de armazenamento (Figura 7C, 7D), ficando na faixa de +28 £ 3 a +33 £ 2 mV e de
+25 £ 0,5 a +49 £ 1 mV, apds 60 dias, respectivamente, para as formulagdes preparadas
através de deposicdo interfacial e de emulsificagdo-difusdo. Entretanto, estes aumentos nos
valores de potencial zeta ndo foram suficientes para prevenir a agregacdo das nanoparticulas

preparadas sem farmaco, a qual causou aumento significativo dos didmetros médios de
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particulas para a maioria das formulagcdes, principalmente para aquelas preparadas através de

emulsificagao-difusao.
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CONCLUSAO

Foi verificada influéncia do método de preparagdo e/ou da composi¢ao das formulagdes sobre
as caracteristicas fisico-quimicas das nanocéapsulas, exceto para os teores e as taxas de
associacdo da melatonina. Os valores positivos de potencial zeta das particulas foram
influenciados pelo método de preparacao, pela composi¢ao dos sistemas e pela interagao entre
estes fatores. Os diametros médios de particulas foram influenciados pelo método de
preparacdo e por sua combinagdo com os tensoativos empregados. Por outro lado, a
polidispersdo dos sistemas foi influenciada apenas pelo método de preparacdo, sendo maiores
quando o método de emulsificagdo-difusao foi empregado.

Os teores totais de melatonina permaneceram estaveis para todas as formulagdes até 30 dias
de armazenamento, ¢ as taxas de associagcdo do farmaco permaneceram estaveis durante os 60
dias do estudo. As diminuicdes dos teores de melatonina foram influenciadas pela composi¢ao
das suspensdes, de forma que aquelas preparadas com Epikuron 170® e Pluronic F68®
apresentaram maior decaimento médio em funcdo do tempo. Os didmetros médios de
particula foram estdveis para a maioria das suspensdes preparadas com melatonina, durante
dois meses, entretanto, a polidispersdo tendeu a aumentar apos este periodo.

De acordo com o delineamento fatorial e com o estudo de estabilidade realizados, as
nanocapsulas de Eudragit RS100® preparadas através de deposicdo interfacial e com Span
80°/Tween 80 apresentaram caracteristicas mais adequadas para estudos posteriores de
aplicacdes da melatonina, a ser administrada por via oral, em funcdo de uma maior
homogeneidade de distribui¢do das particulas e maior estabilidade quimica da melatonina,
respectivamente.
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Tabela 1. Desenho fatorial 2° das formulagdes de nanocapsulas de Eudragit RS100® contendo

melatonina.

Fatores

-D*

Niveis

H*

1- Método de preparacao
2- Tipo de 6leo

3- Tipos de tensoativos

Deposicao interfacial

Triglicerideos dos 4cidos
caprico e caprilico

Span 80" ¢ Tween 80

Emulsificagdo-difusao

Eutanol G®

Epikuron 170" e Poloxamer
188

*Notagao utilizada pelo programa Stat Graphics, indicativo da direcdo do efeito, ou seja se das combinagdes das
variaveis de —1 para 1 causam efeito positivo ou negativo na variavel resposta.
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Tabela 2. Caracterizagdo das suspensdes de nanocapsulas contendo ou ndo melatonina,

preparadas através dos métodos de deposicao interfacial (DI) ou de emulsificacao-difusao

(ED).
Formulagdes contendo melatonina Formulagdes sem
farmaco
Teor total Taxe.l d‘f n i
de associagao Diametro Diametro
Componentes Método . da [nm] pH [nm] pH
melatonina .
Tensoativos ~ Oleo (mg/mL) mel?;[/(: )n na (PT) (PT)
Span80®/ TG DI  1,54+0,03 45+1 138+5 48+027| 144+3 4.8+0,02
Tween80® (0,13) (0,13)
Epikuron®/ TG DI 1,53+0,08 42+4 124+3 55+080| 123+2 53+0,02
Pluronic® (0,10) (0,10)
Span80/ Eutanol DI 1,58 £0,05 45+ 4 151+4 5,0%£0,09| 148+4 5,0+£0,02
Tween80 G (0,14) (0,12)
Epikuron®/ Eutanol DI 1,55+0,06 47+ 4 133+14 5,0+0,08| 133+4 4,5+0,01
Pluronic® G (0,10) (0,10)
Span80®/ TG ED 1,52 £ 0,03 43 + 1 213+3  3,7+0,18| 203+2 3,9+0,03
Tween80® (0,24) (0,20)
Epikur0n®/ TG ED 1,57 £ 0,06 44 +2 263+16 39+0,26| 2786 3,8+0,01
Pluronic® (0,31) (0,36)
Span80®/ Eutanol  ED 1,48 0,02 43 +2 238+26 3,7+0,18| 2105 3,8+0,01
Tween80® G (0,29) (0,18)
Epikuron®/ Eutanol  ED 1,48 £ 0,06 42 +1 30639 3,7+0,21 | 211+£5 3,7+0,01
Pluronic® G (0,30) (0,24)

TG: triglicerideos dos acidos caprico e caprilico; PI: polidispersao.
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Figura 1. Estruturas quimicas da melatonina e dos componentes empregados na preparagao

das nanocapsulas.
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A Formulagdes contendo
melatonina
400 O deposicao interfacial
— 350 M emulsifica¢do-difusio x
g 300 A *
N~ *
o
=]
()
IS
««©
(@]
TG/S/T TG/E/P EU/S/T EU/E/P
C Formulagdes contendo
melatonina
O deposicao interfacial
77 M emulsificagdo-difusio
I
o

TG/S/T TG/E/P EU/S/T EU/E/P

Polidispersao

W)

Potencial Zeta (mV)

Formulagdes contendo

melatonina
0,5 1 O deposigao interfacial
M emulsificagdo-difusdo
0,4 - %
*
*
0,3
*
0,2 -
0,1 -
0 -

TG/S/T TG/E/P EU/S/T EU/E/P

Formulagbes contendo

melatonina
60 O deposigdo interfacial .
50 4 M emulsificagdo-difusao

*

TG/S/T TG/E/P EU/S/T EU/E/P

TG: triglicerideos dos acidos caprico e caprilico; EU: Eutanol G®; S: Span 80°; T: Tween

80®; E: Epikuron 170®; P: Pluronic F68°.

*Indica diferenga significativa (p<0,05) em relago a respectiva formulagdo preparada através

do método de nanoprecipitagdo.

Figura 2. Potenciais zeta, diametros, polidispersdes ¢ pH das suspensdes de nanocapsulas

contendo melatonina, ap6s a preparagao.
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Figura 3. Imagens obtidas através de TEM a partir das nanocépsulas de Eudragit RS100®
contendo melatonina: formulagdes preparadas com triglicerideos dos acidos caprico e
caprilico e com Span 80®/Tween 80°, através do método de deposicdo interfacial (A) ou de
emulsificagdo-difusdo (B); formulacdes preparadas através de emulsificagdo-difusdo,
empregando triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (C) ou Eutanol G® (D) e Epikuron

170®/Pluronic F68°.
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Deposicdo interfacial Emulsificagéo-difuséo

60 - .
. O com melatonina
60 - [ com melatonina .
- . — M sem melatonina
S M sem melatonina > 50 1
E 504 E
~ < 40 -
% 40 o
N N 30 4
K 307 s
e 2 .
8 20 A I 20
"5’ o
[a 10 A o 10 4
0 - 04

TG/S/T TG/E/P EU/S/T EU/E/P TG/S/T TG/E/P  EU/S/T EU/E/P

TG: triglicerideos dos acidos caprico e caprilico; EU: Eutanol G®; S: Span 80%; T:
Tween 80®; E: Epikuron 170®; P: Pluronic F68°.

Figura 4. Comparacdo dos valores de potenciais zeta das formula¢des preparadas com

melatonina e sem farmaco.
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TG: triglicerideos dos acidos caprico e caprilico; EU: Eutanol G®; S: Span 80®; T: Tween 80®; E:
Epikuron 170®; P: Pluronic F68®.

Figura 5. Teores e taxas de associagdo da melatonina as nanocapsulas em fun¢@o do tempo de

armazenamento.
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Figura 6. Diametros ¢ polidispersdes das suspensdes de nanocapsulas, preparadas com ou

sem melatonina, em fun¢ao do tempo de armazenamento.
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Figura 7. Potenciais zeta e valores de pH das formulagdes de nanocapsulas, preparadas com

ou sem melatonina, em fun¢do do tempo de armazenamento.
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CAPITULO 5: Avaliagdo in vitro da atividade protetora da
melatonina associada as nanoparticulas poliméricas contra a

lipoperoxidacao






5.1 Introducéo

Considerando-se os capitulos anteriores, referentes ao desenvolvimento
e a caracterizagdo fisico-quimica das suspensdes de nanoparticulas contendo
melatonina, foi verificada a possibilidade da encapsulagdo parcial da melatonina
aos nanocarreadores. No presente capitulo, buscou-se avaliar uma
aplicabilidade destes sistemas, sendo a peroxidagdo lipidica a ferramenta
selecionada para este fim, uma vez que a atividade antioxidante da melatonina
tem sido extensivamente pesquisada neste sentido (BEYER et al.,, 1998;
REITER et al., 1997; REITER et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2003). Além
disto, PALUMBO e colaboradores (2002) verificaram que a encapsulagao de
idebenona em nanocapsulas de poli(2-cianoacrilato) de etila foi capaz de

aumentar a sua atividade antioxidante in vitro.

Os experimentos de lipoperoxidacdo, apresentados neste capitulo,
foram realizados na Universidade Federal de Santa Catarina, sob a orientagao
da Prof* Dra. Téania B. Creczynski-Pasa, do Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas, e com a participacdo da MSc. Clarissa A. S. de Cordova.

Nanoparticulas de Eudragit S100® foram selecionadas para o estudo,
em fungdo de apresentarem taxa de encapsulagdo da melatonina mais elevada
em relagdo aos outros polimeros empregados. O efeito antioxidante da
melatonina in vitro contra a lipoperoxidacao foi avaliado utilizando lipossomas
de fosfatidilcolina e microssomas de figado de rato como modelos de
membranas lipidicas. As suspensdes de nanocdpsulas ou de nanoesferas de
Eudragit S100°, contendo melatonina, foram avaliadas comparativamente a
solucdo aquosa de melatonina (contendo 1 % de etanol) e a nanoemulsao
contendo o farmaco. A melatonina, presente nas diferentes formulacoes, foi
testada nas doses de 200 uM e de 400 uM. Como controle dos experimentos

foram usadas as respectivas formulagdes preparadas sem farmaco.
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Abstract

The aim of this study was to prepare melatonin-loaded nanoparticles (nanocapsules and nanospheres) by nanoprecipitation.

using Eudragit $100® as polymer. The potential of these systems to protect lipids against peroxidation was evaluated in comparison

to melatonin in aqueous solution and nanoemulsion. Liposomes and microsomes were used as model of a lipid membrane and

lipid peroxidation was induced by free radical ascorbyl. Nanocapsule and nanosphere suspensions presented total recoveries of
melatonin near 100% and associated drug around 55%. The zeta potential values were negative and the hydrodynamic diameter
of particles were lower than 255 nm. The results demonstrate that the lipids were protected against peroxidation from 8 to 51%
due to the presence of the melatonin and that this effect depended on the drug dose, the type of the lipid substrate and the type of
colloid, n which melatonin was incorporated. Nanocapsules and nanospheres provided an important merease in the antioxidant

effect of melatonin against lipid peroxidation.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keaywords: Melatonin: Nanoparticles; Lipid peroxidation

Melatonin (N-acetyl-5-methoxyiryptamine) is a hor-
mone principally produced and released by the pineal
gland under influence of the environmental light/dark
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cycle. It participates in several important physiological
functions, including biologic regulation of circadian
thythms, sleep, mood, reproduction and neuroim-
munomodulation. Also, anti-tumor effect of melatonin
on various cancers has been reported (Vijayalaxmi
et al., 2002). Exogenous melatonin has been used
for treating a variety of cireadian rhythm disorders,
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including jet-lag and insommia. Recently, melatonin
was reported to be an effective free radical scavenger
(Epstein, 1997: Beyeretal., 1998) and it has been found
to protect lipid peroxidation in many experimental
models, as liposomes and microsomes (Leaden et al.,
2002: Satja et al., 2002; Teixeira et al., 2003). Different
mechanisms are combined to explain the melatonin
protective effect: (a) a direct antioxidant action
inhibiting the lipid peroxidation, (b) inducing changes
on lipidic bilayers fluidity, (¢} protecting intracellular
compenents against peroxidative damage (Sayja et al.,
2002). The potential clinical benefit of the use of mela-
tonin as an antioxidant could include the treatment
of many diseases. as cancers and neurodegenerative
diseases such as Alzheimer (Beyer et al., 1998).

Exogenous controlled-release melatonin formula-
tions have been reported to be clinically more useful for
sleep maintenance than immediate release melatonin
formulations (Jan etal., 2000). Furthermore melatonin-
loaded controlled-release dosage forms have been in-
vestigated, due to the short half-life of melatonin (Lee
etal., 1998: El-Gibaly et al., 2003).

Polymeric nanoparticulated systems (nanocapsules
and nanospheres) for controlled release of drugs have
been intensively investigated in the past years in
the pharmaceutical field (Couvreur et al,, 2002). The
nanocapsule is a carrier composed by an oil core sur-
rounded by a polymeric wall, whereas the nanosphere
consists of a matrix of polymer. Both colloids, as well
as nanoemulsions, are stabilized by surfactants at the
interface particle/water, preventing particle agglomer-
ation and/or drug leakage. These systems can be pre-
pared by different methods based on polymerization
of dispersed monomers or precipitation of preformed
polymers (Schaffazick et al., 2003). The associated
drug could be adsorbed on nanoparticles, or dissolved
and entrapped in colloids (Pohlmann et al., 2004). For
1.v. route, nanoparticle suspensions have been devel-
oped as drug targeting delivery systems, improving
the therapeutic index of drugs (Couvreur et al., 2002),
whereas for oral administration, polymeric nanoparti-
cles have been studied as carriers for drug sustained-
release (Verger et al., 1998), mucosa protection from
the toxicity of drugs (Guterres et al., 2001), as well
as to improve the bicavailability of drugs (Allémann
etal., 1998).

Up to now, melatonin has not been associated with
nanoparticles. Consequently, the potentiality of these
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systems to improve the antioxidant effect of this drug
was not yet evaluated. Hence. the aim of the present
work was to prepare melatonin-loaded nanocapsules,
nanospheres and nanoemulsion, and to evaluate the
protective properties of these formulations against lipid
peroxidation induced by ascorbyl free radical.

Nanocapsules containing melatonin were prepared
as described by Fessi et al. (1989). Briefly. the ace-
tone solution (67mL) of melatonin (0.0125g). oc-
tanoic/decanoic triglyceride mixture (0.8 mL), Eu-
dragit $100® (0.25 g). sorbitan monooleate (0.1915 g)
was added into an aqueous solution (133mlL) of
polysorbate 80 (0.1915g). The solvents were evapo-
rated to eliminate the acetone and fo concentrate wa-
ter to a final volume of 25 mL (0.5 mg/mL melatonin).
Nanospheres and nanoemulsion were also prepared,
omitting the triglyceride or the polymer, respectively.
Control formulations were prepared omitting the drug.

The pH values of suspensions were determined and
the particle sizes were measured by photon correla-
tion spectroscopy according to Pohlmann et al. (2002)
(Brookheaven Instruments BI-200M, Spectra Physics
He—Ne, A¢ = 632.8 nm). The zeta potential (Zetasizer®,
Malvern) of suspensions were determined after dilution
of samples in 1 mM NaCl

Melatonin was assayed by HPLC. The system con-
sisted of a UV—vis detector, pump and auto-injector
S200 Perkin-Elmer and Nova-Pak® Cyz Waters col-
ummn. The mobile phase consisted of acetonitrile/water
(55:45, v/v). Free melatonin was separated from col-
loids by ultrafiltration—centrifugation (Ultrafree-MC
10,000 MW, Millipore). Total drug was measured, at
229nm, after dissolution of colloids with acetoni-
trile. The associated melatonin with the nanocapsules,
nanospheres and nanoemulsion was calculated from
the difference between the total and the free drug con-
centrations.

All formulations presented macroscopic homoge-
neous aspect and total recoveries of melatonin were
close to 100%. Nanocapsule and nanosphere sus-
pensions presented similar amounts of associated
drug (55.77 and 54.35%, respectively) (Table 1).
On the other hand. the nanoemulsion showed a
lower value (32.65%) than the polymeric formula-
tions. Nanospheres presented particle sizes of 192
and 126 nm for unloaded and melatonin-loaded for-
mulations, respectively. Besides, nanocapsules and
nanoenlsion presented similar diameters (254 and
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Table 1
Physico-chemical properties of drug-loaded and drug-unloaded col-
loids: nanospheres (NS), nanocapsules (NC) and nanoenmlsion (NE)

Formulations Associated  Size (nm)  Zeta potential pH
dmg (%) (mV)

NS-melatenin =~ 34.35 126 £12 —366£109 3.88
NS - 192 £46 —354+123 4.11
NC-melatomin 5577 236 £20 435408 397
NC - 254 +£52 450415 481
NE-melatonin =~ 32.65 46 +4 338405 515
NE = 230 £ 48 380405 5.01

230nm) and the presence of melatonin did not influ-
ence this parameter (236 and 246 nm). These results
showed that the presence of the oil phase caused an
inerease in size of colloids. The zeta potential values
were —37 and —35mV for nanospheres containing or
not melatonin and —34 and —38 mV fornancemulsions
containing or not drug, respectively. For nanocapsules,
the absolute values were higher (—43 and —45mV
containing or not melatonin) than those observed for
the other formulations. In all cases, these values cor-

respond to stable formulations (Verger et al., 1998).
The pH values for all formulations were in the range
of 3.88-5.15.

Liposomes and microsomes were used as substrates
for lipid peroxidation to evaluate the protective ef-
feet of melatonin associated with colloids. Bilayer
liposomes (277 £23 nm) were prepared by dialysis
as described previously (Creczynski-Pasa and Gréiber,
1994). Briefly, the method consisted of the dissolu-
tion of 50 mg/mL phospholipids mn buffer containing
10mM tricine, 20 g/l sodium cholate, 10 g/L deoxi-
cholate at pH 8.0 followed by a dialysis procedure at
30°C for 5 h. Microsomes were obtained from liver of
Wistar rats by differential centrifugation with caleium
aggregation and stored at —70°C. The lipid peroxi-
dation was induced by the addition of 25 uM FeSOy
and 500 M ascorbate in a reaction medium con-
taining 1 mg/mL microsomal protein (or 12.5 mg/mL
phosphatidyleoline liposome), 0.1 M Tris—HCI pH 7.4
(Cordowva et al., 2002) and 200 p.M (or 400 M) mela-
tonin aqueous solution (0.5 mg/mL drug containing 1%
ethanol) or drug-loaded colloids. The controls of the

Table 2
Effect of melatonin encapsulation on lipid peroxidation
Formulations Dose of Lipid peroxidation® +5.D." Protection of melatomn against
melatonin M (nmol TBARS/mL) lipid peroxidation® £5.D. (%)
Liposomes Microsomes Liposomes Microsomes
Control - 201 £ 21 3885 £ 109 - -
Agueous solution 200 228 4+ 12° 3415 + 378 218+109 121+ 14
400 200 4 227 3250 4 202° 313 +£41 164 £ 1.1
Control - 324 £ 43 2512 £ 500 - -
Nanocapsules 200 216 4 207 2288 £+ 138 333+£463 89+19
Control - 480 £ 61 2318 £ 83 - -
Nanocapsules 400 230 + 6 1492 4 1327 511 £6.5™ 35.6 £347
Control - 405 £ 30 2631 £+ 146 - -
Nanospheres 200 301 4+ 237 2408 £+ 180 258 +27 85+08
Control - 469 £+ 30 2204 £ 79 - -
Nanospheres 400 271 +28° 1374 4+ 230° 422 £51™ 401 +6.8™
Control 304 +£7 2847 £ 156 - -
Naneemulsion 200 250 £ 97 2547 £ 210 179 £ 08 105+1.0
Control - 410 £ 56 2835 £ 223 - -
Nanoemulsion 400 213 £ 21° 2310 & 155° 480 + 81" 185+£19

* TBARS =tliobarbituric acid reactive substances.

o

5.D., standard deviation, calculated from triplicate of experiments.
¢ This protection is relative to the formulations prepared without melatonin (controls).

* Statistical differences between each formulation and its respective control established using r-test (p < 0.03).
** Statistical differences between the solution (400 pM of melatonin) and the formulations established using r-test (p < 0.05).
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assay consisted of each colloid prepared without drug.
The samples were incubated for 30 min at 37 °C and the
extent of lipid peroxidation was determined by the thio-
barbituric acid method (Bird and Draper, 1984). The
amount of lipid peroxidation was determined using the
molar extinction coefficient of 1.56 x 10° (M~ ! em™1)
and expressed as thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS). The experiments were carried out in tripli-
cate and the #-test (p<0.05) was conducted for statis-
tical analysis.

Table 2 shows the protective properties of melatonin
against lipid peroxidation depending on the drug dose
and on the type of colloid, in which melatonin was in-
corporated. Comparing the drug-loaded formulations
(200 or 400 pM) with the controls, the results demon-
strated that the lipids were protected against peroxida-
tion from 8 to 51%. due to the presence of the drug. As
it can be observed in Table 2, the presence of the mela-
tonin has decreased significantly the lipid peroxidation,
except in the case of the microsomes and melatonin at
200 pM.

Additionally, the effect was dependent on the type
of the lipid substrate (microsomes or liposomes). It was
observed that the antioxidant properties of melatonin
can also vary depending on the lipid membrane com-
position (Teixeira et al., 2003). For the dose of 400 pM,
comparing melatonin solution and drug-loaded col-
loids, the antioxidant properties of melatonin have been
significantly improved when it was associated with
colloids and liposomes were used as substrate. On
the other hand, in the case of microsomes, only the
formulations containing polymer (nanocapsules and
nanospheres) showed a significant increase in the an-
tioxidative effect of melatonin (Table 2). According to
Palumbo et al. (2002), the polymeric nanostructures
could adhere to the cells improving the antioxidant ac-
tion of a lipophilic drug associated with nanocapsules
of poly(ethyl 2-cyanoacrilate). In the present study, the
polymer in nanocapsule and nanosphere fornmlations

#

caused higher encapsulation rates of melatonin (55%
than in nanoemulsion (33%), improving the antioxida-
tive effect of the drug.

In conclusion, our study showed that nanoparticles
containing melatonin can be prepared from pre-formed
polymer using the nanoprecipitation technique. Addi-
tionally, this nanoparticles provided an important in-
crease in the antioxidative effect of melatonin against
lipid peroxidation.

162

SR Schaffazick et al. / International Jowrnal of Pharmaceutics 289 (2005) 209-21

Acknowledgement

FAPERGS, FUNCITEC, CAPES, Rede Nanobio-
tecnologia-CNPq/MCT-Brazil.

References

Allémann, E.. Leroux, J-C., Gumy, R 1998. Polymeric nano-
and microparticles for the oral delivery of peptides and pep-
tidomimetics. Adv. Drug Deliv. Fev. 34, 171-189.

Beyer, C.E., Steketee, I.D., Saphier, D., 1998, Antioxidant properties
of melatonin—an emerging mystery. Biochem. Pharmacol. 56,
1265-1272.

Bird, R P, Draper, AH.. 1984 Comparative studies on different
methods of malondyaldehyde determination. Meth. Enzymol. 90,
105-110.

Cordova, CA'S., Siqueira, LR., Nefto, C.A.. Yunes, R.A.. Vol-
pato, A M., Filho, V.C., Curi-Pedrosa, R., Creczynski-Pasa, T.B.,
2002. Protective properties of butanolic extract of the Calendula
officinalis L.{marigold) against lipid peroxidation of rat liver mi-
crossomes and action as free radical scavenger. Redox Rep. 7.
05-102.

Couvreur, P, Barrat, G., Fattal, E., Legrand, P, Vauthier, C., 2002,
Nanocapsule technology: a review. Crit. Rev. Ther. Dirug Carrier
Syst. 19, 90-134.

Creczynski-Pasa, TB., Griber, P, 1994 ADP binding and ATP syn-
thesis by reconstituted H'—ATPase from chloroplasts. FEBS Lett.
350, 195-198.

El-Gibaly, I, Meki, AM.A | Abdel-Ghaffar, SK.. 2003. Novel B
melatonin-loaded chitosan microcapsules: in vitro characteriza-
tion and antiapoptosis efficacy for aflatoxin B 1-induced apoptosis
in rat liver. Int. J. Pharm. 260, 5-22.

Epstein, FH.. 1997. Mechanisms of disease—melatonin in humans.
New Engl J. Med. 336, 186-195.

Fessi, H., Puisieux, F., Devissaguet, J.-Ph., Ammouwry. N., Benita,
S.. 1989, Nanocapsule formation by interfacial polymer depo-
sition following solvent displacement. Int J. Pharm. 55. rl-
4.

Guterres, 5.5, Miiller, C B, Michalowski, C.B., Pohlmann, AR,
Dalla-Costa, T., 2001. Gastro-intestinal tolerance following oral
administration of spray-dried diclofenac-loaded nanocapsules
and nanospheres. S TP Pharma Sei. 11, 229-233.

Jan. JE., Hamilton, D., Seward, N., Fast, D.K., Freeman. RD.,
Laudon, M., 2000. Clinical trials of controlled-release melatonin
in children with sleep-wake cycle disorders. J. Pineal Res. 29,
34-30.

Leaden, P, Barrienueve, T, Catala, A, 2002. The protection of long
chain polyunsaturated fatty acids by melatonin during nonenzy-
matic lipid peroxidation of rat liver microsomes. J. Pineal Res.
32,120-134.

Lee, B.-J., Choe, I.5., Kim, C.-K., 1998, Preparation and charac-
terization of melatonin-loaded stearyl alcohol microspheres. T.
Microencapsul. 15, 775-787.

Palumbo, M., Russo. A, Cardile, V. Renis. M., Paolino. D,
Puglisi. G., Fresta, M., 2002. Improved antioxidant effect of



S.R. Schaffazick et al. / International Journa! of Pharmaceutics 289 (2005) 209-213 213

idebenone-loaded polyethyl-2-cvanoacrylate nanocapsules tes-
ted on human fibroblasts. Pharm. Res. 19, 71-78.

Pohlmann, A R, Weiss, V., Mertins, O., Pesce da Silveira, N,
Guterres, S.5., 2002. Spray-dried indomethacin-leaded polyester
nanocapsules and nanospheres: development, stability evaluation
and nanostructure models. Eur. J. Pharm. Sci. 16, 305-312.

Pohlmann A R Soares, LU Cruz, L, Pesce da Silveira, N., Guter-
res, S.S., 2004. Alkaline hydrolysis as a tool fo determine the
association form of indomethacin in nanocapsules prepared with
poly(e-caprolactene). Curr. Drug Del. 1. 103-110.

Saija. A, Tomaino, A., Trombetta, D., Pellegrino. ML, Tita, B.
Caruso, 5., Castelli, F., 2002 Interaction of melatonin with model
membranes and possible implications in its photoprotective ac-
tivity. Eur. J. Pharm. Biopharm. 53, 209-215.

Schaffazick. S B, Guterres, 5.5 Lucca-Freitas, L. Pohlmann, A R
2003. Caracterizacio e estabilidade fisico-gquimica de sistemas

poliméricos nanoparticulados para administracdo de farmacos.
Quim. Nova. 26, 726-737.

Teixeira, A, Morfim, MP, Cordova, C.AS., Chario, CCT,
Lima. VR., Creczynski-Pasa. T.B.. 2003. Melatonin protects
against pro-oxidant enzymes and reduces lipid peroxidation
in distinct membranes induced by the hydroxyl and ascor-
byl radicals and by peroxinitrite. J. Pineal Res. 35, 262-
268.

Verger, M.L.-Le,, Fluckiger. L., Kim, Y.-11.. Hoffman M., Main-
cent, P, 1998, Preparation and characterization of nanoparticles
containing an antihypertensive agent. Eur. J. Pharm. Biopharm.
46, 137-143.

Viayalaxmi. CR.T., Retter, RJ.. Herman, T.S., 2002. Melatonin:
from basic research to cancer treatment clinics. J. Clin Oncol.
20, 2575-2601.

163






CAPITULO 6: Avaliacdo in vivo da capacidade antioxidante

aguda da melatonina associada a nanocapsulas






6.1. Introducéo

Tendo em vista que no capitulo anterior foi demonstrado um aumento do efeito
antioxidante da melatonina in vitro, quando associada as nanoparticulas de Eudragit
S100®, torna-se importante avaliar o efeito antioxidante in vivo da melatonina
associada a estes sistemas. Tecidos cerebrais foram selecionados para a avaliagdo do
efeito antioxidante da melatonina em funcdo da sua potencialidade neuroprotetora,
extensamente explorada (REITER, 1998; REITER et al., 2002), ¢ devido a capacidade
de liberacao de farmacos a nivel do SNC que os sistemas nanoparticulados polimeéricos
apresentam, principalmente empregando nanocarreadores revestidos com polissorbato
80 (GARCIA-GARCIA et al., 2005). O figado também foi avaliado uma vez que as
nanoparticulas naturalmente sao capturadas pelo sistema fagocitdrio mononuclear, em
maior ou em menor extensao dependendo da hidrofobicidade de superficie (BARRAT

etal., 2000; SOPHIMAT et al., 2001).

Desta forma, no presente capitulo, foi avaliada a capacidade antioxidante da
melatonina em solucdo ou associada a nanocapsulas, apds a administragdo
intraperitoneal em camundongos. O efeito antioxidante foi avaliado de forma aguda,
uma vez que foi administrada uma dose Unica de melatonina (1mg/kg ou 10 mg/kg) e,
ap6s 1 hora, os animais foram decapitados, retirando-se o figado e tecidos cerebrais
para posteriores analises. Cabe ressaltar, que os animais ndo receberam nenhum
tratamento para provocar estresse oxidativo, sendo que o objetivo desta parte do
trabalho foi verificar se a administracdo da melatonina, nas condi¢des acima descritas,
seria capaz de melhorar a capacidade antioxidante em condi¢des normais. Foram
avaliados a lipoperoxidagao, o teor de radicais livres e a reatividade antioxidante total

no figado, no cortex frontal e no hipocampo.

Nanocépsulas de Eudragit S100® revestidas com polissorbato 80 foram entdo
utilizadas como modelos de carreadores para este estudo in vivo, levando-se em conta

a taxa de associac¢do e o aumento da atividade antioxidante verificado in vitro.
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Abstract

It has been recently shown that the association of melatonin with polymeric nanoparticles
caused an important increase in the in vitro effect against lipid peroxidation. Hence, the aim
of the present study was to compare the in vivo acute antioxidant effect of intraperitoneal
administration of melatonin-loaded polysorbate 80-coated nanocapsules and melatonin
aqueous solution in mice brain (frontal cortex and hippocampus) and liver. The lipid
peroxidation (thiobarbituric acid reactive substances - TBARS), the total antioxidant
reactivity (luminol-enhanced chemiluminescence measurement) and the free radical levels
(2’-7’-dichlorofluorescein diacetate) measurements have been carried out. Our results show
that a single dose melatonin aqueous solution did not demonstrate antioxidant activity in the
evaluated range, while the administration of melatonin-loaded polysorbate 80-coated
nanocapsules induce a significant reduction on lipid peroxidation levels in all tissues studied.
No differences on free radical content were found in the tissues. The melatonin-loaded
nanocapsules significantly increased the total antioxidant reactivity in the hippocampus.
These in vivo results are in accordance with our previous in vitro findings and confirm the
hypothesis that polymeric nanocapsules improved the antioxidant effect of melatonin against

lipid peroxidation.

Key words: melatonin, polymeric nanocapsules, lipid peroxidation, total antioxidant

reactivity, brain, liver.
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Introduction

Melatonin, a neurohormone that is synthesized mainly in the pineal gland and derived from
serotonin, has many effects on a wide range of physiopathological functions; its secretion is
controlled by the suprachiasmatic nucleus through the photoperiod [Barrenetxe et al., 2004;
Boutin et al., 2005]. Melatonin regulates the sleep/wake cycle, other circadian and seasonal
rhythms, and it acts as an immunostimulator and cytoprotective agent (Epstein, 1997;
Hardeland et al., 2006). In addition, in both cultured cells and organs, as well as in vivo
systems, it has proved its capacity as a potent antioxidant (Reiter et al., 1996; Hardeland et al.,
2006). Melatonin is a free radical scavenger since it directly neutralizes toxic oxygen- and
nitrogen-based reactants. It is effective in protecting nuclear DNA and membrane lipids from
oxidative damage (lipid peroxidation), in upregulation of the antioxidant enzyme activities
(Reiter et al., 1997; Reiter et al., 1998; Reiter, 2003) and in dowregulation of prooxidant
enzymes (Hardeland et al., 2006), improving the total antioxidant defense capacity of the
organism. Melatonin influences favorably the production and regeneration of glutathione, a
major intracellular antioxidant (Karbownik et al., 2001). It also increases the efficiency of the
electron transport chain in the inner mitochondrial membrane with a consequential reduction
of free radical generation (Karbownik et al., 2001; Reiter et al., 2002). Within cell
membranes, melatonin may situate itself in apposition, so it can scavenge free radicals in both
the lipid and aqueous environments of the cell (Karbownik et al., 2001). Melatonin has
stabilizing action in the membranes, protecting them against the reduction in the fluidity
caused by oxidative stress (Reiter et al., 1998).

The efficacy of melatonin in inhibiting oxidative damage has been tested in a variety of
neurological disease models, in which free radicals are believed to be in part causative of the
condition; it presents neuroprotective actions against a variety of neural toxins,

ischemia/reperfusion injury, hyperbaric hyperoxia, traumatic brain injury and age-associated
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neurodegenerative diseases (Reiter, 1998). Preliminary evidences suggest that Alzheimer’s
patients may benefit from melatonin treatment, as well as animal models of Parkinson’s and
Huntington’s diseases (Reiter et al., 2002).

Over the past few decades, there has been considerable interest in developing polymeric
nanoparticles (nanocapsules and nanospheres) as effective drug delivery devices. In these
submicron systems (< 1 um), the drug is dissolved, entrapped, encapsulated and/or adsorbed
or attached to the polymeric particles (Sahoo and Labhasetwar, 2003; Garcia-Garcia et al.,
2005a). Nanocapsules are vesicular systems composed of an oil-filled cavity surrounded by a
polymeric wall while nanospheres consist of a polymer matrix. Both nanoparticles present
narrow particle size distribution and are stabilized by surfactants at the particle/water interface
(Schaffazick et al., 2003a; Garcia-Garcia et al., 2005a). The potentials of nanoparticles
include the improvement of therapeutic index (Couvreur et al., 2002), the delivery of poorly
water-soluble compounds (Teixeira et al., 2005), the increase of bioavailability (Allémann et
al., 1998), protection of the mucosa from toxicity of drugs (Guterres et al., 2001; Schaffazick
et al., 2003b) and the in vitro improvement of the antioxidant effect (Palumbo et al., 2002;
Schaffazick et al., 2005; Shea et al., 2005).

Nanoparticles have also been studied as drug carriers for the brain delivery due to their ability
to provide drug access across the blood-brain barrier (BBB) for non-transportable drugs by
masking the physicochemical characteristics by their nanoencapsulation (Garcia-Garcia et al.,
2005a). The nanoparticles can also be used as parenteral controlled release systems to prolong
the CNS availability of drugs that freely penetrate the BBB but have a short duration of action
(Friese et al., 2000). In order to achieve a significant transport across the BBB, the
hydrophobic surfaces of the nanoparticles must be coated with hydrophilic molecules or
macromolecules. The nanoparticles become hydrophilic enough to escape, at least partially,

from the adsorption of the plasmatic proteins (opsonization) and consequent recognition by
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the mononuclear phagocyte system, as the macrophages of the liver and spleen (Garcia-Garcia
et al., 2005a; Kreuter, 2005). Hence, polymeric nanoparticle surface coating has been
employed for brain targeting either using hydrophilic surfactants as polysorbate 80 (Schroder
and Sabel, 1996; Kreuter et al., 1997; Gulyaev et al., 1999; Olivier et al., 1999; Schroeder et
al., 2000; Friese et al., 2000; Gelperina et al. 2002; Kreuter et al., 2003; Sun et al., 2004; Gao
and Jiang, 2006) or by direct chemical bound with poly(ethyleneglycol) (block copolymers)
(Calvo et al., 2001; Garcia-Garcia et al., 2005b).

We have recently developed new drug delivery systems for melatonin based on its
encapsulation in polymeric nanocapsules or nanospheres (Schaffazick et al., 2005;
Schaffazick et al, 2006). Melatonin-loaded polysorbate 80-coated Eudragit S100°-
nanoparticles provided an important increase in the in vitro effect of melatonin against lipid
peroxidation in comparison to the drug aqueous solution (Schaffazick et al., 2005). Given
that, the aim of this study was to evaluate the in vivo acute antioxidant capacity (lipid
peroxidation, total antioxidant reactivity and free radical levels) of melatonin-loaded
polysorbate 80-coated nanocapsules in the brain and in the liver of mice as compared to the
drug aqueous solution. Brain tissue (frontal cortex and hippocampus) was evaluated in
function of both the promising neuroprotective effect of melatonin and the applicability of

nanoparticles for brain drug delivery.

175



Materials and Methods

Chemicals

Melatonin and Eudragit S100® [poly(methacrylic acid-co-methyl methacrylate) 1:2] were
obtained from Acros Organics (Belgic) and Réhm GmbH (Germany), respectively.
Caprylic/capric triglyceride was obtained from Brasquim (Brazil) and sorbitan monooleate
(Span 80®) was supplied by Sigma (USA). Polysorbate 80 (Tween 80%) was acquired from
Delaware (Brazil). Thiobarbituric acid and Trolox were obtained from Merck, 2,2 -azo-bis-(2-
amidinopropane) dihydrochloride (ABAP) was obtained from Wako Chemicals USA, Inc.,
2’-7’-dichlorofluorecein  diacetate =~ (DCFH-DA), 2’-7’-dichlorofluorescein  (DCF),
trichloroacetic acid (TCA), 5-amino-2,3-dihydro-1,4-phtalazinedione (luminol) were
purchased from Sigma Chemical Co. All other chemicals and solvents used were of
pharmaceutical grade; all reagents were used as received.

Animals

Forty five-days-old (CF-1) male mice (average body weight 34 g), obtained from FEPPS
(Fundagao Estadual de Producao e Pesquisa em Saude, Porto Alegre, RS), were maintained in
a colony under constant room temperature (22 + 2 °C) on a 12-h light-dark cycle and with
food and water ad libitum. The experiments were conducted using healthy animals, without
any previous treatment for induction of the oxidative stress.

Preparation of nanocapsule suspensions and melatonin aqueous solution

Nanocapsules containing melatonin were prepared by interfacial deposition of preformed
polymer, as described by Fessi et al. (1989). Briefly, the organic solution consisted of 0.8 mL
of oil (caprylic/capric triglyceride), 250 mg of polymer (Eudragit S100®), melatonin (25 mg),
192 mg of surfactant (Span 80®) and 67 mL of acetone. This organic phase was added with
magnetic stirring into an aqueous solution (133 mL) containing 192 mg of surfactant (Tween

80®). Acetone was removed and the water concentrated by evaporation under reduced
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pressure and the final volume of suspension was adjusted to a total volume of 25 mL
(Schaffazick et al., 2005). Melatonin aqueous solution (1 mg/mL) was prepared using 0.77 %
(w/v) of polysorbate 80.

Physicochemical characterization of the nanocapsules

The mean sizes and polydispersion of nanocapsules were determined by photon correlation
spectroscopy (PCS). For PCS measurements, 20 pL of each suspension were diluted to 10 mL
in MilliQ® water. Measurements were made at room temperature (20 °C) and fixed angle of
90°, using a Brookheaven Instruments standard setup (BI-200M goniometer, BI-9000AT
digital correlator and a BI9863 detection system). A Spectra Physics He-Ne laser (model 127,
Ao = 632,8 nm) was used as light source (Pohlmann et al., 2002). The zeta potentials were
®

determined after dilution of the samples in 1 mM NaCl aqueous solution using Zetasizer

Nano Series (ZEN 3600 model, Malvern Instruments).

The morphological analysis was conducted by transmission electron microscopy (TEM; Jeol,
JEM 1200 Exll) operating at 80 kV. For this analysis, the diluted suspension was deposited in
Formvar-Carbon support film on specimen grid (Electron Microscopy Sciences) and
negatively stained with 2 % (w/v) uranyl acetate solution (Schaffazick et al., 2006).

Melatonin was assayed by high-performance liquid chromatography (Waters, USA; pump
600 controller; 2487 Dual A absorbance detector; 717 plus autosampler). A Merck column
LiChrospher® RP-18 (5um; 250 x 4 mm, Germany) was employed. The mobile phase
consisted of acetonitrile/water (55:45). The total sample volume injected was 20 puL and
melatonin was detected at 229 nm (Schaffazick et al., 2006).

Free melatonin (non-associated) was determined in the ultrafiltrate after separation of the
nanocapsules by ultrafiltration-centrifugation technique (Ultrafree-MC® 10,000 MW,

Millipore), at 15,300 x g for 10 min. Total content of melatonin in the nanocapsule suspension
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was determined using HPLC after dissolution by acetonitrile. The associated melatonin with
the nanocapsules was calculated from the difference between the total and free drug
concentrations determined in the nanocapsule suspension and in the ultrafiltrate, respectively
(Schaffazick et al., 2005, 2006).

In vivo experiments

Melatonin (Img/kg or 10 mg/kg) associated with polysorbate 80-coated nanocapsules or in
aqueous solution was intraperitoneally administered to mice (n=6). Unloaded polysorbate 80-
coated nanocapsules (without drug) and an aqueous solution containing 0.77 % (wW/v)
polysorbate 80 were used as controls. The experiments were conducted between 11.00 am and
3.00 pm. One hour after the administration, animals were decapitated and the brain regions
(cortex cerebral and hippocampus), as well as the liver, were removed and instantaneously
placed in liquid nitrogen and stored at —70 °C until biochemical assays. At the day of
measurements, the tissues were homogenized in ice-cold pH 7.4 phosphate buffer solution
(100 mmol.L™") containing 140 mmol.L" KCI and 1 mmol.L"" EDTA, using a Teflon-glass
homogenizer. The homogenates were centrifuged (960 x g for 10 min at 4 °C) and
supernatants were used in the assays.

Assay of lipid peroxidation

Lipid peroxidation was evaluated by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) test
(Buege and Aust, 1978). Aliquots of samples were incubated with 10 % (w/v) trichloroacetic
acid (TCA) and 0.67 % (w/v) thiobarbituric acid (TBA). The mixture was heated (30 min) on
a boiling water bath. After, n-butanol was added and the mixture was centrifuged. The organic
phase was collected to measure fluorescence at excitation and emission wavelengths of 515
and 553 nm, respectively, using a fluorescence spectrophotometer Hitachi F-2000 (Siqueira et
al., 2005). 1,1,3,3-Tetramethoxypropane, which is converted to malondialdehyde (MDA), was

used as standard.
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Total antioxidant reactivity assay

The reaction mixture consisted of ABAP (2 mmol.L™") and luminol (6 mmol.L") in glycine
buffer. Total antioxidant reactivity (TAR) values were determined by assessing the initial
decrease of luminescence calculated as the ratio Io/I, where Io is the chemiluminescence (CL)
in the absence of additives, and I is the CL after addition either of 20 nmol.L! Trolox or of
the samples (5 pL) (Lissi et al., 1992, 1995). The CL generated was measured in a
scintillation counter Beckman (Siqueira et al., 2005). Total antioxidant reactivity values were
expressed as equivalents of Trolox concentration per mg of protein.

Free radical content

To assess the free radical contents we used 2’-7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) as
probe. An aliquot of the sample was incubated with DCFH-DA (100 uM) at 37 °C for 30 min.
The reaction was terminated by chilling the reaction mixture in ice. The formation of the
oxidized fluorescent derivative (DCF) was monitored at excitation and emission wavelengths
of 488 nm 525 nm, respectively (Driver et al., 2000; Sriram et al., 1997), using a fluorescence
spectrophotometer Hitachi F-2000 (Siqueira et al., 2005). The free radical contents were
quantified using a DCF standard curve and results were expressed as pmol of DCF formed per
mg of protein. All procedures were performed in the dark, and blanks containing only DCFH-
DA (no homogenate) were processed to determine the autofluorescence (Driver et al., 2000;
Sriram et al., 1997).

Protein determination

The total protein concentration was determined using the method described by Lowry et al.
(1951) with serum albumin as standard.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard deviation. The statistical analysis of the data were

carried out by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey’s test when
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appropriate. Analysis was performed using the Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS) software. A difference was considered significant when p< 0.05.
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Results

The drug-loaded and drug-unloaded nanocapsule suspensions presented macroscopic
homogeneous aspect, submicronic sizes, low polydispersity and negative zeta potentials
(Table 1). TEM analysis carried out for the melatonin-loaded nanocapsules showed
homogeneous spherical particles (Figure 1).

Figure 2 shows the lipid peroxidation in frontal cortex, hippocampus and liver, as well as the
total antioxidant reactivity levels in the mice hippocampus after 1 hour of intraperitoneal
administration of the melatonin-loaded nanocapsules and of the drug solution. According to
ANOVA, significant effects (p< 0.05) of the type of the formulation (melatonin-loaded
nanocapsules or drug solution) and melatonin doses were observed against lipid peroxidation
in the frontal cortex. Moreover, there was a significant interaction between dose and
formulation. The melatonin-loaded nanocapsules significantly decreased the lipid
peroxidation in the frontal cortex when administered in doses of 1 and 10 mg/kg (Figure 2A).
However, a significant effect of 10 mg/kg of melatonin-loded nanocapsules against lipid
peroxidation in the hippocampus was observed without any significant differences between
formulation (Figure 2B). Furthermore, a significant effect of the formulation on the total
antioxidant reactivity was observed. The melatonin-loaded nanocapsules administered in
doses of 1 and 10 mg/kg significantly increased the total antioxidant reactivity in the
hippocampus (Figure 2D).

Also, significant effects of the type of the formulation (melatonin-loaded nanocapsules or
drug solution) and melatonin doses were observed against lipid peroxidation in the liver,
whereas no significant effect of the interaction between formulation and dose was verified.
The melatonin-loaded nanocapsules significantly decreased the lipid peroxidation in the liver

when administered in the dose of 10 mg/kg (Figure 2C).

181



Discussion

The nanocapsule suspensions presented a spherical shape (Figure 1) with particle mean sizes
lower than 300 nm. These values are in agreement with the diameters usually observed for
nanocapsules prepared with preformed polymers using the interfacial deposition method (100
nm to 500 nm) (Couvreur et al., 2002). The low polydispersity indicates homogeneous
particle distribution for the nanocapsules and zeta potentials were negative (-33 mV, -35
mV); it is important to note that values higher than 30 mV (positive or negative) lead to more
stable nanocapsule suspensions due to the repulsion between particles reducing their
aggregation (Couvreur et al., 2002). The total content of the melatonin was near 100 % and
the associated melatonin was 50 %, in good agreement with our previous papers (Schaffazick
et al., 2005, 2006).

It was observed that the lipid peroxidation has significantly decreased in the cortex and in the
hippocampus when melatonin-loaded nanocapsules were administered in a single dose of 10
mg/kg (Figure 2 A,B). On the contrary, melatonin aqueous solution did not present any
significant activity against lipid peroxidation in these tissues, in doses studied. In the cortex,
the dose of 1 mg/kg was also effective in the case of melatonin associated with nanocapsules.
Present results suggest that the lipids in the cortex and hippocampus were partially protected
by melatonin-loaded polysorbate 80-coated nanocapsules probably due to the higher
accumulation of the drug in this tissues compared to the drug solution, in function of the
nanocapsule targeting to the brain. The fact is that melatonin easily crosses morphological
barriers and it readily enters any cell, compartment or body fluid, including the BBB due to its
small molecular weight and amphiphilic nature (highly lipophilic and somewhat soluble in
aqueous media) (Karbownik et al., 2001; Hardeland et al., 2006). Therefore, melatonin is
widely distributed within organisms, being presumably, present in all subcellular

compartments since it has been found in the cytosol, nucleus, cellular membranes and in
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mitochondria (Karbownik et al., 2001). According to the results presented here, the
melatonin-loaded polysorbate-80 coated Eudragit® S100-nanocapsules probably promoted
more specific biodistribution of the melatonin in the brain compared to the drug solution.
However, the mechanism behind the translocation of polymeric nanoparticles into the brain
remains not fully understood (Garcia-Garcia et al., 2005a).

Troster et al. (1990) showed that when polysorbate 80 is used as coating for poly(methyl
methacrylate) nanoparticles it effectively increased the brain levels of nanoparticles.
Polysorbate 80 is only effective in increasing MRZ 2/576 anticonvulsive activity when used
as coating material on MRZ 2/576-loaded poly(butyl cyanoacrylate) nanoparticles (Friese et
al., 2000). According to Sun et al. (2004) a partial coverage was enough for polysorbate 80
coating to play a specific role in the brain targeting and it seemed that the brain targeting of
poly(lactic acid) nanoparticles was related to the interaction between the polysorbate 80
coating and the brain micro-vessel endothelial cells. Polysorbate 80-coated poly(butyl
cyanoacrylate) nanoparticles have also significantly improved the methotrexate level in brain
tissues and cerebrospinal fluids compared to uncoated nanoparticles and simple drug solution
(Gao and Jiang, 2006). Several possibilities have been proposed to explain the mechanism of
the nanoparticle-mediated drug transport to the brain and all these mechanisms could also
work in different combinations of the following factors: a) the binding of nanoparticles to the
inner endothelial lining of the brain capillaries could provide a drug concentration gradient,
thus improving passive diffusion (Garcia-Garcia 2005a; Kreuter, 2005); b) a general
surfactant effect characterized by a dissolution of the endothelial cell membrane lipids that
would lead to membrane fluidisation and to an enhanced drug permeability through the BBB;
c) the nanoparticles could open the tight junctions between the endothelial cells; d) the
nanoparticles could be endocytosed by the endothelial cells or transcytosed through the

endothelial cell layer (Kreuter et al., 2001; Kreuter, 2005); e) the polysorbate 80 could act as
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an anchor between nanoparticles and apolipoproteins (APO-B and APO-E) which are able to
interact with LDL-receptor, then being taken up via receptor-mediate endocytosis (Garcia-
Garcia 2005a); f) the polysorbate 80 used as the coating agent could inhibit the efflux system,
specially P-glycoprotein (Kreuter et al., 2001; Kreuter, 2005).

A significant effect against lipid peroxidation in the liver was observed after the
administration of the melatonin-loaded nanocapsules (10 mg/kg) on the contrary to the drug
solution. This result indicated that the nanocapsules were also partially taken up by the
macrophages of the liver, generating higher melatonin concentration in the liver as compared
to the drug solution.

In the literature, the treatments with melatonin solutions have been effective against lipid
peroxidation under different oxidative stress conditions in the cerebral cortex (Baydas et al.,
2003; Esparza et al., 2005; Baydas and Tuzcu, 2005; Baydas et al., 2005) and in the
hippocampus (Acuna-Castroviejo, 1997; Carneiro and Reiter, 1998; Baydas et al., 2003;
Baydas and Tuzcu, 2005; Baydas et al., 2005), as well as in the liver (Wang et al., 2005;
Rezzani et al., 2005; Contuk et al., 2005; Tunez et al., 2005; Sigala et al., 2006). Therefore,
the targeting of melatonin to the brain and to the liver can be potentially useful to improve the
treatments with the drug against oxidative damage of those tissues.

The partial encapsulation of melatonin within the nanocapsules (50 %) was able to improve
the in vivo antioxidant capacity of this drug against lipid peroxidation in the brain and in the
liver, using a single dose. The lipids of the hippocampus were significantly protected in 37%
by the administration of 10 mg/kg melatonin-loaded nanocapsules in comparison to the
control, while in the frontal cortex the protection was 42 and 40%, respectively, for 1 mg/kg
and 10 mg/kg melatonin-loaded nanocapsules (Figure 2A,B). In the liver, the lipids were
significantly protected in 25 % after the administration of 10 mg/kg melatonin-loaded

nanocapsules if compared to the control (Figure 2C).
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In our previous works about the in vitro lipid peroxidation induced by the free radical
ascorbyl (Schaffazick et al., 2005), the lipids were protected depending on the melatonin dose,
on the type of the lipid substrate (phosphatidylcholine liposomes or liver microsomes) and on
the type of drug formulations. When the microsomes and melatonin dose of 400 uM were
used, only the formulations containing polymer [polysorbate 80-coated nanocapsules (36 * 3
%) and polysorbate 80-coated nanospheres (40 = 7 %)] showed significant increase in the
melatonin protection against lipid peroxidation, in comparison with the drug solution (16 £ 1
%), whereas the polysorbate 80-coated nanoemulsion (without polymer) presented protection
(19 £ 2 %) similar to the drug solution. According to Palumbo et al. (2002), the polymeric
nanostructures could adhere to the cells improving an antioxidant action of a lipophilic drug
associated (idebenone) with polysorbate 80-coated poly(ethyl 2-cyanoacrilate) nanocapsules.
In this way, the in vivo results confirmed the increase in the antioxidant effect of the
melatonin-loaded nanoparticles against lipid peroxidation previously observed in the vitro
experiments (Schaffazick et al., 2005). In addition, only the melatonin-loaded nanocapsules
caused a significant improve in the total antioxidant reactivity in the hippocampus (Img/kg:
21 %; 10 mg/kg: 32 %, Figure 2D) compared to the control.

On the other hand, drug solution or nanoencapsulated melatonin administered in a single
acute dose (1mg/kg or 10 mg/kg) did not significantly (p< 0.05) affect the free radical levels
in the frontal cortex, hippocampus and liver, as well as the total antioxidant reactivity in the

frontal cortex and in the liver in comparison with the controls (data not shown).
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Conclusion

We observed that a single administration of 10 mg/kg melatonin-loaded nanocapsules showed
a significant antioxidant activity against lipid peroxidation in mice brain and liver, as
compared to the drug solution. To our knowledge, this is the first demonstration of the
potential use of in vivo melatonin-loaded polymeric nanocapsules against lipid peroxidation.
Hence, the polymeric nanocapsules can be a promising technological platform for the
melatonin delivery to the brain and/or to the liver due to the potential application of the

melatonin-loaded polymeric nanocapsules in reducing the oxidative damage.
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Legends
Table 1. Physicochemical characterization of the polysorbate 80-coated Eudragit S100®

nanocapsule suspensions.

Figure 1. Transmission electron microscopy images of melatonin-loaded polysorbate 80-
coated Eudragit S100°- nanocapsules [bar = 200 nm (150,000 X), 100 nm (250,000 X),
respectively].

Figure 2. Antioxidant effect of melatonin-loaded nanocapsules or melatonin solution against

lipid peroxidation (A, B and C) and the total antioxidant reactivity (D), after 1 hour of

intraperitoneal administration in mice.
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Table 1. Physicochemical characterization of the polysorbate 80-coated Eudragit S100®

nanocapsule suspensions.

Formulation Total content Associated Diameter Zeta pH
of melatonin  melatonin (nm) potential
(mg/mL) (%) [PI*] (mV)
Nanocapsules containing 0.996 50.0 241 455 33103 47
melatonin [0.01]
Nanocapsules without 211+£6
melatonin } - [0.24] 35+ 1.1 4.3

* PI: polydispersity index.
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Figure 1. Transmission electron microscopy images of melatonin-loaded Eudragit S100°-

nanocapsules [bar = 200 nm (150,000 X), 100 nm (250,000 X), respectively].
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* Represents significantly different values (p< 0.5) from those of control group as determined by ANOVA

followed by Tukey’s test. The results are expressed as mean + standard deviation.

Figure 2. Antioxidant effect of melatonin-loaded nanocapsules or melatonin solution against
lipid peroxidation (A, B and C) and the total antioxidant reactivity (D), after 1 hour of

intraperitoneal administration in mice.
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A nanobiotecnologia tem emergido rapidamente como uma importante area de
pesquisa com potencial aplicagdo, tanto em diagndstico quanto em terapéutica. Além
disto, espera-se também que possa acelerar pesquisas biomédicas fundamentais
(CHAN, 2006) ¢ tem sido proposta como uma estratégia para a administracdo, a
liberagdo e a vetorizagdo de farmacos a sitios especificos de agao.

A utilizagdo das nanoparticulas poliméricas (nanocapsulas ou nanoesferas),
como sistemas de liberagdo de farmacos, apresenta vantagens resultantes de duas das
suas principais caracteristicas basicas: a) o tamanho reduzido, permitindo que
penetrem através de pequenos capilares e que sejam capturadas por células,
atravessando, portanto, certas barreiras biologicas, o que resulta em acumula¢do no
sitio alvo de agdo; b) a versatilidade dos sistemas, nos quais diversos agentes
terapéuticos podem ser encapsulados, dispersos ou dissolvidos. Adicionalmente,
conforme as condicodes de preparagdo (método e composicao), sistemas com diferentes
propriedades e caracteristicas de liberagdo do farmaco associado podem ser
desenvolvidos, inclusive propiciando sua cedéncia sustentada no sitio de agdo
(SAHOO and LABHASETWAR, 2003; FAHMY et al., 2005). Em sintese, as
vantagens das aplicagdes destes sistemas vao desde a vetorizacdo de farmacos a alvos
especificos, apds administracdo parenteral, até a veiculagdo de farmacos visando a
administrag@o oral, ocular ou topica (LEGRAND et al., 1999; BARRAT et al., 2000;
COUVREUR et al., 2002; LBOUTOUNNE et al., 2002).

Em funcdo desta promissora estratégia de veiculacdo de farmacos, o presente
trabalho objetivou o desenvolvimento de suspensdes de nanoparticulas poliméricas
contendo melatonina, um neuro-hormdnio que esta sendo extensivamente pesquisado,
visando inumeras aplicagdes terapéuticas, principalmente em fun¢do de seu potente
efeito antioxidante (REITER et al. 1997; BEYER et al., 1998; REITER et al., 2003).
A associagdo entre melatonina e nanocarreadores poliméricos foi proposta como tema
desta tese uma vez que ndo existiam relatos cientificos a este respeito, sendo, portanto,

de interesse avaliar as vantagens desta associagao.

A etapa inicial do trabalho (Capitulo 2) foi dedicada a avaliagdo preliminar da
composicao qualitativa das formulacdes, uma vez que este parametro pode influenciar

nas caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas obtidos (MOSQUEIRA et al., 2000;
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SCHAFFAZICK et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a). Os resultados
demonstraram que foi possivel obter-se sistemas nanoestruturados contendo
melatonina, sejam eles nanocédpsulas, nanoesferas ou nanoemulsdo, homogéneos,
através de deposi¢do interfacial, nanoprecipitacio ou emulsificacdo espontanea,
respectivamente. De uma forma geral, os sistemas apresentaram teores de melatonina
proximos aos teoricos, diametros inferiores a 300 nm e encapsulacdo parcial do
farmaco. A eficiéncia de associacdo das formulacdes manteve-se entre 31 e 56 %,
dependendo da composicao da formulagdo e das condigdes utilizadas para a
determinacao comparativa da quantidade de farmaco livre (ultrafiltragdo-centrifugacao
a 15.300 x g/10 min). A taxa de associacao da melatonina representou a sua parti¢ao

entre os nanocarreadores ¢ a fase aquosa externa.

Foram avaliadas as influéncias do tipo de 6leo, de tensoativos e de polimero
sobre as caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes obtidas. A natureza do
polimero foi o parametro de maior influéncia quanto a taxa de encapsulagcdo da
melatonina. Quando as nanoparticulas foram preparadas com derivados
polimetracrilatos (Eudragit® S100 ¢ RS100®) a taxa de associagio foi mais elevada em
relagdo aos poliésteres [poli(e-caprolactona) e poli(lactideo)], refletindo diferentes
afinidades da melatonina por estes materiais. Estes resultados, aliados as menores
eficiéncias de associacdo do firmaco a nanoemulsdo (Capitulos 2 e 3), sugerem que a
adsorcao da melatonina ao polimero constituinte das nanocépsulas ¢ um provavel

mecanismo de associa¢dao do farmaco a estes sistemas.

As nanocapsulas de Eudragit S100®, as quais apresentaram taxas de associag¢io
mais elevadas, foram selecionadas para estudos posteriores de secagem por aspersao,
com o objetivo de avaliar a possibilidade de preparar pds de nanocépsulas contendo
melatonina, bem como estudar a capacidade destes sistemas em controlar a liberagdo
do farmaco e aumentar a estabilidade fisica das suspensdes (Capitulo 2). Conforme os
resultados, foi possivel a obtengao de pos, a partir desta suspensdo de nanocapsulas de
Eudragit S100®, com rendimento satisfatorio e com relativamente estreita distribui¢io
de tamanho de particulas. A analise microscopica dos poés evidenciou a presenca das

nanoestruturas esféricas adsorvidas as microparticulas de dioxido de silicio coloidal,
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com tamanho e morfologia semelhantes as particulas em suspensdo que lhes deram
origem. Adicionalmente, os pos de nanocapsulas apresentaram estabilidade fisica
macro e microscopica, durante 1 ano de armazenamento, ao passo que as suspensoes
apresentaram agregacao e precipitacdo das particulas ja apos 3,5 meses. O didxido de
silicio coloidal, na propor¢do 3 % (m/V), e as condicdes de secagem empregadas
foram selecionados tomando-se como base os trabalhos anteriores do grupo, em que
nanoparticulas contendo farmacos antiinflamatdérios nao-esterdides foram secas por

aspersdo (MULLER et al., 2000; POHLMANN et al, 2002; MULLER, 2003).

O alto teor de melatonina obtido nas microparticulas nanorrevestidas
(eficiéncia de associacdo= 93 %) ¢ devido, provavelmente, a adsorcdo da fragdo de
melatonina ndo-associada (44 %), presente na suspensdo de origem, ao polimero e/ou
as particulas de dioxido de silicio. Estas particulas diminuiram a velocidade de
dissolugdo da melatonina em tampao fosfato pH 7,4, comparativamente ao farmaco
puro, sendo o modelo monoexponencial o que melhor descreveu os dados
experimentais. De acordo com a lei das poténcias, o0 mecanismo de libera¢ao sugerido

foi baseado em inchamento, relaxagao e dissolu¢ao do polimero.

Cabe ressaltar que, no decorrer da tese, foram utilizados dois sistemas
cromatograficos diferentes para a quantificacdo da melatonina em fungdo de
disponibilidade de equipamento, sendo ambos validados. O método que utilizou o
cromatdgrafo Perkin Elmer (detector UV/Vis, bomba e auto-injetor S200; coluna
Waters Nova-Pak® C,g) apresentou linearidade (R2= 0,9995: concentragoes 5,0, 7,5,
10,0, 12,5 e 15,0 pug/mL), exatidio (média para as concentragdes 6,0, 9,0 ou 12,0
ug/mL = 99 a 103,6 %) e precisdo [intra-dia: desvio padrao relativo (DPR) = 0,76 a
2,53 %; inter-dia: DPR= 1,39 a 2,06 %]. O sistema que utilizou o cromatografo Waters
(bomba 600 controller; detector 2487 Dual A; 717 plus auto-injetor; coluna de fase
reversa C;3 Merck - LiChrospher® RP-18, 5um, 250 x 4 mm) também apresentou
linearidade (R2= 0,9998: concentragdes 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 12,5, 15,0 e 17,5 pg/mL),
além de exatidao (recuperacdo média para as 3 concentracdes 7,5, 10,0 ou 12,5 pg/mL
=100,7 a 102,8 %) e precisdo [intra-dia: DPR = 1,4 % a 1,8 %; inter-dia: DPR= 3,1

%), no caso de suspensdo de nanocapsulas. Em relacdo as microparticulas
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nanorrevestidas, o método apresentou-se também exato (recuperacdo média para as
concentragdes 7,0, 9,0 ou 11,0 ug/mL =97 a 102 %) e preciso [intra-dia: DPR = 0,71 a
1,5 %; inter-dia: DPR=2,1 %).

Na segunda etapa do trabalho (Capitulo 3), a concentragdo de farmaco foi
aumentada de 0,5 mg/mL para 1,5 mg/mL e a estabilidade fisico-quimica das
suspensdes de nanocapsulas foi avaliada a temperatura ambiente, com prote¢ao ou
nao da luz natural, ou a temperatura de 50 °C com prote¢do da luz natural. Verificou-
se que as taxas de encapsulacdo permaneceram entre 38 % e 50 %, semelhantes as
formulagdes contendo menor concentracdo de farmaco, indicando que o equilibrio
entre melatonina livre e associada nao foi alterado pela concentragdao total de
melatonina adicionada a formulagdo. Além disto, as formulacdes preparadas com
Eudragit S100° e Eudragit RS 100® foram estaveis apés 30 dias, em relagdo aos
teores totais de farmaco, as taxas de associacdo e aos diametros médios de particula.
Apos 60 dias, entretanto, observou-se uma diminuicdo significativa no teor de
melatonina, sendo levemente acelerada pela luz natural e pela temperatura. As
suspensdes preparadas com poli(e-caprolactona) apresentaram maior estabilidade em
relagdo ao teor total de melatonina, com diminuigdo significativa do teor de farmaco

somente apos 3 meses de armazenamento.

Através do estudo comparativo com nanoemulsdo e nanodispersdo dos
tensoativos, verificou-se que a presenga do polimero (nanocapsulas) foi importante
para retardar a diminui¢io no teor total de melatonina em 1 més [Eudragit S°,
Eudragit RS® ou poli(e-caprolactona)], quando as formula¢des foram armazenadas a
50 °C, e em 1 més [Eudragit S®, Eudragit RS®] ou 2 meses [poli(e-caprolactona]
quando armazenadas na presenca luz. Em relagdo as formulagdes armazenadas a
temperatura ambiente, a presenca de poli(e-caprolactona) retardou em 1 més a
diminui¢ao do teor total do farmaco. TURSILLI e colaboradores (2006) evidenciaram
que a composicao de sistemas microparticulados lipidicos foi decisiva para aumentar
ou ndo a foto-estabilidade da melatonina. No presente trabalho, apesar da taxa de
encapsulagdo parcial, a composi¢ao dos sistemas também influenciou a diminuicao do

teor de melatonina, até¢ 3 meses de armazenamento das formulagdes.
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O proximo passo do trabalho (Capitulo 4) foi comparar as caracteristicas
fisico-quimicas de nanocapsulas contendo melatonina obtidas através de dois métodos
com principios de formacdo das particulas diferentes, baseados em polimeros pré-
formados. A comparagdo entre métodos ¢ importante, uma vez que pode gerar
conhecimentos que permitam a modulacdo das caracteristicas fisico-quimicas das
particulas, como a morfologia, a estrutura interna, a taxa de associa¢ao do farmaco, e,
conseqiientemente, a cinética de liberacdo do farmaco pode ser modulada, através de
um carreador planejado para determinado sitio de acdo (GALINDO-RODRIGUEZ et
al., 2004). Desta forma, foram comparadas formula¢des preparadas com diferentes
tipos de 6leo e de tensoativos, obtidas através de deposi¢do interfacial ou de
emulsificagio-difusio, utilizando o Eudragit RS100® como modelo de polimero para o
estudo, utilizando um delineamento fatorial do tipo 2°. As analises dos resultados
demonstraram que as particulas apresentaram diametros médios entre 124 ¢ 306 nm e
potenciais zeta positivos (+ 21 £ 1 mV a + 52 £ 2 mV), condizentes com a
caracteristica policationica do polimero. A taxa de associacdo da melatonina (42 a 47
%) nado foi influenciada pela composi¢do da formulagdo e nem pelo método de
preparacao empregado, refor¢cando, entdo, a hipdtese de que o mecanismo preferencial

de associacdo da melatonina as nanocapsulas € por adsor¢do ao polimero.

Por outro lado, para os componentes e as condigdes empregadas neste estudo,
os didmetros médios e as polidispersdes das particulas foram influenciados pelo
método de preparacdo empregado, sendo maiores para o método de emulsificacao-
difusdo. Os resultados sugeriram, entdo, diferengas na estruturacdo das particulas
formadas, provavelmente em funcdo dos distintos mecanismos de formacdo das
mesmas. De fato, o método de deposicdo interfacial ¢ baseado na rapida e espontanea
difusdo de um solvente miscivel em agua, e, por sua vez, o método de emulsificacao-
difusdo ¢ baseado na formag¢do de uma emulsio prévia O/A entre solventes
parcialmente misciveis, seguida da difusao provocada pela dilui¢do da emulsdo com
excesso de agua. O método de emulsificagdo-difusdo e a sua combinagcdo com os
tensoativos Epikuron 170° e Pluronic F68° aumentaram o didmetro médio das
particulas em comparagdo ao método de deposicao interfacial e aos tensoativos Tween

80° ¢ Span 80®, respectivamente. Os valores positivos de potencial zeta das
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nanocapsulas de Eudragit RS100® também foram aumentados pelo método de
emulsifica¢io-difusio, o 6leo Eutanol G® e o conjunto de tensoativos Epikuron 170 e

Pluronic F68°.

Um estudo de estabilidade também foi realizado, demonstrando que as
formulacdes ndo apresentaram alteragdes significativas nos teores de melatonina apds
30 dias de armazenamento. Apos 60 dias, as formulagdes preparadas com Epikuron
170® e Pluronic F68® tiveram uma maior redu¢io média no teor de farmaco. Estes
resultados estdo de acordo com aqueles observados no Capitulo 3, uma vez que as
suspensdes de nanocapsulas foram estaveis apos 30 dias de armazenamento e que a
composicao dos sistemas pode influenciar a diminui¢do do teor de melatonina. A taxa
de encapsulagdo nao foi alterada significativamente durante os 60 dias do estudo. Os
diametros médios de particulas permaneceram estaveis para a maioria das suspensoes,
durante dois meses, entretanto, a polidispersdo tendeu a aumentar apds este periodo.
Outra informag¢do importante, obtida nesta etapa, foi a possivel presenga de farmaco
adsorvido externamente ao polimero, sugerido por diferengas de potenciais zeta entre
as formulagdes preparadas com e sem farmaco. Além disto, a presenca do farmaco
adsorvido parece ter aumentado a estabilidade fisica das nanoparticulas preparadas

através do método de emulsificacao-difusao.

Cabe ressaltar que o trabalho foi desenvolvido no sentido de se testar diferentes
fatores que poderiam influenciar a taxa de associacdo da melatonina, como a
composicao qualitativa (4 tipos de polimeros, 3 tipos de 6leos e 5 tipos de tensoativos),
a concentracdo de melatonina (0,5 mg/mL a 1,5 mg/mL), além do método de
preparagdo, objetivando-se sempre testar a viabilidade das formulacdes e o aumento da

eficiéncia de encapsulacao do farmaco para os estudos posteriores.

Desta forma, apos o desenvolvimento tecnologico das nanoparticulas poliméricas
contendo melatonina, entendeu-se necessario avaliar a aplicabilidade destes sistemas.
Num primeiro momento (Capitulo 5), estudos in vitro foram realizados objetivando-se
verificar se a encapsulacdo parcial da melatonina seria capaz de aumentar a sua
atividade antioxidante contra a lipoperoxidacdo, uma vez que o0s sistemas

nanoparticulados podem fornecer esta vantagem (PALUMBO et al., 2002).
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Experimentos de lipoperoxidagdo de microssomas hepaticos e de lipossomas de
fosfatidilcolina, induzidos pelo radical ascorbila, foram realizados. Nanoparticulas
(nanocapsulas e nanoesferas) preparadas com Eudragit S100® foram selecionadas para
o estudo, com base na maior eficiéncia de associacdo do farmaco. Nanoemulsdao
também foi testada para verificar a influéncia da presenca do polimero. De acordo com
os resultados, a presenga da melatonina foi capaz de proteger os lipidios de 8 a 51%,
em comparacdo aos controles, com influéncia da formulagdo, de maneira dose-
dependente ¢ modelo de membrana-dependente. Quando lipossomas foram usados
como modelo de membrana e a dose da melatonina foi 400 uM, a associacdo da
melatonina a todos os tipos de sistemas nanocarreadores aumentou significativamente
o seu efeito protetor, comparativamente a solu¢ao do farmaco. Por outro lado, no caso
da membrana bioldgica (microssoma), conseqiientemente mais complexa, um aumento
na protecao dos lipidios foi alcancado apenas com a associagdo da melatonina a
carreadores poliméricos (nanocapsulas e nanoesferas), relativamente a solucdo e a
nanoemulsdo. Segundo PALUMBO e colaboradores (2002), nanocapsulas poliméricas
poderiam aumentar o efeito antioxidante do farmaco lipofilico associado (idebenona)
em fun¢do de promoverem uma maior aderéncia as células, que, em nosso caso, foram
simuladas pelos microssomas ou lipossomas. Tomando como base estes resultados, ¢
possivel levantar a hipotese de que as nanoparticulas poliméricas sejam capazes de
interagir com membranas, contribuindo para o efeito estabilizante de membrana da
melatonina (REITER, 1998). Evidentemente, estudos direcionados seriam necessarios

para a comprovagao ou nao desta proposi¢ao.

Finalmente, o trabalho evoluiu, entdo, no sentido de avaliar se o aumento do
efeito protetor da melatonina associada as nanoparticulas poliméricas, observado in
vitro contra lipoperoxidacdo, poderia ser observado também in vivo (Capitulo 6). Para
este estudo, nanocapsulas de Eudragit S100® revestidas com polissorbato 80 foram
administradas, intraperitonealmente, em camundongos sadios ¢ o efeito antioxidante

agudo da melatonina foi avaliado no cérebro (cortex frontal e hipocampo) e no figado.

No planejamento do experimento in Vivo, apostou-se na capacidade que os

sistemas nanoparticulados poliméricos, revestidos com polissorbato 80, apresentam de
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promover acumula¢do de farmacos no SNC (GARCIA-GARCIA et al., 2005).
Buscou-se, portanto, uma liberagdo possivelmente mais controlada da melatonina aos
tecidos cerebrais, o que poderia ser interessante considerando-se as suas potenciais

aplicagdes neuroprotetoras.

Conforme os resultados, a administracdo de uma unica dose de melatonina foi
capaz de reduzir significativamente a lipoperoxidagdo no cortex (1 mg/kg ou 10
mg/kg) e no hipocampo (10 mg/kg), quando a mesma foi associada as nanocépsulas,
ao passo que, a solucdo do farmaco ndo apresentou efeito significativo. Estes
resultados In Vivo sugeriram, entdo, que o aumento no efeito antioxidante da
melatonina foi resultante, provavelmente, do aumento da concentracdo local da
melatonina e, por conseqiiéncia, uma maior efetividade de acdo foi verificada,

corroborando, assim, com a hipotese de trabalho.

O fato de que apenas com a administracdo das nanocéapsulas contendo melatonina
(10 mg/kg) foi observada reducdo da lipoperoxidacdo no figado, concluiu-se que
houve também maior acumulagdo de melatonina neste 6rgao, em relacdao a solugdo do
farmaco, situagdo bastante provavel em funcdo da natural captura dos sistemas
nanoparticulados pelo sistema fagocitdrio mononuclear. Apesar da presenga de
moléculas hidrofilicas na superficie (polissorbato 80) das nanocapsulas, a opsonizagao
por proteinas plasmaticas e a conseqiiente parcial captura por macrofagos parece ter
ocorrido. Como o polissorbato 80 encontra-se apenas adsorvido fisicamente a
superficie das particulas, pode sofrer dessor¢ao apos diluigdo e contato com
componentes sangiiineos (BARRATT et al., 2000; BRIGGER et al., 2002), facilitando

a opsonizagao dos sistemas nanoestruturados.

O conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho demonstrou que a
associacdo entre melatonina e nanocépsulas pode ser relevante, tendo em vista as
inimeras aplicagdes terapéuticas para as quais a melatonina vém sendo pesquisada,

principalmente em patologias relacionadas a condig¢des de dano oxidativo.

Por altimo, ¢ importante enfatizar que estudos da atividade antioxidante de
substancias associadas a nanoparticulas poliméricas ainda sdo pouco explorados no

campo da nanotecnologia. Através dos poucos trabalhos publicados, at¢ o momento,
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realizados in vitro (PALUMBO et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2005; SHEA et
al., 2005; BALA et al., 2006), além dos resultados in vivo demonstrados nesta tese,
acredita-se que possa ser uma area de pesquisa bastante promissora no ambito da

nanociéncia.
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CONCLUSOES






Foi possivel preparar suspensdes de nanocapsulas poliméricas contendo
melatonina (0,5 mg/mL), através do método de deposi¢ao interfacial, com
diametros entre 204 + 30 nm ¢ 280 = 14 nm, com teores totais préoximos ao
teorico e com taxas de associagdo do farmaco entre 31 % e 56 %, dependendo

da composi¢ao dos sistemas;

O estudo de avaliagdo do tipo de tensoativos (monooleato de
sorbitano/poloxamer 188, monoestearato de sorbitano/polissorbato 80,
monooleato de sorbitano/polisorbato 80: 33 % a 37 %), tipo de Oleos (6leo
mineral: 31 %; triglicerideos dos acidos caprico e caprilico; 37 %) e tipo de
polimeros (37 a 56 %), sobre a taxa de associacdo da melatonina, demonstrou

que o parametro de maior influéncia foi o tipo de polimero empregado;

A utilizagdo de polimeros consistindo de derivados polimetracrilatos (Eudragit®
S100: 56 %; Eudragit® RS100®: 45 %) conduziu a obtengdo de nanocapsulas
com taxas de associagdo mais elevadas em relagdo aos poliésteres [poli(e-
caprolactona): 37 % e poli(lactideo): 38 %];

As suspensOes de nanoesferas contendo melatonina (0,5 mg/mL), obtidas
através de nanoprecipitagdo, apresentaram taxas de associagdo similares
[Eudragit® S100: 54 %; poli(e-caprolactona): 39 %] e didmetros inferiores (126
+ 12 nm e 182 + 8 nm) em relacdo as respectivas suspensoes de nanocapsulas

(236 £20 nm e 264 £ 24 nm);

Com a secagem das suspensdes de Eudragit® S100, através de aspersdo, foram
obtidos pds de nanocapsulas contendo melatonina, com rendimento satisfatorio
(74 £ 2 %), alta eficiéncia de encapsulagdo (93 %), baixo teor de umidade (< 2
%), didmetro médio (d(3)) de 5,8 pm e com estreita largura de distribuigdo das

particulas (span de 1,6);

Mediante a analise morfologica, verificou-se a presenca das nanoestruturas
adsovidas as microparticulas de didxido de silicio coloidal, com tamanho e

morfologia semelhantes as particulas em suspensao que lhes deram origem;
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» A velocidade de dissolugdo da melatonina a partir dos pds microparticulados
nanorrevestidos, em tampao fosfato pH 7,4, apresentou-se mais lenta (k= 0,010
+ 0,001 min™) em relagdo & melatonina pura (k= 0,023 + 0,003 min), sendo o
modelo monoexponencial o mais ajustado aos dados experimentais. O
mecanismo de liberagdo sugerido, baseado na lei da poténcia, foi o transporte
super Caso-II (expoente n= 0,908), indicando a superposi¢do dos fendmenos

inchamento, relaxacao e dissolu¢ao do polimero;

» Os pos de nanocapsulas apresentaram estabilidade fisica macro e microscopica,
durante 1 ano de armazenamento a temperatura ambiente, ao passo que as
suspensdes de origem apresentaram agregagdo e precipitagdo das particulas ja

apo6s 3,5 meses de armazenamento;

» O aumento da concentracdo de melatonina, de 0,5 a 1,5 mg/mL, ndo alterou a
sua taxa de associagio a nanocapsulas preparadas com Eudragit S100%,

Eudragit RS100® ou poli(e-caprolactona);

» O teor total de melatonina permaneceu estavel apoés 1 més de armazenamento
para as formulagdes preparadas com Eudragit S100® ou Eudragit RS100®, em
todas as condicoes de armazenamento avaliadas, e, apds 2 meses, para as
formulagdes preparadas com poli(e-caprolactona) (exceto a 50 °C), diminuindo
de forma significativa, entretanto, apds 2 e 3 meses de armazenamento,
respectivamente. A diminuicdo do teor de melatonina foi levemente acelerada

pela presenca da de luz natural e pelo aumento de temperatura;

» A nanodispersdo dos tensoativos e a nanoemulsdo apresentaram redugdo no
teor de melatonina ja apos 1 més de armazenamento na presenca de luz ou a 50
°C, e apos 2 meses, quando armazenadas a temperatura ambiente com protecao
da luz. Estes sistemas também apresentaram menor taxa de associa¢do inicial da
melatonina (29 % a 33 %), em relacdo as nanocapsulas (38 % a 50 %), e

também diminuicao deste pardmetro em funcao do tempo;

> Os didmetros das nanocépsulas [(Eudragit S100®, Eudragit RS100%¢ poli(e-

caprolactona)] e da nanoemulsdo, contendo melatonina, ndo variaram
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significativamente apds 3 meses de armazenamento, ao contrdrio da

nanodispersao;

Através do estudo fatorial 2°, verificou-se influéncia dos fatores método de
preparacao (deposicao interfacial ou emulsificagdo-difusao) e/ou da composi¢ao
das formulagdes (tipo de Oleo e tipos de tensoativos) sobre as caracteristicas
fisico-quimicas de nanocéapsulas de Eudragit RS®, exceto para os teores e as

taxas de associa¢do de melatonina (42 £ 1 % ¢ 47 =4 %);

O método de emulsificacao-difusdo (213 nm a 306 nm) e a sua combinagdo
com os tensoativos Epikuron 170° e Pluronic F68° causaram aumento do
diametro médio das particulas em comparagdo ao método de nanoprecipitacao
(124 nm a 151 nm) e aos tensoativos Tween 80° e Span 80®, respectivamente.
As polidispersdes das nanocapsulas preparadas por deposi¢do interfacial foram
menores em comparacdo ao método de emulsificagdo-difusdo. A analise
morfologica demonstrou que as particulas sdo esféricas e com tamanhos

menores comparados aos medidos por espalhamento de luz dinamico;

Os valores positivos de potencial zeta das nanocapsulas de Eudragit RS100®
(21 £ 1 mV a +52 £ 2 mV) foram maiores quando foi empregado o método de
emulsifica¢io-difusio, o 6leo Eutanol G® e o conjunto de tensoativos Epikuron
170® e Pluronic F68%. As respectivas formulagdes preparadas sem farmaco
apresentaram valores de potencial zeta inferiores (+14 £ 1 mV a +43 £ 2 mV),

indicando a possivel presenca de uma fracdo de melatonina adsorvida

externamente ao polimero;

Os teores totais de melatonina nas suspensdes de nanocéapsulas de Eudragit
RS100®, armazenadas a temperatura ambiente e protegidas da luz, ndo foram
significativamente afetados apos 1 més de armazenamento, tanto para aquelas
preparadas por deposicao interfacial quanto por emulsificacao-difusdao. Apos 2
meses, verificou-se que as suspensdes contendo Epikuron 170® e Pluronic F68°
apresentaram reducao meédia maior (15 + 15 % a 21 £ 13 %) em relacdo aquelas

preparadas com Tween 80° ¢ Span 80° (5 +2 % e 15 + 5 %). Por outro lado, as
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taxas de associagdo mantiveram-se estaveis. Quanto aos didmetros médios de
particulas, a maioria das formulagdes nao apresentou alteragdo significativa

apods 60 dias de armazenamento;

As formulagdes selecionadas para a avaliagdao da lipoperoxidagdo apresentaram
diametros de 126 + 12 nm, 236 = 20 nm e de 246 =+ 4 nm, potenciais zeta
negativos (- 37+ 2 mV, -44+ 1 mV e - 34 £ 1 mV) e taxas de associacao da
melatonina de 54 %, 56 % e 33 %, respectivamente, para nanoesferas,
nanocapsulas e nanoemulsdo. Estes sistemas foram preparados com Eudragit®
S100, exceto para a nanoemulsdo, com triglicerideos dos &acidos caprico e
caprilico, e com a associacdo de tensoativos polissorbato 80 (Tween 80°)/

monooleato de sorbitano (Span 80%).

Os resultados da lipoperoxidagdo in vitro demonstraram que a presenga da
melatonina foi capaz de proteger os lipidios de 8 a 51 %, em comparacdo aos
controles, de maneira dependente da dose do farmaco (200 ou 400 uM), da
formulagdo e do tipo de membrana utilizada como modelo (lipossomas de
fosfatidilcolina ou microssomas de figado de rato). A reducdo da
lipoperoxidacdo pela melatonina, comparativamente aos controles, ndo foi
significativa apenas no caso dos microssomas € da dose de melatonina de 200

uM;

Quando lipossomas foram usados (dose da melatonina de 400 uM), a
associagdo da melatonina a todos os tipos de sistemas nanocarreadores
aumentou significativamente o seu efeito protetor (nanocapsulas de Eudragit®
S100= 51 + 7 %; nanoemulsdo= 48 + 8 %; nanoesferas de Eudragit® S100= 42

+ 5 %), comparativamente a solu¢do do farmaco (31 £ 4 %);

Com o emprego dos microssomas (dose da melatonina de 400 pM), um
aumento na protecdao dos lipidios foi alcangado apenas com a associacdo da
melatonina 4 nanoparticulas poliméricas (nanocapsulas de Eudragit® S100= 36

+ 3 % e nanoesferas de Eudragit® S100= 40 + 7 %), relativamente a solugdo (16
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+ 1 %), uma vez que a nanoemulsdo (19 + 2 %) teve efeito semelhante ao do

farmaco em solucao;

Nanocépsulas de Eudragit® S100 contendo melatonina, preparadas com
triglicerideos dos acidos céaprico e caprilico e com a associagdo de tensoativos
polissorbato 80 (Tween 80®)/monooleato de sorbitano (Span 80°), foram
selecionadas para os experimentos in vivo de atividade antioxidante aguda da
melatonina, apresentando particulas esféricas com didmetro médio de 241 + 55

nm, taxa de associacao de 50 % e potencial zeta de - 33 £ 0,3 mV;

No cortex frontal e no hipocampo, somente a melatonina, na dose de 10 mg/kg,
veiculada pelas nanocéapsulas revestidas com polissorbato 80, foi capaz de
reduzir a lipoperoxidacdo, apoés 1 h da administragdo intraperitoneal em
camundongos sadios. No cortex, a dose de melatonina de 1 mg/kg também foi
efetiva em reduzir os danos aos lipidios, quando associada aos nanocarreadores.

A solugdo aquosa do farmaco nao exerceu efeito significativo;

No figado, somente a formulacdo de nanocapsulas revestidas com polissorbato
80, contendo melatonina (10 mg/kg), foi capaz de reduzir a lipoperoxidagao,

enquanto que, a solucao aquosa do fArmaco ndo exerceu efeito significativo;

A reatividade antioxidante total no hipocampo também foi aumentada pela
administragdo de nanocépsulas revestidas com polissorbato 80 contendo
melatonina. Nos demais tecidos, alteragdes significativas na reatividade

antioxidante total ndo foram verificadas;

Os lipidios no hipocampo, no cortex frontal e no figado foram protegidos
significativamente em 37 %, em 40 % a 42 % e em 25 %, respectivamente, pela
administracdo de melatonina associada a nanocapsulas revestidas com

polissorbato 80.

Os resultados in vivo e in vitro demonstraram que a associagdo entre melatonina
e nanocapsulas pode aumentar a sua capacidade antioxidante contra a

lipoperoxidacao.
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» Em resumo, o conjunto dos resultados obtidos na presente tese demonstrou a
viabilidade tecnologica da preparacdo de suspensdes de nanoparticulas
poliméricas contendo melatonina, com potencial aplicagdo na reducao de danos
oxidativos a lipidios, bem como no controle da velocidade de liberagdo deste

farmaco, através da obtencao de microparticulas nanorrevestidas.

218



PERSPECTIVAS






Os resultados In vivo foram realizados com animais nao estressados, sendo
interessante, num segundo momento, avaliar se, em condicdes de estresse oxidativo, a
nanoencapsulacdo parcial da melatonina teria a capacidade de aumentar o seu efeito
antioxidante, mediante a vetorizacao deste farmaco no sitio de agdo desejado. O
estresse poderia ser causado por modelos de isquemia/reperfusdo ou pelo emprego de

um agente estressor, como o cianeto de potassio.

O desenvolvimento de novos sistemas microparticulados contendo melatonina,
visando o controle da liberacdo oral do farmaco também poderia ser objeto de novos
estudos, objetivando-se manter o efeito da melatonina por mais tempo, bem como o

aumento da biodisponibilidade oral da mesma.
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