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RESUMO

ESPANOL MARINO, L.V. Aplicacdo da Eletroforese Capilar e Cromatografia Liquida de alta
eficiéncia para a quantificacdo da dexametasona e diclofenaco em nanosuspensao. 2015.
130f. (Dissertagdo de Mestrado). Faculdade Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2015.

Os grandes desafios da medicina contemporanea destacam a necessidade de uma
intensa pesquisa para desenvolver novos tratamentos para muitas doengas cronicas, tais como
as reumaticas, que sejam efetivos, seguros e com qualidade. Uma das novas ferramentas para
o desenvolvimento de novos medicamentos € a nanotecnologia, a qual nos Ultimos anos tem
aumentado a sua aplicacéo na area farmacéutica contemplando um crescente otimismo acerca
do seu potencial uso para obter melhores oportunidades de diagnostico e de terapias mais
eficazes. No presente trabalho foram encapsulados dois antiinflamatérios em sistemas
nanoparticulados, nanoesferas de acido poli-lactico co-glicélico (PLGA), a técnica utilizada
permitiu a encapsulagdo de compostos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma nanoparticula
polimérica, diclofenaco de sédio (DS) e dexametasona (DX), respectivamente, obtendo
nanoparticulas com potencial para o tratamento de doencas inflamatérias crénicas. Para o
desenvolvimento das nanoesferas se utilizou a técnica de emulsdo/evaporagdo do solvente. As
nanoesferas foram caraterizadas por microscopia eletronica de varredura (SEM), microscopia
eletronica de transmissdo (TEM), medicéo do pH, medicdo do tamanho de particula, potencial
zeta e polidisversividade e espectroscopia vibracional de infravermelho (IR). A eficiéncia de
encapsulacéo (EE) dos farmacos (diclofenaco de sodio e dexametasona) nas nanoesferas foi
realizada pelas técnicas analiticas, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e eletroforese
capilar (CE), previamente validadas. Na melhor formulagdo foi obtida encapsulagéo de 51,4 +

5,5 % para o diclofenaco e 66,9 + 8,4 para a dexametasona.

Palavras-chave: nanoparticula, PLGA, antiinflamatorio.
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ABSTRACT

ESPANOL MARINO, L.V. Application of Capillary Electrophoresis and High Performance
Liquid Chromatography for the quantification of diclofenac and dexamethasone in
nanosuspension. 2015. 130 f. (Master thesis). Faculty Pharmaceutical Sciences, University of
Séo Paulo, S&o Paulo, 2015.

The great challenges of contemporary medicine emphasize the need for intensive
research to develop new treatments for many chronic diseases, such as the rheumatic, to be
effective, safe and of good quality. One of the new tools for the development of new drugs is the
nanotechnology, which in recent years has increased its application in the pharmaceutical area
contemplating a growing optimism about its potential use to get better opportunities for diagnosis
and more effective therapies. In the present work were encapsulated two anti-inflammatories in
nanoparticulate systems, nanospheres poly-lactic co-glycolic acid (PLGA), the technique used
allows the encapsulation of hydrophilic and hydrophobic compounds in the same polymer
nanoparticle, diclofenac sodium (DS) and dexamethasone (DX), respectively, obtaining
nanoparticles with potential for the treatment of chronic inflammatory diseases. For the
development of nanospheres the technique used was emulsion / solvent evaporation. The
nanospheres were characterized by zeta potential infrared, particle size, scanning electron
microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM) and pH. The encapsulation of the
drug (diclofenac sodium and dexamethasone) in the nanospheres was performed by previously
validated analytical techniques high performance liquid chromatography (HPLC) and capillary
electrophoresis (CE). In the best formulation was achieved encapsulation 51.4 + 5.5% for

diclofenac and 66.9 + 8.4 for dexamethasone.

Keywords: nanoparticle, PLGA, antiinflamatory.
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1. INTRODUCAO

Entre as muitas doencas que afetam a populacdo mundial, as que envolvem
processos inflamatorios, representam um grupo importante. Doengas tais como
artrite reumatoide, gota, lUpus eritematoso sistémico, bursite, tenossinovite ou
transtornos neurodegenerativos implicam reacfes inflamatérias que em alguns
casos incapacitam e provocam uma diminuicdo da qualidade de vida das
pessoas.(SRINIVASAN et al., 2001)

O processo de inflamacdo como parte do mecanismo de defensa imune é
normal e benéfico para nosso organismo, porém quando se prolonga em forma
indevida, produz danos com manifestacdes clinicas importantes (JANEWAY, 2001).
O processo inflamatorio possui basicamente duas fases: aguda e crbnica. A fase
aguda tem duragdo relativamente curta, apresenta eventos vasculares como
exsudacao plasmética e migracao de neutrofilos e é caracterizada por febre, dor e
edema, enquanto que a fase cronica apresenta duracdo mais longa e esta
associada a presenca de linfocitos e macréfagos, proliferacdo de vasos
sanguineos e necrose tecidual (KOROLKOVAS, 2014).

Os antiinflamatorios ndo esteroides (AINESs) sdo medicamentos utilizados para
tratamentos sintomaticos e tratamento de sindromes dolorosas agudas e crénicas.
Seu uso é ascendente mundialmente. Em 1996, sua comercializacdo alcancava a
cifra de 2,2 bilhdes de ddlares, com 73 milhdes de prescricbes anuais em todo o
mundo. Nos dias atuais as vendas chegam a os seis bilhdes (KATZUNG, 2010). Os
anti-inflamatérios ndo esterdides (AINEs) sdo um dos medicamentos mais usados
no mundo. (LEE et al., 2011)

Paises onde o diclofenaco domina o mercado analgésico s&o nagbes em
grande parte, de baixa e média renda, como Bangladesh, Paquistdo, Tailandia e
Vietnd. Mas a lista também inclui Inglaterra, Australia e Nova Zelandia. O farmaco
€ 0 numero trés entre NSAIDs em Canada, com mais de 17 por cento do mercado
(KNOX, 2014) tem potente atividade antiinflamatdria, analgésica e antipirética; tem

capacidade de inibir as ciclooxigenasas tipo 1 e 2, acdo que da lugar ao bloqueio
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da sintese de mediadores da inflamacédo (prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos). O DS esta aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para
0 tratamento sintomético em longo prazo da artrite reumatoide, osteoartrite e
espondilite anquilosante. Sabe-se, porém, que a administracdo oral do DS pode
causar inumeros efeitos adversos, incluindo desde perturbacdes gastrintestinais
até toxicidade hepética e renal (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Outra classe de antiinflamatérios sdo os glicocorticoides, utilizados como
imunossupressores e antiinflamatérios, atuam diminuindo a producdo de
anticorpos e secrecdo de mediadores inflamatoérios, neste grupo se destaca a
dexametasona, antiinflamatorio e antialérgico de acédo prolongada, de uso topico,
oral e parenteral. Este é utilizado como adjuvante no tratamento de disturbios
reumaticos, como artrite gotosa aguda, artrite reumatoide, bursite aguda e
subaguda, espondilite anquilosante, epicondilite e osteoartrite pds-traumatica.
Também € usado no tratamento de asma brénquica cronica, renite e distlrbios
alérgicos. Entretanto, seu uso continuo na forma intra-articular, provoca dano e
desgaste na cartilagem e outros efeitos adversos que conduzem a limitar a
duracédo do tratamento. (BUTOESCU; JORDAN and DOELKER, 2009).

Os AINEs e glicocorticoides ajudam ao tratamento de muitas doencas que
apresentam inflamacéo aguda e crbnica, mas os efeitos secundarios deles sdo um
impedimento para a terapia crénica. Por o qual eles sdo bons candidatos para se
utilizar em sistemas de liberac&o controlada, promovendo a manutencéo de niveis
plasmaticos do farmaco em concentracdes terapéuticas que ndo apresentem
toxicidade, tendo como solucdo os sistemas nanocarreadores, alvos de pesquisa
nos ultimos anos.

Dentre os nanocarreadores, encontrassem as hanoparticulas (NPs), as quais
podem ser nanoesferas (NS) e nanocapsulas (NC), tem a capacidade de carregar
uma amplia gama de compostos para as diferentes vias de administracao por
periodos de tempo prolongado, melhorar a eficacia dos medicamentos com
liberacdo progressiva do farmaco, direcionamento a alvos especificos, aumento da
estabilidade e reducdo dos efeitos secundarios (menor numero de doses). (M.
SAMARASINGHE; KANWAR; and KANWAR, 2012). Dependendo do método de
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preparacdo, nanocapsulas ou nanoesferas podem ser obtidas. O farmaco pode
ficar dissolvido, encapsulado ou preso na matriz polimérica. (MOINARD-CHECOT
et al., 2008). As nanocapsulas sdo constituidas de um nucleo oleoso circundado
por uma membrana polimérica e a substancia ativa fica solubilizada no nucleo
oleoso (LANGER, 2000). A nanoesfera € um sistema matricial, no qual o farmaco &
fisicamente ou uniformemente disperso. (MOINARD-CHECOT et al., 2008)
(Figural).

PAREDE
POLIMERICA
FARMACO
FARMACO
JCLEO MATRIZ
NucH POLIMERICA
OLEOSO
Nanoesfera
Farmaco Farmaco Farmaco na
distribuido adsorvido na matriz Farmaco
no nucleo superficie adsorvido na
superficie

Figura 1: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas, a)
farmaco dissolvido no ndcleo oleoso da nanoparticula; b) farmaco adsorvido
na parede polimérica da nanocapsula; c) farmaco aderido na matriz polimérica
da nanoesfera; d) farmaco adsorvido ou disperso na matriz polimérica
(Adaptado de SCHAFFAZICK, et al., 2003).

No presente trabalho foi utilizada a técnica de emulsdo-evaporacao do solvente
que permitiu a encapsulacdo da dexametasona e o diclofenaco de so6dio. Com o
objetivo de carregar dois farmacos antiinflamatérios com diferente mecanismo de
acao para um possivel tratamento mais eficaz e seguro nas doencas cronicas
como a artrite reumatoide.

Este sistema carreador vai permitir a modulagéo da liberagéo e protecao dos

farmacos para que sua atividade seja mais especifica, diminuir os efeitos adversos
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locais e sistémicos, melhorar a eficiéncia no tratamento, aumentar a velocidade na
resposta terapéutica e reduzir custos para o tratamento de doengas cronicas como
na artrite reumatoide. Desse ponto de vista, pretende-se usar a nanomedicina
como ferramenta para o desenvolvimento de novas estratégias da terapéutica.

A modificacdo na liberacdo de farmaco, as vezes, faz necessario um sistema
inovador para um desempenho terapéutico ideal. Pelo qual, os polimeros
empregados na elaboracdo dos nanocarreadores sao componentes essenciais
para a formacado desses sistemas, ja que exercem acao direita na liberacdo dos
farmacos e, o conhecimento das suas propriedades fisico-quimicas e toxicas dos
polimeros é indispensavel na aplicabilidade e na elaboragdo dos sistemas
coloidais. (VILLANOVA; OREFICE and CUNHA, 2010).

No presente trabalho para a elaboracdo das nanoparticulas foi utilizado o
biopolimero poli (D,L- lactico co- glicolico (PLGA), um dos mais utilizados por sua
biodegradacao, biocompatibilidade e o fato de que medicamentos com PLGA tém
sido aprovados para uso parenteral por autoridades regulatérias mundiais. O
biopolimero tem sido utilizado em diferentes areas, na encapsulacédo de farmacos,
engenheira de tecido, insercao de implantes em tratamento de defeito 6sseo e em
vacinas. Este biopolimero se hidrolisa nas ligacdes éster, sendo metabolizado a
acidos monoméricos que sao eliminados através do ciclo de Krebs (SCOTT, 2003).

As nanoparticulas apresentam comportamentos diferentes com relacdo a
macroescala, por este motivo, se faz necessaria a caracterizacéo fisico-quimica a
fim de revelar o desempenho das nanoesferas e nanocépsulas. Os métodos
aplicados na caracterizacdo do sistema coloidal séo baseados na determinacéo do
pH, medicdo do potencial zeta, distribuicdo do tamanho da particula, avaliacdo
morfologica, eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, massa molar do polimero e
na cinética de liberagéo, de forma a comprovar a estabilidade do farmaco (BECK et
al., 2006).

Para avaliar a morfologia das nanoparticulas poliméricas sdo utilizadas a
microscopia eletrbnica de varredura (SEM) e a microscopia eletrbnica de

transmissdo (TEM). O objetivo dos analises microscopicos € obter informacdes
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guanto a forma, ao tamanho, a espessura e a diferenciacdo das nanocapsulas e
nanoesferas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Dentre as principais técnicas de quantificagdo dos farmacos nas NPs
encontram-se a espectrofotometria no UV, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e a eletroforese capilar (CE) (ARNEDO et al., 2000).

A principal vantagem da eletroforese capilar em relacdo as outras técnicas de
separacdo € a maior eficiéncia e resolucdo obtidas em um menor tempo de
analise e com a utilizacao de volumes pequenos da amostra e solventes organicos
(SILVA, 2003). Os meétodos utlizados foram validados segundo os critérios
estabelecidos na Farmacopeia Americana, Internacional Conference on
Harmonization (ICH) (USP-NF, 2011), no que diz respeito a linearidade, exatidao,
precisao, limites de deteccado e quantificacao.

Véarios métodos analiticos tém sido descritos na literatura para determinacgéo
do diclofenaco, tanto em fluidos biolégicos quanto em diferentes formas
farmacéuticas. Na analise de preparacdes farmacéuticas contendo diclofenaco de
sédio sdo frequentemente empregados meétodos espectrofotométricos,
fluorimétricos e potenciométricos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) tem sido utilizada para analise de diclofenaco em formas farmacéuticas,
como: comprimidos e adesivos transdérmicos tipo “patch” (A. M PIMENTA, 2002).

O método HPLC com detector ultravioleta € um dos mais populares métodos
utilizados para quantificacdo do DS e seus metabdlitos. Muitos métodos utilizando
HPLC foram publicados para a determinacao do diclofenaco de sddio e de seus
metabodlitos em fluidos biolégicos (KOKKI et al., 2008). Tem sido utilizados
métodos de RP-HPLC (HPLC Fase Reversa) para guantificacdo e liberacdo de
diclofenaco de sodio em macromoléculas biolégicas. (BHATTACHARYA et al.,
2013). Rapidas determinagdes de diclofenaco em formulagdes farmacéuticas tem
se conseguido com técnicas como Electroforeses capilar. (LACHMANN; KRATZEL;
NOE, 2012).

Técnicas analiticas para a dexametasona tém sido descritas em diferentes
trabalhos, dentre as mais utilizadas se encontra a espectrofotometria, por se tratar

de uma técnica barata, de facil aplicacdo e com resultados rapidos. Também tém
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sido desenvolvidas metodologias analiticas por HPLC para a determinacdo
guantitativa da dexametasona em matéria-prima e comprimidos (BECK et al.,
2003) Tem sido desenvolvido a validagdo de indicador de estabilidade por RP-
HPLC para a determinacédo de esparfloxacino e dexametasona em formulacdes
farmacéuticas na presenca de produtos de degradacéo induzidos por estresse.
(RAZZAQ et al., 2013). Técnicas de eletroforeses capilar com deteccdo UV e
espectroscopia de massas tém sido utilizadas para a determinacédo de metabolitos
de hormonas esteroides (SIREN; SEPPANEN-LAAKSO and ORESIC, 2008).

A escolha de uma metodologia analitica adequada é de fundamental
importancia para o procedimento do controle de qualidade de uma matéria-prima
ou produto acabado. A aplicabilidade de métodos oficiais nem sempre € possivel,
considerando a grande diversificacdo destas matérias-primas em diferentes
formulacbes farmacéuticas, pelo qual é muito importante desenvolver novas
metodologias analiticas com técnicas recentes como eletroforese capilar. No
presente trabalho foram desenvolvidas metodologias rapidas e precisas através

de HPLC e CE para determinar a eficiéncia de encapsulacdo nas nanoparticulas.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Inflamacéao

Da-se o nome de inflamagdo ao conjunto de fenémenos bioquimicos,
morfolégicos e fisioldgicos, sucessivos, ativos e complexos, pelos quais se
exterioriza a reacao vascular e tissular dos tecidos vivos a qualquer agresséo, ou
seja, a inflamacdo é um mecanismo que provoca alteragdes no sistema vascular,
nos componentes liquidos e celulares, visando destruir, diluir ou isolar o agente
lesivo. Sendo uma reacao de defesa e de reparacdo do dano tecidual (KUMMER;
COELHO, 2002).

O processo inflamatério consiste na resposta organica mais precoce diante de

leséo tissular ou infecgéo. Este processo fisiologico envolve uma agéo coordenada
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entre o sistema imunoldgico e o tecido na qual ocorreu a lesdo. Diante de um
trauma tissular, o acumulo local de prostaglandinas, tromboxanos e outros
mediadores quimicos ocasionam a sensibilizacdo periférica da dor, que se
caracteriza por uma alteracdo no limiar de nociceptores, com consequentes
hiperalgia e/ou alodinia. Os mecanismos dos processos inflamatérios no corpo
humano sao extremamente complicados e ndo podem ser atribuidos a um Unico
mediador ou fator (NETO, 2002). O processo inflamatoério possui basicamente duas
fases: aguda e crbnica. A fase aguda € caracterizada por febre, dor e edema,
enquanto que a fase cronica € caracterizada por proliferacdo celular. (SULEYMAN
et al., 2004).

A inflamacéo aguda, com duragédo relativamente curta, apresenta eventos
vasculares como exsudacao plasmatica e migracao de neutrofilos. Esta se refere a
resposta inicial a lesdo tecidual, é mediada pela liberacdo de mediadores
quimicos, e em geral, precede o desenvolvimento da resposta imune. A
inflamacé&o crénica apresenta duragdo mais longa e estd associada a presenca de
linfécitos e macréfagos, proliferacdo de vasos sanguineos e necrose tecidual. O
resultado da resposta imune pode ser benéfico para o hospedeiro quando permite
gue os agentes invasores sejam neutralizados e/ou fagocitados. Por outro lado
pode ser deletério se resultar em inflamacé&o crénica sem resolucdo do processo
subjacente (KOOGAN, 2008).

Os componentes béasicos de um processo inflamatério envolvem eventos
irritativos, vasculares, exsudativos, celulares, mediadores derivados de células e
resposta imune. Alguns autacoides como a histamina e a serotonina, considerados
mediadores de acao rapida (primarios), e a plasmina, bradicinina, prostaglandina,
tromboxano e leucotrieno, mediadores de acdo prolongada (secundarios), agem
promovendo a vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular. (HALL,
2010).

A producédo de prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e leucotrienos €
iniciada com a liberacdo do acido araquiddnico a partir dos fosfolipidios de
membrana, em uma reacdo catalisada pela fosfolipase A2 (PLA2). A PLA2 é

ativada em resposta a varios estimulos, tais como: acdo da trombina nas
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plaguetas, do fator do complemento C5A nos neutrofilos, da bradicinina nos
fibroblastos, das reagdes antigeno-anticorpo nos mastécitos e da lesdo celular
promovida por diferentes agentes (espécies reativas de oxigénio (ROS), UV-B,
agentes quimicos, etc.). (HALL, 2010).

O acido araquiddnico uma vez liberado, serve de substrato para as duas
isoformas da enzima ciclooxigenase (COX), onde é convertido em prostaglandinas
e tromboxanos, e também para a 5-lipoxigenase (5-LOX), sendo por essa via
metabdlica, convertido em leucotrienos. (KOOGAN, 2008).

Na inflamacdo ocorre aumento de PGs, que sdo mediadores importantes da
hiperalgesia. O efeito hiperalgésico da bradicinina, por exemplo, € potencializado
pelas PGs e também pode ser induzido por esses mediadores. As PGs podem
provocar hiperalgesia de forma lenta e com longa duracéo, ou de forma rapida e
de curta duracdo. O envolvimento dessas PGs em diferentes situacdes clinicas
pode facilitar ou ndo a agdo dos antiinflamatérios (NETO, 2002).

A ciclooxigenase também chamada prostaglandina H2 sintetase (PGHS), é
uma glicoproteina dimérica integral da membrana, encontrada predominantemente
no reticulo endoplasmatico. Nas células dos mamiferos existem pelo menos duas
isoforma. (GRAY et al., 2002).

A COX é a enzima que catalisa 0os dois primeiros passos na biossintese de
prostaglandinas: oxidacdo do acido araquidonico ao endoperéxido (PGG2) e sua
subsequente reducdo a PGH2 (ambos compostos intermediarios). A COX
apresenta dois sitios cataliticos: o sitio ciclooxigenase e o sitio peroxidase. O
primeiro converte o acido araquidénico em PGG2 que, por sua vez, é reduzido ao
intermediario instavel PGG2 pelo sitio peroxidase, o qual ndo é inibido pelos
AINEs. A partir dai, a PGH2 é convertida pelas isomerases tissulares especificas
em muitos prostanoides (prostaglandinas e tromboxanos) (Figura 2) (KUMMER;
COELHO, 2002).
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Figura 2 — Representacéo esquematica da producéo de prostandides
(prostaglandinas e tromboxanos) a partir do metabolismo do &cido
araquidonico. (Adaptado de KUMMER e COELHO, 2002).

A COX-1 é constitutivamente expressa em muitos tecidos, incluindo
estbmago, figado e células epiteliais do trato gastrintestinal. A COX-2 é uma
enzima induzivel e responséavel pelo aumento da formacao de prostaglandinas em
sitios de inflamacédo. A expressdo da COX-2 também tem sido demonstrada em
tecidos sinoviais de pacientes portadores de artrite reumatoide. A inibicdo da
isoforma COX-1no estdbmago pode ser responsavel pelas injurias gastrintestinais e
Ulceras pépticas em pacientes fazendo uso de AINEs. Contudo, a COX-1 e a
COX-2 séo duas proteinas estruturalmente distintas, apresentando uma homologia
de 60% na sequéncia de aminoacidos do seu DNA complementar. (CULLEN et al.,
1998; HALL, 2010).
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Em geral, os AINES inibem, de forma variavel, ambas as isoformas COX em
suas dosagens terapéuticas. Desse modo, passaram a ser caracterizados de
acordo com sua capacidade de inibicdo COX-1 e COX-2. Tal caracteristica é
expressa em termos de I1Cso (concentrag@o necessaria para inibir 50% da atividade
COX), usando sistemas de testes In vitro. Razdes de ICso para COX-1 e COX-2
sao calculadas para avaliar a capacidade de inibicdo de cada isoforma; uma baixa
relacdo COX-2/COX-1 implica ser o agente relativamente seletivo para COX-2.
Tais relacdes podem ser usadas como guia para a possivel seletividade In vivo de
um determinado composto (SINATRA et al., 2009).

2.2 Antiinflamatorios Hormonais: dexametasona (DEXA)

Os corticosteroides sao horménios do grupo dos esteroides (produzidos pelo
cortex das glandulas suprarrenais) e seus derivados. Estas substancias podem ser
sintetizadas  artificialmente e tem propriedades anti-inflamatérias e
imunossupressoras. Os antiinflamatérios conhecidos como glicocorticoides
corticoides ou corticosteroides, sao agentes inibidores da producdo de
prostaglandinas e leucotrienos pela agao inibitéria sobre a enzima fosfolipase A2,
por meio da liberacdo de lipocortina-1 (mediador proteico antiinflamatério). Os
glicocorticoides reduzem a transcricdo de varias proteinas inflamatoérias, como
algumas citosinas, oOxido-nitrico sintetase induzida e COX2. (KOROLKOVAS,
2014).

A dexametasona (Figura 3) € um antiinflamatério de acdo prolongada e
antialérgico, utilizado pelas vias topica, oral e parenteral. Atualmente a
dexametasona é utilizada em muitas aplicacbes biomédicas, tais como: a cultura
de células (para promover a diferenciacdo de células mesenquimais stem)
(KOEHLER et al., 2013), oftalmologia (para o tratamento de doencas inflamatorias
agudas e cronicas do segmento posterior do olho, uveite (CHENNAMANENI et al.,
2013) vitreorretinopatia proliferativa, neovascularizacdo sub-retiniana e edema

macular diabético. DEXA também ¢é usado em alergologia, devido a sua

capacidade para inibir as funcdes de linfocitos, fibroblastos, macréfagos e outras
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células do sistema imunologico. Ela também tem uso em hematologia pediatrica
no tratamento de leucemia linfoblastica aguda, devido a sua capacidade de induzir
a apoptose de linfocitos B e T. Ela é utilizada como adjuvante no tratamento de
distarbios reumaticos, como artrite gotosa aguda, artrite reumatoide, bursite aguda
e subaguda, espondilite anquilosante, epicondilite e osteoartrite pos-traumatica.
Também € usado no tratamento de rinite e disturbios alérgicos. (FRATODDI et al.,
2012)

Apesar das muitas vantagens a utilizacdo da dexametasona em
formulacbes farmacéuticas tem também uma limitacdo, devido a sua alta
hidrofobicidade s&o necesséarias doses elevadas para alcancar o seu nivel
terapéutico. Isso resulta em geracao de efeitos colaterais indesejaveis, tais como a
osteoporose (HURSON et al., 2007), altas concentracBes de acucar no sangue, a
hipertensdo, hemorragia gastrica e intestinal devido a Ulceras e retencdo de
liquidos (GOODWIN et al., 2011).

A dexametasona €é um po
transparente, branco a quase branco,
inodoro; praticamente insollivel em &gua;

facilmente soltvel em metanol, acetona e

dioxano. Levemente soluvel em Figura 3. Representaco

diclorometano (USP-NF, 2011) esquematica  da  formula
estrutural da dexametasona
(C22H29FOs PM 392,46)

O mecanismo “classico” de agao dos glucocorticoides se relaciona a ligagéo
do esteroide a receptores citosolicos que, dimerizados, dirigem-se ao nudcleo
celular e liga-se a regibes promotoras do DNA onde, na maioria das vezes,
induzem a transcrigdo. Os efeitos antiinflamatorios séo decorrentes da
estimulacdo da biossintese da proteina lipomodulina que, por sua vez, inibe a
acdo enzimatica da fosfolipasa A2. Deste modo € impedida a liberacdo de &cido
araquidénico e, em consequéncia, ndao se formam seus metabolitos, como
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, que sdao mediadores da inflamacéo.

(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).
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2.3 Antiinflamatorios ndo hormonais: diclofenaco de sodio (DS).

Os antiinflamatorios ndo esteroides (AINEsS) sdo um grupo variado
de farmacos que tém em comum a capacidade anti-inflamatéria, analgésica e de
combater a hipertermia. (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012)

O principal mecanismo de acdo dos AINEs ocorre através da inibicdo da
enzima COX e consequente reducdo da conversao do acido araquidonico (AA) em
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. Alguns prostaglandinas se ocupam
de manter a integridade e proliferacdo da mucosa gastrica, pelo qual quando ela é
inibida pelos AINEs pode ocasionar gastrite, disfuncdo plaquetéria,
comprometimento renal e broncoespasmo. O efeito antitrombotico ocorre pelo
bloqueio da COX-1, inibindo a producdo do TX e ocasionando o predominio da
atividade de prostaciclina endotelial. (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012)

O diclofenaco de soédio (Figura 4) antiinflamatério ndo esteroide (AINE)
pode ser utilizado no tratamento sintomatico, em longo prazo, da artrite
reumatoide, da osteoartrite e da espondolite ancilosante. Também €& util no
tratamento, em curto prazo, da dor musculoenqueletica dgua e disminorreia.
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

O diclofenaco de soédio € levemente JLJ”
solivel em agua, faciimente sollvel em @ ~ TONa

, .. N o

metanol, solivel em etanol, ligeiramente [ |I |

S
e ey

solivel em acido acético glacial, pouco ci

solivel em acetona, praticamente Figura 4. Representacdo esquematica da
. ; ; L formula estrutura do Diclofenaco de sédio
insoluvel e éter, cloroformio e tolueno.  (c,,H,,CI,NNaO, PM 318,13)

(USP-NF, 2011)

O diclofenaco de sodio esta aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) e pela Agencia Nacional Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o tratamento

sintomatico em longo prazo da artrite reumatoide, osteoartrite e espondilose
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anquilosante, sendo também utilizadas para tratamentos em curto prazo de lesdes
musculoesqueléticas agudas, tendinites, bursites, dor pos-operatéria e
dismenorreia. (SALLUM, 2007).

2.4 Nanotecnologia e Nanoparticulas

A nanotecnologia, ciéncia e tecnologia que foca as propriedades especiais
dos materiais de tamanho nanométrico, estda se tornando um dos mais
promissores campos de pesquisa na atualidade, convertendo-se numa tecnologia
interdisciplinar, baseada na fisica, quimica, biologia, engenharias, computacao e
medicina (“Little Big Science”, 2014)

A FDA define nanotecnologia como o processo para a obtencéo, o controle,
a fabricacdo e/ou a manipulacéo intencional de materiais que tém pelo menos uma
dimensdo entre 1 a 100 nm, apesar desta restricio de tamanho, comumente
refere-se a estruturas de até varias centenas de nandmetros (FAROKHZAD;
LANGER, 2009). Além disso, o material na escala nanométrica tem que
demonstrar propriedades fisicas, quimicas e biologicas que permitam aplicacdo
inovadora desse material. Essas propriedades inovadoras devem ser atribuidas
exclusivamente a sua dimensdo nanométrica. No caso de material constituido por
particulas maiores que 100 e menores que 1000 nm, porém com caracteristica
inovadora, esse sera considerado material obtido por nanotecnologia (“Drugs”,
2014).

A nanotecnologia farmacéutica € a area das ciéncias farmacéuticas
envolvida no desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de sistemas
terapéuticos em escala nanomeétrica ou micrométrica. Estudos de tais sistemas
tém sido realizados ativamente no mundo com o propoésito de direcionar e
controlar a liberacdo de farmacos (SURI; FENNIRI; SINGH, 2007). A aplicacédo da
nanotecnologia para o tratamento, diagnéstico, monitoramento e controle de
sistemas biologicos foi recentemente denominada "Nanomedicina” pelo National
Institute of Health nos Estados Unidos. (MOGHIMI; HUNTER; MURRAY, 2005).
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Essa tecnologia surgiu na década dos anos 60 com o desenvolvimento da
microencapsulagcdo, técnica na qual os polimeros e outras substancias séo
transformados em particulas de tamanho micrométrico. A microencapsulacao é
bastante utilizada na industria farmacéutica e cosmética por permitir a protecao de
substancias laveis e volateis e o controle da liberacdo do farmaco, contribuindo
para a melhora da biodisponibilidade e reducdo da dose terapéutica e toxicidade.
A microencapsulacéo serviu de modelo para técnicas mais sofisticadas, agora em
escala nanométrica, permitindo o desenvolvimento de nanoparticulas. (SUAVE et
al., 2009).

Os sistemas coloidais de natureza lipossomal e biopolimérica tém sido
ativamente estudados até agora. Desde 1968, varias pesquisas tém sido
dedicadas ao uso potencial desses sistemas como sistema de vetorizacao
biocompativel, assim como na elucidacdo e solugcdo de seus problemas
fundamentais como a sensibilidade das membranas fosfolipidicas a degradacéo
biolégica. Nos anos 90, surgiram nanossistemas mais sofisticados revestidos por
polimeros hidrofilicos, denominados sistemas furtivos, que permitem um tempo de
circulacdo maior no organismo (BARRATT, 2000).

Ha cerca de vinte anos, formulacbes com nanoparticulas poliméricas tém
sido desenvolvidas como alternativa ao uso de formulagbes com o farmaco livre.
Os principais objetivos para o desenvolvimento de nanocarreadores sdo promover
a vetorizacao de farmacos como antibiéticos ou antitumorais, diminuir a toxicidade
de farmacos antiinflamatérios, aumentar a biodisponibilidade ocular do farmaco,
bem como aumentar a estabilidade de hormdnios, proteinas e peptideos no trato
gastrointestinal (ADRIANA R. POHLMANN, 2007). A vetorizacdo de farmacos é
utilizada principalmente para solucionar os problemas ou limites que alguns
farmacos possam apresentar nas formulagdes convencionais, como inestabilidade
quimica, fisica ou bioldgica, baixa solubilidade e/ou absorcdo, grande volume de
distribuicdo ou baixa especificidade. (GODIN; TOUITOU, 2007).

Os sistemas carreadores nanoestruturados apresentam diametro na ordem

de nandmetros, entre 10 e 1000 nm, e diferem de acordo com a composicao
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qualitativa e a organizacdo em nivel molecular. (SCHAFFAZICK et al., 2002) Esses
sistemas sé&o desenvolvidos com objetivo de aumentar o controle de liberagéo do
farmaco, a especificidade e a seletividade no local de acdo assim como, diminuir a
dose a os efeitos colaterais (BARRATT, 2000).

Com o0 uso das nanoparticulas em sistemas de liberagdo € possivel
melhorar a solubilidade de farmacos pouco sollveis em agua, prolongar a meia-
vida sistémica por meio da reducdo de imunogenicidade, liberar o farmaco de
forma modificada (diminuindo a frequéncia de administracdo), liberacdo do
farmaco no local especifico para minimizar os efeitos secundarios sistémicos,
associar dois ou mais farmacos para gerar efeito sinérgico e suprimir a resisténcia
a esses quando sao utilizados isoladamente. (ZHANG et al., 2007).

Dependentemente da composicéo, estrutura e método de desenvolvimento,
algumas das principais vantagens e/ou funcfes dos nanocarreadores s&o:
prolongamento do tempo de circulagdo no sangue e habilidade de acumular-se em
sitios especificos; habilidade de reconhecer, chegar especificamente a o sitio alvo;
habilidade de responder as caracteristicas do estimulo local da patologia e
habilidade de penetrar na célula por degradacdo do polimero quando o alvo for
intracelular. (TORCHILIN, 2007).

Uma forma efetiva para alcancar a eficiéncia nessa liberagcdo do farmaco
tem sido baseada no entendimento de suas interacées com: o ambiente bioldgico,
populacao de células-alvo, receptores de superficie dessas células, alteracdes que
podem aparecer com a progressao da doenca nesses receptores, mecanismo no
sitio de acao, a retencdo do ativo, a administracdo de mdultiplas substancias, os
mecanismos moleculares e a fisiopatologia da doenca. (SURI; FENNIRI and
SINGH, 2007).

Entre os diferentes tipos de nanocarreadores, as nanoparticulas poliméricas
permitem oferecer uma alternativa interessante, possuindo uma alta estabilidade
tanto em fluidos biol6gicos quanto durante o armazenamento. Ha alguns anos, um
grande interesse tem sido focado nas nanoparticulas poliméricas como um

promissor sistema de liberagdo de farmacos, devido as suas possibilidades de
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aumento da eficacia do ativo, reducdo da toxicidade e liberacdo controlada.
(GODIN; TOUITOU, 2007).

2.5 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas séo sistemas coloidais compostos por
polimeros naturais, sintéticos ou semissintéticos. Estes sistemas poliméricos séo
amplamente utilizados para a libertacdo de farmacos, uma vez que para além de
permitirem realizar a libertacdo dos mesmos de uma forma controlada, também os
podem direcionar para sitios especificos. (RAWAT et al., 2006).

Os principais polimeros naturais e sintéticos utilizados séo: gelatina,
quitosana, poli (acido lactico-co-glicélico) (PLGA), copolimero de acido polilactico
(PLA), acido poliglicélico (PGA), poli alquil cianoacrilato (PACA), polimetacrilato de
metila (PMMA), e poli (n-Butil cianoacrilato) (PBCA). (FARAJI; WIPF, 2009).

O uso de nanoparticulas poliméricas biodegradaveis como carreadores
para sistemas de liberacdo modificada de farmacos tém se destacado devido ao
aumento da biodisponibilidade e a diminuicdo de efeitos secundarios no
organismo devido a sua biodegradacao.(FARAJI; WIPF, 2009) .

O termo “nanoparticula” polimérica engloba dois tipos de estruturas
diferentes, denominadas nanocépsulas e nanoesferas, as quais diferem entre si
segundo a sua composicao e organizacdo. As nanocapsulas séo constituidas por
um invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o
farmaco estar dissolvido nesse nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por
outro lado, as nanoesferas que nao apresentam Oleo em sua composicdo Sao
formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou
adsorvido (SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.6 Métodos de preparacdo de Nanoparticulas Poliméricas

Sao vérios os métodos desenvolvidos para a preparacdo de nanoparticulas

poliméricas que se encontram descritos na literatura. De uma maneira geral estes
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podem ser classificados em duas grandes categorias, técnicas top-down e bottom-
up. Os métodos top-down utiliza redu¢@o do tamanho para obter nanoparticulas de
tamanho controlado. A reducao do tamanho esta baseada na aplicagdo duma forte
tensdo de cisalhamento por onda de emissdo de som (sonicagdo), alta pressao
(microfluidizacéo), e agitacdo de alta velocidade (homogeneizacdo). Os métodos
bottom-up comecam a partir de moléculas individuais para formar nanopatrticulas,
por polimerizacdo. Os métodos de polimerizagdo comumente utilizados sdo a
polimerizacdo em emulsdo (dgua em oOleo, 6leo em agua, e a polimerizacdo em
estruturas bicontinuas), polimerizacdo em dispersédo, e polimerizacdo interfacial
(BRIGGER; DUBERNET and COUVREUR, 2002).

Os mondmeros, iniciadores, aditivos e solventes sdo 0s componentes
quimicos basicos utilizados nos métodos de polimerizacdo. Os principais
inconvenientes dos métodos bottom-up sdo a presenca de sub-produtos residuais
nas nanoparticulas finais que possam gerar toxicidade nas nanoparticulas, a
dificuldade na predicdo do peso molecular do polimero, afetando a biodistribuicéo
e o comportamento de liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas; a
possibilidade de inibicdo do farmaco devido as interacées ou reacdes cruzadas do
farmaco com monémeros ativados e ions H+ presentes durante a polimerizacao.
Para superar essas limitacbes, os métodos de bottom-up foram desenvolvidos
utilizando polimeros naturais e biodegradaveis. A emulsédo/evaporacéo, salting out,
nanoprecipitacdo, e emulsdo/ difusdo sdo os principais métodos utilizados para

formar nanoparticulas poliméricas. (CHORNY et al., 2002).

2.6.1 Método por emulsificacdo/difusédo do solvente

No método de emulsificacao/difusdo do solvente, o polimero € dissolvido
num solvente parcialmente hidrossolivel como, por exemplo, acetona e
acetonitrila, mas saturado com agua para assegurar o equilibrio termodinamico de
ambos os liquidos. Para que ocorra a precipitacdo do polimero e a consequente

formacdo de nanoparticulas, € necesséario promover a difusdo do solvente

disperso atravées da diluicdo de um excesso de agua, quando o solvente organico
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€ parcialmente miscivel com agua, ou de qualquer outro solvente organico (REIS,
2007)

Subsequentemente, a fase saturada de polimero-dgua-solvente &
emulsionada numa solucédo aquosa contendo um estabilizante, levando a difusao
do solvente para a fase externa. Dessa forma, poderdo resultar nanoesferas ou
nanocapsulas, de acordo com a razdo 6leo-polimero. Finalmente, o solvente é

eliminado por evaporacéo. O procedimento encontra-se ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. Esquema ilustrativo do método de emulsificagdo/difusdo do
solvente. (Adaptado de REIS, 2007).

2.6.2 Método por salting-out

O método salting-out consiste na separacdo de um solvente hidrossoluvel
de uma fase aquosa através do efeito salting-out. Este processo pode ser
considerado uma variante do método de emulsificacdo/difusdo do solvente. O
polimero e o farmaco a encapsular séo, inicialmente, dissolvidos num solvente
como, por exemplo, a acetona, e sao, subsequentemente, emulsionados num gel
aguoso contendo o0 agente de salting-out um estabilizante coloidal (por exemplo, a
hidroxietilcelulose). Esta emulsdo O/A (6leo em agua) é diluida com um volume de
agua suficiente para promover a difusdo da acetona para a fase aquosa, induzindo
a formacdo de nanoparticulas. Este agente salting-out podera ser um eletrolito,
normalmente o cloreto de magnésio, cloreto de calcio ou acetato de magnésio, ou
um néo eletrdlito, como seja a sacarose. Por fim, o solvente e o agente salting-out
sdo eliminados por filtracdo cruzada (GONZALEZ QUINTANA; NOTARIO
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RODRIGUEZ; GUZMAN SABO, 2001). Os passos preparativos deste método

encontram-se ilustrados na Figura 6.

B pende sading-cud

Figura 6. Esquema ilustrativo do método de salting-out para a preparacao de
nanoparticulas. (Adaptado de REIS, 2007).

2.6.3 Método de Emulsificacdo/evaporacdo do solvente

Este método envolve dois passos principais: o primeiro engloba a
emulsificacdo, sobre elevada agitacdo do polimero dissolvido numa solucdo
organica numa fase aquosa. O segundo envolve a evaporacdo do solvente do
polimero por aumento de temperatura sobre pressdo reduzida ou agitacao

continua. O solvente é entdo eliminado e o polimero precipita, formando as

nanoesferas, tal como mostra a Figura 7 (REIS, 2007).
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Figura 7. Esquema ilustrativo da preparacdo de nanoparticulas através do
método de emulsificacado/evaporacdo do solvente. (Adaptado de REIS 2007).
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2.7 Copolimero PLGA

Os polimeros podem ser utilizados como material na preparacdo de

nanoparticulas, os mais importantes sdo o0s copolimeros, matérias que tem

recebido grande importancia devido a suas caracteristicas fisico-quimicas.

Dentro dos polimeros mais utilizados séo: poly (lactic acid) (PLA), poly (glycolic
acid) (PGA), seu copolimero poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA), poly (lactic acid-
ethylene glycol) (PLA-PEG) e poly-¢e-caprolactone (PCL), na Tabela 1 pode-se

observar alguns exemplos (SCOTT, 2003).

Tabela 1. Polimeros mais comumente utilizados para aplicacdes biomédicas na

nanotecnologia como nanoparticulas.

Polimero Farmaco Doenca
PLGA Doxorubicina Céancer
PLGA/PLA/PCL Isradipina Parkinson

PLGA-PEG Cisplatino Cancer
PEO-PLGA Plaquitaxel Cancer

PECA Amoxicilina Ineccoes bacteriais
PLA Toxoide tétano Vacina

PCL Ellipticina Antineoplasicos

O polimero mais utilizado por suas propriedades é o PLGA, aprovado pela

FDA (Food and Drug Administration), poliéster que corresponde ao copolimero

linear de D, L acido lactico e acido glicélico, o qual pode ser encontrado em

diferentes propor¢cdes de monémeros dependendo de suas propriedades. (RAO et

al., 2010)
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Figura 8. Sinteses e hidrélise do copolimero acido
poli (D,L lactico-co-glicélico), PLGA.

As nanoparticulas PLGA sofrem degradacéo hidrolitica como mostrado na
Figura 8, a qual € modulada variando as caracteristicas do polimero como a sua
composicdo quimica, porosidade, carater hidrofilico/ hidrofébico, morfologia
(cristalino/amorfo), o peso molecular e a distribuicdo de peso molecular. Os
polimeros PLGA apresentam hidrolises em o0s enlaces éster, metabolizado a
acidos monoméricos e se submete a eliminacdo através do ciclo de Krebs, como
se pode observar na Figura 9, a possivel rota de bio-reabsorcdo do polimero
(SCOTT, 2003).
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Figura 9. Rota metabdlica de bio-reabsor¢céo dos
poli (a- hidroxi &cidos) PLA e PGA.

2.8 Caracterizacdes fisico-quimicas das nanoparticulas poliméricas

biodegradaveis

A natureza coloidal faz com que seja necessario 0 uso de diferentes
técnicas para a caracterizacao fisico-quimica das NPs, onde se possam mostrar
modelos descritivos da organizacao quali-quantitativa das formulacbes e métodos
de preparacdo empregados. A caracterizagdo das NPs envolve a avaliagao
morfolégica, potencial zeta, pH, distribuicio de tamanho de particula,
determinacao da eficiéncia de encapsulacao do farmaco e a determinacéo cinética
de liberacdo (POHLMANN, 2007).

Conforme foi citado anteriormente por Schulte, (2007) um composto em
nanoescala tem que revelar caracteristicas diferentes das outras escala. Isso
intensifica a necessidade e a importancia da sua caracterizacdo. (SOANE;
OFFORD and WARE, 2005) (KUEMPEL; GERACI and SCHULTE, 2007)
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2.8.1 Avaliacdo morfolégica

Para avaliar a morfologia das nanoparticulas poliméricas s&o utilizadas
técnicas como a microscopia eletrbnica de varredura (SEM) e microscopia
eletrbnica de transmissdo (TEM). O objetivo dessas andlises microscopicas é
caracterizacdo das nanoparticulas quanto a forma, ao tamanho e a espessura
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

A principal razédo para utilizacdo da Microscopia Eletronica de Transmissao
€ que permite caracterizar a morfologia, cristalografia e tamanho dos materiais. As
medidas podem ser realizadas com resolugdo espacial e em energia de alguns
angstroms e elétron-volts, respectivamente, geralmente sob condi¢cdes de alto
vacuo. (WILLIAMS; CARTER, 2009)

Outra técnica que tem sido utilizada para caracterizar a morfologia de
superficie das nanoparticulas € a microscopia de forca atdbmica (AFM) que
pertence a familia dos microscépios de varredura por sonda (SPM). Esse tipo de
varredura oferece vantagens com relacdo ao SEM e MET, por reproduzir imagens
em trés dimensdes (3D) em escalas menores que os eletrénicos sem danificar as

amostras (SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.8.2 Potencial Zeta

Potencial Zeta € a medida do potencial elétrico entre a superficie externa da
camada compacta que se desenvolve ao redor da particula e o meio liquido em
gue ela esté inserida. O potencial zeta € um parametro importante para avaliacdo
da estabilidade de sistema coloidal, o qual € influenciado pela maioria das
particulas dispersas em um sistema aquoso que ira adquirir uma carga elétrica em
sua superficie, tornando-a eletricamente carregada. (MAINARDES; EVANGELISTA,
2005).

Convencionalmente, um potencial zeta pode ser elevado em um sentido
positivo ou negativo. Os principais componentes presentes nas nanoparticulas

poliméricas capazes de influenciar a variacdo do potencial zeta sdo os polimeros
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constituintes das nanoparticulas. Um potencial relativamente alto confere uma boa
estabilidade fisico-quimica, ou seja, o sistema coloidal vai resistir aglomeracgéo. Ja
um potencial baixo dificulta a manutencdo da estabilidade do sistema (MELO et al.,
2011).

Neste sentido, Melo (2011) afirma que o potencial zeta pode variar de
acordo com o pH, meio dispersante, a composicdo da particula e a forca ibnica
presente na solugdo. As nanocpsulas e nanoesferas que apresentarem valores
préximos a = 30 mV possuem boa estabilidade em solucéo coloidal (MELO et al., 2011)

Uma das técnicas mais aceitas para medir o potencial zeta € determinada
pela mobilidade eletroforética que corresponde a velocidade das particulas em
suspensao coloidal diluida em uma cuba com dois eletrodos, as quais sdo
submetidas a um campo elétrico. Quanto maior a carga superficial, maior sera a
velocidade com que as particulas deslocam em direcdo aos eletrodos de carga
oposta, sendo esta velocidade medida através da técnica de espalhamento de luz.
(ASSIS, 2007)

2.8.3 Determinacéo do pH

A medicdo do pH possibilita a caracterizacdo da nanoestrutura em um
sistema coloidal, por meio do seu monitoramento, em funcdo do tempo.
Geralmente, € viabilizado por um critério padréo fisico-quimico que pode ser
utilizado para garantir a estabilidade das suspensdes coloidais poliméricas
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

O pH é influenciado pela ionizacdo do grupo funcional carboxilico presente
no polimero, ou ainda pela hidrolise parcial do polimero, que depende da
hidrofobicidade do poliéster. Isso ficou evidenciado em experimento realizado por
Raffin e colaboradores (2003), com nanocapsulas poliméricas secas contendo
indometacina, onde o farmaco foi armazenado em condi¢bes apropriadas. Apés
dois meses de monitoramento houve um decréscimo na escala do pH, em média
11%. (RAFFIN et al., 2003).
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2.8.4 Distribuicdo do tamanho da particula

A distribuicdo do tamanho das particulas caracteriza a tendéncia a
sedimentacdo e a agregacdo das mesmas, avaliando-se a estabilidade do
sistema. O didmetro da nanocapsula é influenciado por vérios fatores: natureza e
concentragcdo dos polimeros e do farmaco, concentracéo de tensoativos, natureza
do oleo utilizado como nucleo, proporcéo entre o solvente organico e agua, além
da velocidade difusa da fase organica na aquosa (MAINARDES; EVANGELISTA,
2005).

As técnicas utilizadas para a determinacdo da distribuicdo de tamanho das
particulas em dispersdes coloidais baseiam-se em espalhamento de luz dinadmico
(DLS), as microscopias por SEM e MET (utilizando programas como ImageJ se
podem medir os didmetros das nanoparticulas). O método por microscopia fornece
uma imagem da particula isolada no meio, enquanto o DLS especifica o diametro
hidrodindmico que difunde em fluido (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O principio do DLS é determinado pela analise do movimento browniano.
As particulas sdo iluminadas com um laser e a intensidade da luz difusa oscila de
acordo com o tamanho da particula. Particulas menores se movimentam mais
rapidamente que as maiores, de forma que a taxa de flutuacdo da luz espalhada
por elas também seja mais rapida. A andlise dessas flutuacbes determina a
velocidade do movimento browniano e, portanto, o tamanho da particula. (ASSIS,
2007).

2.8.5 Calorimetria exploratoria diferencial e espectroscopia no

infravermelho.

Outras técnicas empregadas para a determinagdo da forma de associacao
do farmaco a nanoparticulas incluem a calorimetria exploratéria diferencial, a
difracdo de raios X e/ou a espectroscopia no infravermelho. A seguir, serao

descritos alguns exemplos do emprego destas técnicas.
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Os métodos termo analiticos, tais como calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), séo de grande utilidade para a andalise de polimeros, e tém sido utilizados
também para investigar interacdes entre os polimeros e os farmacos em diversas
formulacbes de microesferas e nanoparticulas. Deste modo, informacdes Uteis
podem ser obtidas a respeito da morfologia do polimero cristalino e sobre o estado
de dispersdo solida ou molecular do farmaco associado a estes sistemas
poliméricos (GAMISANS et al., 1999).

Andlises através de DSC tém sido utilizadas também para estudar as
interacbes intermoleculares entre farmacos e adjuvantes, sendo de grande
utiidade em estudos de pré-formulagdo, na medida em que podem ser obtidas
informacdes sobre potenciais incompatibilidades fisicas ou quimicas entre o
farmaco e os adjuvantes. Também é possivel investigar rea¢cdes quimicas, como
polimerizacao, depolimerizacéo e degradacdo (SHAHWAL, 2012).

A caracterizacdo do estado fisico de indometacina associada a
nanocapsulas e a nanoesferas de policaprolactona (PCL), realizada por DSC e
difracéo de raios X, indicou que o farmaco esta disperso molecularmente na matriz
polimérica. Adicionalmente, através do uso de espectroscopia no infravermelho, foi
verificada a auséncia de reac¢des quimicas entre a indometacina e o polimero.
Empregando-se DSC, raios X e espectroscopia no infravermelho também foi
verificado que o diclofenaco sédico estaria disperso molecularmente em
nanoestruturas preparadas com ureia-formaldeido. Ainda, através de DSC e raios
X, foi verificado que um farmaco anti-hipertensivo diidropiridinico estaria
molecularmente disperso na matriz de nanoesferas, preparadas com
policaprolactona (PCL), acido poli-lactico (PLA) ou PLGA (A. R. KULKARNI, 2000).

Além do emprego de DSC na elucidacdo da forma de associacdo dos
farmacos as nanoestruturas, esta técnica também pode ser aplicada na obtencao
de informacbes a respeito da organizacdo de outros componentes das

formulacGes nestes sistemas. (MULLER et al., 2001).
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2.9 Desenho Experimental

O planejamento experimental é uma ferramenta poderosa para estudar o
efeito conjunto de varios fatores sobre uma variavel resposta de interesse. Para o
desenho experimental € fundamental conhecer as varidveis independentes
Importantes para os estudos a realizar, assim como os valores dos seus limites
inferior e superior.

Algumas experiéncias devem ser realizadas a fim de se obter dados sobre
as variaveis dependentes. A partir desses resultados, devem ser utilizadas
técnicas estatisticas de modo a poder determinar a relacdo de dependéncia das
variaveis independentes com as variaveis dependentes. O desenho de
experimentos é uma dessas técnicas, que atualmente € usada em grande escala e
gue permite determinar as variaveis que exercem maior influéncia no desempenho
de um determinado processo, tendo como resultados: (CALADO; MONTGOMERY,
2003).

1. Reducdo da variacdo do processo e melhor concordancia entre os

valores nominais obtidos e os valores pretendidos;

2. Reducéo do tempo do processo;

3. Reducdao do custo operacional;

4. Melhoria no rendimento do processo.

Entende-se por experimento (ou ensaio) um teste no qual se efetuam,
propositadamente, alteracdes de certas variaveis ou parametros do processo (0s
fatores) para observar as mudancgas que ocorrem numa ou mais caracteristicas da
unidade experimental e identificar as respectivas causas. Designa-se por unidade
experimental a entidade na qual sdo feitas as medi¢cdes de uma ou mais
caracteristicas. Os fatores podem ser controlaveis ou ndo. Considera-se um fator
controlavel, uma variavel cujos valores sao alterados pelos investigadores com o
intuito de determinar o efeito numa ou mais respostas. Os valores que o fator
assume designam-se por niveis (ou tratamentos), podendo estes ser qualitativos

ou quantitativos. O efeito de um fator € a alteracdo media observada na resposta
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gquando o fator muda de nivel. Designa-se resposta o0 resultado de uma
experiéncia, ou seja, a resposta sera a caracteristica da qualidade que os
investigadores estdo interessados em aperfeicoar. (CALADO; MONTGOMERY,
2003). Qualgquer desenho ou planeamento de experiéncias requer, antes da sua
execucdo, uma abordagem sistematica para que a sua aplicacdo conduza a

resultados positivos e encontra-se esquematizado na Figura 10.

/’f—_ E Experiéncias E\.\
."'r / \"n
| ‘
Planeamento Anilise de resultados
de Objectivo e revisio do modela

Experidncias e planeamento
experimental

i -

N

L I Modelas

Figura 10. Estratégia inicial para o planeamento de experiéncias.
Tomado de (SILVA, 2012)

Apés a realizacdo dos ensaios, deve utilizar-se por principio, a analise de
variancia para tratamento de resultados obtidos. Esta permite determinar de forma
objetiva quais os fatores e/ou interacbes que afetam significativamente a(s)
resposta(s); posteriormente, € possivel determinar a combinacdo de niveis que
conduz a maximizacdo dos objetivos pré-estabelecidos. Existem varios tipos de
planeamento de experiéncias: desenho com um fator a varios niveis; desenho
fatorial completo; desenho fatorial fraccionado; método de Taguchi; otimizacdo
simplex; metodologia de superficie de resposta. No estudo presente vai ser
avaliada a metodologia de desenho fatorial (SILVA, 2012).
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2.10 Experimentos Fatoriais

Uma das técnicas mais conhecidas é o planejamento fatorial, no qual estéo
envolvidos k fatores (ou variaveis) cada um deles presente em diferentes niveis. O
caso mais simples € aquele em que cada fator k esta presente em apenas dois
niveis. Na realizacéo de um experimento com k fatores em dois niveis, séo feitas 2
X 2 x ... x 2 (k vezes) = 2k observacGes da varidvel resposta e, portanto, este
planejamento é denominado experimento fatorial 2k (NEVES; SCHVARTZMAN and
JORDAO, 2002).

A Figura 11 mostra esquematicamente certo numero de fatores k atuando
sobre o sistema em estudo, produzindo as respostas R1,R2, ..., Rj. O sistema atua
como uma funcdo desconhecida que opera sobre as variaveis de entrada, 0s
fatores, e produz como saida as respostas observadas. O objetivo do
planejamento experimental € descobrir essa fungdo, ou obter uma aproximacao
satisfatéria para ela. Com o conhecimento desta funcdo podera escolher as

melhores condi¢cdes de operacédo do sistema.

Fator 1.2.3.. Sistema Resposta 1.2.3

Figura 11. Sistema representando uma funcéo ligando os fatores as respostas
(DE BARROS NETO; SCARMINIO and BRUNS, 1995).

O planejamento fatorial tem sido muito aplicado em pesquisas basicas e
tecnolégicas e é classificado como um método do tipo simultdneo, onde as
variaveis de interesse que realmente apresentam influéncias significativas na
resposta sao avaliadas ao mesmo tempo.

De um modo geral, o planejamento fatorial pode ser representado por bk,
onde "k" € o numero de fatores "b" € o numero de niveis escolhidos. I1sso sO
acontece com bigual para todos os fatores.

Em geral, os planejamentos fatoriais do tipo 2k sdo os mais comuns. Um dos

aspectos favoraveis deste tipo de planejamento é a realizacdo de poucos
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experimentos. Torna-se Obvio que com um numero reduzido de niveis ndo €
possivel explorar de maneira completa uma grande regido no espaco das
variaveis. Entretanto, podem-se observar tendéncias importantes para a

realizacdo de investigacdes posteriores, (VIEIRA, 1999).

2.11 Cromatografia de alta eficiéncia

A cromatografia € uma técnica analitica para separacdo de substancias em
mistura, com base nas diferentes velocidades de migracdo dessas substancias em
razdo das afinidades relativas pelas duas fases: a fase movel e a fase
estacionaria. (MEYER, 2013).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia emprega pequenas colunas,
recheadas de materiais especialmente preparados, e uma fase movel que é eluida
sob altas pressfes. Ela tem a capacidade de realizar separacdes e analises
quantitativas de grande quantidade de compostos presentes em Varios tipos de
amostra, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucao, eficiéncia e
sensibilidade. (MEYER, 2013).

A separacao cromatogréafica é o resultado de interacbes especificas entre
moléculas da amostra e as fases mdvel e estacionaria. Uma vez que a migracao
diferencial é dindmica e depende do equilibrio de distribuicdo de cada componente
entre a fase mével e a fase estacionaria, a composicdo de ambas fases e a
temperatura de separacdo serdo as variaveis que afetardo o processo. A
mobilidade exibida pelo soluto pode-se dar em funcéo de diferencas na adsorcéo,
particdo, solubilidade, pressdo de vapor, tamanho da molécula ou densidade de
carga ibnica (CASS; DEGANI, 2001).

Conforme a Figura 12, o equipamento de HPLC é basicamente constituido
de seis componentes. O reservatorio de solventes (Reservoir) € o local onde se
encontram o0s solventes da fase moével que é impulsionada até a coluna
cromatografica por um sistema de bomba (Pump) composto de uma ou mais

bombas de alta presséao.
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A coluna cromatografica (Coluna) é o local onde ocorre a separacdo da
amostra que € introduzida através de um injetor (Injetor) que se localiza entre a
bomba e a coluna. A composi¢cao do efluente que passa pela coluna gera sinais
elétricos através de um detector (Detector) e esses sinais sdo compilados em um
processador de dados (Data aquisition), um computador, que os transforma em

um conjunto de picos conhecido como cromatograma (CZAPLICKI, 2013).

| ‘ isample [ ‘ ]
- NS
HPLC !
pump Injector :p—b Detector
HPLC column I

HPLC Data aquisition
solvent v

waste

Figura 12. Representacdo de um equipamento de HPLC (CZAPLICKI, 2013).

7z

A principal caracteristica é que a fase mdvel dissolva a amostra sem
qualquer interacdo quimica entre ambas. Esta fase deve ter alto grau de pureza ou
ser de facil purificacdo, para que se possam fazer andlises de alta sensibilidade,
pois as impurezas podem interferir na deteccdo do analito por ultravioleta (UV). A
fase mével deve ser compativel com o detector empregado e, também possuir
polaridade adequada para permitir uma separacao conveniente dos componentes
da amostra. Embora existam varios solventes trés deles sdo mais utilizados: agua,
metanol e acetonitrila (SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013)

A coluna cromatogréfica é feita de um material inerte que resiste a todas as
pressdes em que ela vai ser usada. A capacidade da coluna é determinada pelo
comprimento, didmetro e pelo material de recheio. As colunas geralmente
utilizadas sao: octadecil (C18, RP18, ODS), octil (C8, RP8), CN (cianopropil) e
NH2 (amina).

Quanto aos detectores, ndo existe um que apresente todas as propriedades

para gue ele seja ideal para HPLC. Nao séo versateis, ou universais, mas existem
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detectores que apresentam ampla faixa de aplicacbes. A sensibilidade de um
detector é determinada a partir da relacéo entre o sinal produzido e a quantidade
de amostra que gera este sinal. A linearidade € a faixa linear do sistema, onde o
sinal do detector € diretamente proporcional a concentracdo do soluto (CASS;
DEGANI, 2001)

Os detectores mais empregados na HPLC s&o os fotométricos, baseados na
absorbancia no ultravioleta e no visivel. Os detectores de fluorescéncia, utilizados
como métodos de deteccdo especifica, sdo sensiveis para substancias que
fluorescem. Este tipo de detector pode detectar quantidades da ordem picograma.
Também séo utilizados detectores por indice de refracdo, os quais acompanham
continuamente a diferenca no indice de refracdo entre a fase movel pura e o
efluente que sai da coluna contendo os componentes da amostra. A resposta

deste detector € moderada, geralmente de ordem micrograma. (MEYER, 2013).

2.12 Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar € uma técnica de separacdo em fase liquida que se
baseia na migracdo diferencial de espécies ibnicas ou ionizaveis quando as
mesmas sdo submetidas a um campo elétrico (TAVARES, 1997).

Nos ultimos anos, a eletroforese capilar tem sido reconhecida como uma
das maiores inovacfes na area de separacdes, com aplicacdo em diversos
campos da quimica analitica. As publicacdes de Everaerts e de Jorgenson sao
comumente citadas como ponto inicial da eletroforese capilar moderna. Desde
entdo, os instrumentos comerciais de CE se desenvolveram e o numero de
aplicacoes e publicacfes que utilizam a técnica tém aumentado progressivamente
(JORGENSON; LUKACS, 1981).

A eletroforese capilar consiste de dois reservatérios que contém uma
solucdo tampéo idéntica e que sdo conectados entre si por meio de um tubo
capilar de silica fundida, preenchido com a mesma solugdo tampéo, a qual &
denominada eletrélito. Em cada reservatorio € mantido um eletrodo de platina que

0 conecta a uma fonte de alta tensdo que fornece a diferenca de potencial
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requerida para a separacdo dos analitos. A mobilidade eletroforética dos ions é
determinada por carga/tamanho (GERVASIO et al., 2003). A Figura 13 representa
uma montagem tipica em eletroforese capilar. Neste exemplo, aplica-se uma
voltagem de ~30kV entre os extremos de uma solucdo contida num capilar de

silica fundida, de 50 cm de comprimento e diametro interno 25 a 75 mm.

Polyimida
coating Fused
{15 pum thick) silica
(330 um
diameter)
Opening of
25-75 pm Fused siica caplllary

diameter (~50 cm length)

Cross saction ™~y N\ T
-, ol capillary

. S ’
/ Direction !

Pressurized /

. of flow
or elevated sam;)?c:( ; .5 D
vial for loading ' R Thermostated - |
BN eeeeuil . compartment
== S
Background 30-kV variable Background
lectrolyt R1 R :
electrolyte power supply electrolyte
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Figura 13- Diagrama esquematico do sistema CE. R1 e R2 sdo os recipientes
contendo solucd@o eletrolitica onde se encontram os eletrodos (el e e2)
conectados a fonte de poténcia (F). A deteccao radial da absor¢cdo molecular é
representada por uma fonte de radiacdo (v) e um detector (D) acoplado a um
computador. (GERVASIO et al., 2003).

A injecdo de amostra, na eletroforese capilar, pode ser feita por: injecédo
hidrodinamica e eletrocinética. Na injecao hidrodinamica utiliza-se uma gradiente
de presséo, é feita aplicando-se pressdo pela introducdo de um gas inerte no
reservatorio contendo a amostra ou pela aplicacdo de vacuo no reservatorio que
contém a solucdo tampdo na outra extremidade do capilar. A injecdo por
sifonagem é feita pelo deslocamento de liquido provocado pela diferenca de altura
dos reservatorios de amostra e tampéao. Na injecdo eletrocinética um gradiente de
alta tenséo € aplicado na amostra durante um curto periodo de injecao, é feita pela
aplicacdo de um potencial, geralmente entre 5 e 15 kV, por alguns
segundos.(SANTOS; TAVARES and RUBIM, 2000)
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AplOs a injecdo das amostras, o reservatério do tampado € reposto. A
eletroforese capilar é realizada em tubos com dimensdes capilares, tipicamente
25-75 pym de diametro interno e 375 um de diametro externo. O uso do capilar
apresenta numerosas vantagens, particularmente por favorecer a dissipacao de
calor, que é causado pela passagem de corrente através do meio condutor (efeito
Joule). Um dos fatores desfavoraveis decorrentes do efeito Joule € que moléculas
localizadas na regido central do meio de separagdo migrardo mais rapidamente do
gue as moléculas localizadas nas bordas, causando o efeito de dispersdo de zona
(TAVARES, 1997).

Altas temperaturas também podem causar degradacdo térmica de algumas
moléculas, principalmente proteinas. A alta resisténcia elétrica do capilar permite o
estabelecimento de campos elétricos elevados (10-30kV), resultando em
separacoes de alta eficiéncia e baixo risco para o operador, uma vez que as

correntes sdo de no maximo de 100 pA (TAVARES, 1997).

2.12.1 Modos de separacao em eletroforese capilar

Durante décadas passadas, a eletroforese capilar e suas muitas variantes
tém demonstrado serem técnicas de grande poder de separagdo, entre as

principais técnicas se encontram:

21211 Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

Técnica de separacdo efetuada em capilares e baseada somente nas
diferencas entre as mobilidades de espécies carregadas (analitos), em eletrélitos
gue podem ser aquosos oOu organicos. Estes podem conter aditivos, como
ciclodextrinas, complexantes ou ligantes, que interagem com os analitos e alteram
suas mobilidades eletroforéticas (SILVA et al., 2007a).

A CZE é um dos modos de separacéo eletroforética mais usados na prética,
provavelmente em razdo da sua facil implementacédo, e otimizagdo das condi¢des
experimentais. Em CZE, o tubo capilar é simplesmente preenchido com um

eletrdlito, geralmente com caracteristicas tamponantes. A separa¢cdo ocorre Como
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resultado de duas estratégias: maximizar as diferencas entre as mobilidades
efetivas dos solutos e minimizar as causas de alargamento das zonas (SILVA et
al., 2007a).

As equacdes discutidas a seguir sdo aplicaveis a eletroforese capilar de
zona praticada em capilares de silica fundida.

Quando uma espécie carregada eletricamente € exposta a um campo
elétrico, essa migra com velocidade (vi) caracteristica que é proporcional ao
campo elétrico aplicado (E) e a soma das mobilidades eletroforéticas do analito

(ep) € do fluxo eletrosmotico (Ueof), cOMO mostra a Equacao 1.

Vi = (ap + teot) E

Equacéo 1. Velocidade de migracdo em eletroforese capilar.

Para solucdes de eletrolitos compostos de um acido ou base, fracos,
existem pelo menos duas espécies em equilibrio, a molécula ndo ionizada (com
mobilidade zero), e a base ou acido conjugado, cada qual com um valor particular
de mobilidade. Assim, da mesma forma que os ions simples sdo caracterizados
por um valor de mobilidade idnica, o conceito de mobilidade efetiva € utilizado
para descrever a migracdo de eletrélitos fracos. A mobilidade eletroforética efetiva
(uef) de um analito é dada pela somatéria das mobilidades eletroforéticas (uj) de
todas as n espécies relacionadas entre si por equilibrios quimicos, multiplicadas

pela distribuicdo destas espécies (aj):

n
Hy = 2,0, H,
Jj=1

Equacéo 2. Mobilidade eletroforética efetiva.

A Equacao 2 mostra que a mobilidade efetiva depende diretamente do grau
de dissociacdo do composto que se apresente em equilibrio acido-base num dado
pH. Por exemplo, a cocaina apresenta pKa igual a 8,6 em uma solu¢gédo aquosa de

pH igual a este valor, metade das moléculas presentes na solugdo estardo
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dissociadas e por isso terdo mobilidade, e as moléculas que estiverem néo
dissociadas nao migraram. Assim, a mobilidade efetiva desta substancia serd 50%
do valor de sua mobilidade ibnica (se todas as espécies estivessem dissociadas)
(SILVA et al., 2007a).

A equacdo tradicional que descreve o tempo de migracao (ti) em CZE pode

ser escrita como:
f o= Lef 'Lmt
(/’lep + /’te()f )'V

Equacéo 3. Tempo de migracdo em CZE.

Onde V é a diferenca de potencial aplicada, Lt € 0 comprimento do capilar,

e 0 Ler € a distancia do ponto de injecéo a posicdo do detector.

212.1.2 Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC)

A cromatografia eletrocinética micelar foi introduzida por Terabe em 1984,
voltada para separacdo de misturas contendo solutos neutros. Em MEKC, agentes
tensoativos idnicos (dodecilsulfato de so6dio — SDS), em condi¢cdes favoraveis
permite a formacdo de micelas, os tensoativos sdo adicionados ao eletrolito de
corrida, proporcionando um sistema cromatografico de duas fases. Desse modo o
eletrdlito representa a fase primaria, a qual é transportada electrosmoticamente
pela acdo do campo elétrico, enquanto que as micelas que representam a fase
secundaria sdo transportadas pela combinacdo da eletroforese e eletrésmose. A
particdo diferenciada de solutos neutros entre as duas fases € responséavel pela
seletividade da separacao (SILVA et al., 2007a)

2.13 Comparacéao de CE com outras técnicas

A CE apresenta-se como técnica analitica complementar a cromatografia

hY

liguida de alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia gasosa (GC). A Tabela 2

apresenta uma comparacao entre estas trés técnicas de separacdo. Deve-se
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ressaltar que a CE pode oferecer vantagens significativas sobre as técnicas

cromatograficas: requer pequeno volume de amostra (apenas alguns pL), além de

permitir a andlise de uma vasta gama de compostos desde

fons até

macromoléculas utilizando a mesma coluna capilar. Os instrumentos de CE e

HPLC convencionais (utilizando detectores épticos) possuem custo equivalente,

mas o custo operacional é significativamente menor na CE, principalmente pelo

baixo consumo de solventes e com o0 baixo custo das colunas capilares
(ANASTOS; BARNETT; LEWIS, 2005).

Tabela 2 Comparacao entre as principais técnicas de separacao utilizadas

em toxicologia forense (adoptado de Pic6 y Mafies 2003).

Técni | Vantagens Desvantagens Solugbes
ca
GC Alta capacidade de | Inadequada para | Uso de reacbes de
separacao dos picos analise de compostos | derivatizagéo.
Alta sensibilidade e | polares, termolabeis
seletividade e de baixa
volatilidade;
Consumo de gases
de alta pureza
HPLC | Permite a analise de | Grande consumo de | Desenvolvimento de
compostos organicos, solventes organicos; | colunas analiticas mais
Maior flexibilidade para | Elevado custo | eficientes e de menor
otimizacéo das | operacional (exige o | tamanho, permitindo
separagles, por permitir a | uso de colunas e | melhores separagcbes e
variagdo tanto da fase | solventes caros de | menor  consumo de
movel e fase estacionaria; | alta pureza) solventes.
Alta capacidade de | Baixa sensibilidade. Pré-concentragéo das
CE separacao; amostras;
Baixo consumo de Utilizacdo de detectores
solventes; altamente seletivos (como
Menor necessidade de 0s detectores de

preparo de amostras

fluorescéncia induzida a
laser ou espectrometros
de massas).
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2.14 Referencias para quantificacdo dos farmacos por cromatografia

liquida.

Foi realizada uma pesquisa dos métodos de quantificacdo por HPLC para o

diclofenaco de sodio e a dexametasona (Tabelas de 3a 6).

Tabela 3. Condicdes de trabalho utilizadas para a determinacédo e quantificagéo

do diclofenaco de sédio por cromatografia liquida.

Diclofenaco de Sédio

Coluna Equipo Fase movel A Referencia
HPLC model Acetonitrila:Agua (E:f?;:; o
114 M (50:50% v/v) pH3,3 | 280
(Beckman ajustado com acido | nm
C-8, 5 um (120x4mm | Instrument, acético, 2mL min'
[.D., 7 um). Switzerland)
Spect]0 100 (KLIMES et al.,
(Thermo Metanol — Tampao 284 2001)
Separon SGX C-18 Separation fosfato pH 6.5 am
(150%x3.3 mm I.D., 7 Products, Santa (110:100)
pm) Clara,A).
" ] ~ (HAJKOVA et al.,
C18, 125 mm x 4 mm | Waters 486 foz;zpoob;a? g 6(125:35, 245 2002)
i.d. column (Sigma— (Waters, Milford, viv) nm
Aldrich) MA)
Eclipse XDB-C18 Agilent Tampéao fosfat[10] 280 (DAVARANI et
HPLC(150 mm x 4.6 m | Technologies metanol (30/70 % v/v) o al., 2012)
m, 5 um) 1200 series pH 2,5
Analytical L (BHATTACHAR
Hypersil BDS, C18 | Technologies | cetonitrilaMetanol 1,201\ \ o ol 2013)
o (70:30, V/v).
(250mmx Limited 1.0 ml min-t nm
4.6mm;5m) (Guijarat,India). '
Tampao de acetato (KHANVILKAR
de amonio (10 mmol 273 etal., 2013)
HPLC Shimadzu |L?, pH 4,5 e 0,1% de am

HiQ C18HS column
(54, 4.6mmX250mm)

LC-2010

TEA v /v) e metanol
(40:60 v/v)
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Tabela 4. Condicdes de trabalho utilizadas para a determinacdo e quantificacédo

do da dexametasona por cromatografia liquida.

Dexametasona
. Fase movel A Refgren
Coluna Equipo cia
MetaSil silano Shimadzu LC-10 Metanol: Agua (65:35v/v), (GARCIA
octadecil (250x (Shimadzu, Kyoto, Imimin. 254 etal.,
4.6 mm, 5um Japan). 25°C. nm 2003)
LC/MS system Acetonitrila/ 4gua/ acido (LUO et
Hypercarb (Thermo- formico (95:5:0.5, viviv), 0.2mL | 240 | al., 2005)
(30mmx2.1mm, 5 Finnigan, USA) min. 30 °C. nm
um).
LDC analytical ACN: Agua (28:72% v/v), pH (KUMAR
Discovery spectromonitor 2.3 e luxo de 1.2 mL min™. 254 etal,
C-18 column 3200 nm 2006)
(150X4.6
mm,5um)
C8-Hydrobond AQ 5500 varian Gradiente fase moével A (buffer (SAMTA
column (3um, (Walnut Creek, 10 mmol L formato de 254 NI;
2.1x150 mm) California, USA) amonio) fase movel B (ACN). nm | JUSKO,
40:60 v/v por 4,5min e 10:90 2007)
por 6 min
ACE Phenyl Hitachi LaChrom | Gradiente, fase movel A (Agua: (XIONG;
column Elite HPLC system ACN, 90:20) fase movel B 240 XIAQ;
(10 cm x 4.6 mm, (ACN: Isopropanol, 80:20) nm | RUSTUM
3 um) 30-C , 2009)
(Kyoto, Japan) Shimadzu LC-20A | Tampao fosfato 0.02 mol L*: (RAZZA
Hypersil C 8 system metanol, 40:60 v/v, 25-C 270 | Qetal,
column (250 X 4.6 nm 2013)
mm, 5 pm)

2.15 Referéncias para quantificacdo por eletroforese capilar dos
farmacos.
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Tabela 5. Condicdes de trabalho utilizadas para a determinacédo e quantificagéo

do da dexametasona por eletroforese capilar.

N | Voltage .

Coluna Eletrolito PH (nm) m T(min) Referencia
65cmx50u | Buffer borato-fosfato 20
m* 50cm mmol Lt com cholate sodio |9 210 |20KV 13 (NISHI et al.,
ao detetor |100 mmol L2, 1990)

20 mmol L* fosfato-borato

65cmx50u | com 50 mmol L1 SDS, 4 (NISHI;
m* 50cm mol L urea e 15 mmol L* 9 220 120KV 12 MATSUO,
ao detetor | Gama ciclodextrina. 1991)

(GU;
57cmx75u | MeOH:Buffer (10:90) Buffer MELEKA-
m* 50cm Borato 40 mmol L' com 92 240 | 30KV 138 BOULES;
ao detetor |SDS 20 mmol L. CHEN, 1996)
33.5cm - 200 |30KV |52
25cm ao ACN:TRIS 25 mmol L (DITTMANN
detetor H20 (60:20:20) etal., 1997)
64.5cmx50
um* 56cm | Tetraborato Sédio 100 9,2 |242 |25KV 7.05 (BAEYENS
ao detetor |mmol L* etal., 1997).
70cmx 75
um, 47 cm |57.0 mmol L? 7 240 |17.2kV |17 (CANDIOTI
ao detetor |sodium phosphate buffer et al., 2006)

(SIREN;

SEPPANEN-
64.5cmx50 9.6 |247 |30KV 11,2 LAAKSO;
um* 56cm | 20 mmol L™ ammonium ORESIC,
ao detetor |acetate 2008)
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Tabela 6. Condicdes de trabalho utilizadas para a determinacdo e quantificacéo

do da dexametasona por eletroforese capilar.

Voltag | T(min
Coluna Eletrolito PH | A (nm) em ) Referencia
58,7cmx75 | MeOH:Buffer (3:97), 8 254 20KV 18.5 (MABOUND
pm, 50cm Buffer NaH2PO4 40 OUetal.,
ao detetor | mmol L com SDS 104 1994).
mmol L*
58,7cmx75 | Buffer fosfato *KH2PO4 | 7 200 30KV 10 (MRESTANI
pum, 50cm e KH2PO4 50 mmol L*? : NEUBERT;
ao detetor KRAUSE,
1998)
50 cmx75 50 mmol L tetraborate | 9,2 | 276 20kv 4min | (MARIAS
pum, 28 cm | buffer AURORA-
ao detector PRADO,
2002)
30cmx 25 mmol L sodium 9.3 | 200 e 28kv 1,5 (LACHMAN
50um tetraborate 214 N;
KRATZEL;
NOE, 2012)
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver nanoparticulas de
PLGA contendo diclofenaco de sodio e dexametasona; caracteriza-las fisico-
guimicamente e determinar a eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar.

3.2 Objetivos especificos

o Caracterizacdo fisico-quimica dos padrdes (diclofenaco de sodio e

dexametasona).
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o Desenvolvimento das nanoparticulas pelo método emulsificacao-
evaporacao do solvente, utilizando delineamento experimental para obter a
melhor formulacao.

o Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas (pH, SEM, TEM, DLS, IR).

o Desenvolvimento e validacdo dos métodos de HPLC e CE, segundo as
diretrizes ICH e USP, para determinar a eficiéncia de encapsulagédo do

diclofenaco de sédio e dexametasona nas nanoesferas de PLGA.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Solventes e reagentes:

Além dos solventes reagentes comumente utilizados no laboratério foram
utilizados os seguintes: Acetato de etila, acetonitrila e metanol grau HPLC (Merck),
, Poli-(D,L-lactico-co-glicélico) PLGA 50:50 (MW: 30-38kDa) Resomer® RG 504
(Boehringer Ingelheim), surfactante Pluronic® F68 ( average MW 8350 Da, Sigma-
Aldrich), alcool polivinilico (PVA, PM 49000) Mowiol® (Aldrich). O agente de
contraste para microscopia Phosphotungstic Acid Hydrate (Sigma-Aldrich,
St.Louis, MO, USA)

4.1.2 Substéancias ativas:
¢ Diclofenaco de sodio (Sigma Aldrich).

e Dexametasona (Sigma Aldrich).

4.1.3 Substéancias utilizadas para encontrar o padrao interno:
e Furosemida (Sigma Aldrich).

e Acido salicilico (Sigma Aldrich).
e Niacinamida (Sigma Aldrich).

e Lidocaina (Sigma Aldrich).
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4.1.4 Equipamentos

Sonicador S-150D (Branson, Canada), 90Plus Particle Size Analyzer
(Brookhaven, USA). Inspect™ F50 Scanning Electron Microscope (FEI, USA),
Spectrafuge™ 24D Digital Microcentrifuge (Labnet, USA), Balanca analitica Mettler
modelo AB204 (Mettler Toledo, USA), pHmétro digital modelo PG1800 (Gehaka,
USA), espectrofotometro UV-1203 (Shimadzu Corporation, Japan), sistema de
calorimetria exploratoria diferencial Mettler Toledo TGA/SDTA, Espectrofotdmetro
de infravermelho VERTEX 70 Series FT-IR Spectrometers. Cromatografo a liquido
HPLC (Waters Instrument 2690 Alliance, USA). Equipamento de eletroforese
capilar Beckman and Coulter P/ACE MDQ equipado com detector UV-VIS com

arranjo de diodos.

4.2 Métodos

4.2.1 Caracterizacdo dos padrdes

Os padroes (DS e DEXA) foram submetidos a testes preliminares de
identificacdo e caracterizacdo fisico-quimica, com a finalidade de avaliar as
condicBes de trabalho para uso com seguranca nos procedimentos experimentais.
A identificacao foi realizada através da determinacdo do ponto de fusao, técnicas
de espectrofotometria de absor¢cdo no ultravioleta (UV), infravermelho (IR) e

analise térmica por calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

4.21.1 Ponto de fusao

As amostras dos farmacos foram colocadas em um tubo capilar de vidro
com uma das extremidades selada até cerca de 3,0 mm de altura em aparelho
convencional de ponto de fusdo. Comecgou-se a aquecer a uma razao de 5°C/min;
quando a temperatura chegou a 10°C abaixo do inicio de fusdo teorico da
amostra, reduziu-se a velocidade de aquecimento a cerca de 1°C/min. A

temperatura na qual a amostra funde sobre a parede do tubo é definida como o
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inicio da fuséo e a temperatura na qual a amostra torna-se completamente liquida

é definida como o final de fusédo ou o ponto de fusdo (USP-NF, 2011).

4.2.1.2 Espectrometria de absorcao na regido do ultravioleta (UV).

A identificacdo espectrofotométrica foi realizada mediante a espectroscopia
no ultravioleta, realizando varredura de 200 a 600 nm. O espectro de absorcao foi
obtido mediante preparo de uma solucdo dos farmacos (diclofenaco de sodio e
acetato de dexametasona) na concentracdo de 10,0 pg mL* em metanol e depois

foram comparados com os maximos de absorcao descritos na literatura.

4.2.1.3 Espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do
Infravermelho.

A identificacdo foi realizada mediante a espectroscopia no Infravermelho,
realizando varredura de 200 a 600 nm. O espectro de absorcado foi obtido
utilizando-se o equipamento VERTEX 70 Series FT-IR Spectrometers e depois

foram comparados com os maximos de absorcdo descritos na literatura.

4.2.1.4 Calorimetria exploratdria diferencial

A andlise térmica de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi realizada
utilizando-se o equipamento Mettler Toledo TGA/SDTA 851e. Para as andlises,
cerca de 5,0 mg das amostras de diclofenaco de sodio e dexametasona foram
acondicionadas em suporte de aluminio com tampa lacrada, submetidas a taxa de
aquecimento de 10 °C.min?, avaliando desde temperatura ambiente (25°C) ate
400°C.

4.2.2 Desenvolvimento das nanoparticulas pelo método emulsificagéao-

evaporacao do solvente.
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4.2.2.1 Desenvolvimento do método de elaboragdo das nanoparticulas de

PLGA por emulsao simple (o/w).

Foi utilizada uma metodologia baseada na técnica de “emulsificagao-
evaporacao de solvente” com algumas modificacbes (FILLAFER et al.,, 2008a),
(HARIHARAN et al., 2006).

Antes da elaboracao de nanoparticulas carregadas com farmaco, foi otimizado
o procedimento da emulsdo simple, em nanoparticulas vazias (sem farmaco).
Foram estudados, surfactante, solvente e parametros de sonicacdo, com O
objetivo de encontrar um tamanho adequado (< 1000nm), homogéneo e

monodisperso.

Surfactante
As nanopatrticulas foram sintetizadas com os estabilizadores Pluronic F-68
e alcool polivinilico (PVA). O surfactante Pluronic F68 foi adicionado a fase

organica em quanto o PVA foi adicionado na fase aquosa.
Solvente
Foram testados dois solventes para serem utilizados na fase organica da

sinteses das nanoparticulas: acetona e acetato de etila (AcE).

Parametros de sonicacao

Na sonicacao foi utilizado o equipamento Branson Digital Sonifier 450: 400 W,
20 KHz, e foram testadas diferentes amplitudes: 10, 20, 30, 40, 50, 60%

4.2.2.2 Método de elaboracédo das nanoparticulas de PLGA por emulséo
simple (o/w).

Logo depois de otimizar o processo de obtencdo das particulas placebo, as
nanoparticulas foram carregadas com farmaco e foi utilizado o0 mesmo processo

de obtencao.
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Para a preparacdo das nanoparticulas foi feita uma fase organica, onde o
PLGA (50 mg) e o tensoativo Pluronic® F68 (150 mg) foram dissolvidos em
acetato de etila (quando as nanoparticulas foram carregadas com os farmacos,
eles foram dissolvidos em acetato de etila: metanol (9:1) e foram misturados na
fase organica em agitacdo magnética por 10 minutos). Em seguida 10mL de agua
MiliQ foram adicionados a fase organica e a mistura resultante foi sonicada num
banho de gelo por 25 segundos com um sonicador (Digital Sonifier 450, Branson,
USA) a 40 % de amplitude. (Figura 14) Para a eliminacdo do solvente foi deixado
em agitacdo magnética (600rpm) dum dia para outro. Logo, as nanoparticulas
foram lavadas trés vezes por centrifugacdo (10.000rpm, 15min) com agua para
retirar o farmaco adsorvido nas paredes. Os sobrenadantes foram recolhidos para
ser quantificados e encontrar a eficiéncia de encapsulacdo. Foram feitas trés

replicatas.

L '
—

PLGA + Pluronic
5mg dexa+5mg diclo

=y

10mL Agua

SmL acetato de etilo
N

| H <
|\ — —
1 e il
I - Agitagdo 6h Nanoparticulas
Sonicagdo 25 seg Evaporagéo ste

Banho gelo

Figura 14. Procedimento de elaboracdo das nanoparticulas pelo método de
emulsdo-evaporacao do solvente.

Para poder aperfeicoar o método de obtencdo das NPs foi feito um estudo
experimental no software Minitab 15®, o estudo tinha dos niveis e trés variaveis

como se mostra na Tabela 7; se mantiveram fixas a quantidade de farmaco (10,0
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mg de diclofenaco e 10,0 mg de dexametasona), amplitude de sonicacao (40%) e

relacdo fase organica: fase aquosa (FO:FA) (1:2).

Tabela 7. Variaveis no estudo fatorial, sendo FO (Fase Organica)

e FA (Fase Aquosa).

Variaveis Niveis
- +
Relacédo Farmaco: Polimero 1:05 1:10
B Tempo de sonicacgéo 25 seg 35 seg
% Surfactante (m/v) 3 5

Na realizacdo do estudo experimental foram realizados 8 ensaios, de acordo

com o modelo obtido no software MiniTab 15® as diferentes condi¢cdes podem se

observar na Tabela 8.

Tabela 8. Condicdes experimentais para o estudo fatorial.

amostrafarmaco:polimero Tempo Conc. do surfactante
sonicacgao (s)
1 01:05 25 3% (150mg en 5mL)
2 01:10 25 3% (150mg en 5mL)
3 01:05 45 3% (150mg en 5mL)
4 01:10 45 3% (150mg en 5mL)
5 01:05 25 5% (250mg en 5mL)
6 01:10 25 5% (250mg en 5mL)
7 01:05 45 % (250mg en 5mL)
8 01:10 45 5% (250mg en 5mL)




4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas.

Distribuicdo do tamanho de particula:

A determinacdo do diametro das particulas e a sua distribuicdo (indice de
Polidispersao, IP) foram realizadas pela técnica de espectroscopia de correlacdo
de fétons ou Dynamic Light scattering. A fim de se obter o perfil de distribuicdo de
cada formulacdo produzida, uma aliquota das suspensfes de nanoparticulas
foram diluidas em agua purificada (1:10) e analisadas com angulo de
espalhamento de 90° e temperatura de 25°C no equipamento 90 Plus Particle Size
Analyzer (Brookhaven, USA) representado na Figura 15. Todos os lotes de

nanoparticulas foram analisados por triplicata.

Figura 15 — Equipamento 90Plus Particle Size Analyzer.

Potencial zeta

O potencial zeta foi medido empregando equipamento 90 Plus Particle Size
Analyzer (Brookhaven, USA) (Figura 15). Uma suspensdo de nanoparticulas
(150uL) é diluida em 1.5mL de solucdo de KCI 1 mmol L* no pH 7,4 e foram

efetuadas cinco corridas e 80 ciclos.
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Microscopia eletronica de varredura (SEM):

As imagens de Microscopia eletrébnica de varredura foram obtidas num
equipamento Inspect™ F50 Scanning Electron Microscope (FEI, USA) operando

num voltagem de aceleracdo de 200V - 30 KV equipado com uma fonte Schottky

Field Emissiom. (Figura 16).

T T
e
i
) A}

Figura 16 — Equipamento Inspect™ F50 Scanning Electron Microscope.

As nanoparticulas em suspensdo foram misturadas com o agente de tingao
(acido fosfotungstico 7% ml/v), seguido de lavagem com agua destilada. Em
seguida, uma gota de nanoparticulas em suspenséao € depositada sobre placas de
silicio e posteriormente recoberta com uma camada de platina e sua morfologia

examinada no Microscopio Eletrénico de Varredura Inspect™ F50.

Microscopia eletrbnica de transmissao:

As imagens de Microscopia eletronica de transmissédo foram obtidas num
TENAI FEI T20 (FEI, Hillsboro, OR, USA) operado em modo de campo luminoso

com uma voltagem de aceleracéao de 200kv. (Figura 17).
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As nanoparticulas em suspensao foram misturadas com o agente de tingao
(acido fosfotingstico 7% m/v), seguido de lavagem com agua destilada. Logo

analisadas no microscopio TENAI FEI T20.
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Figura 17 — Equipamento TENAI FEI T20 electron microscope.

Espectrometria de absorcao na regiao do Infravermelho

A técnica de Infravermelho foi utilizada para observar possivel interacdo dos
farmacos com o polimero. Os espectros de absorcéo foram obtidos utilizando-se o
equipamento VERTEX 70 Series FT-IR Spectrometers. Foram avaliados o0s
farmacos (diclofenaco de sédio e dexametasona), o polimero (PLGA) e uma

mistura mecanica 1:1 dos farmacos com o polimero (5mg DS e DX: 5mg PLGA).

4.2.4 Método de quantificacdo dos farmacos diclofenaco de sédio e

dexametasona nas nanoparticulas por HPLC
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Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos nas
nanoparticulas foi utilizado um HPLC (Waters Instrument 2690 Alliance, USA).
Para o desenvolvimento do método por HPLC foram realizadas pesquisas
bibliograficas e testes de bancada com o objetivo de definir as condicdes mais
adequadas para avaliacdo dos farmacos. O método implementado para a
quantificacdo dos farmacos nas nanoparticulas apresentou as seguintes

condicdes cromatograficas (Tabela 9).

Tabela 9 — Condicbes cromatograficas para a avaliacdo da eficiéncia de

encapsulacdo do DS e DEXA em nanoparticulas poliméricas de PLGA

Condicdes Cromatograficas

Fase movel Agua: acetonitrila (50:50)

Coluna C18, 2.6um, 75x4.6mm Phenomenex kinetex
Fluxo 0.4mL/min

Temperatura 40°C

Volume de injegéo 20uL

Longitude de onda A: 260nm

4.2.5 Método de quantificacdo dos farmacos diclofenaco de sdédio e

dexametasona nas nanoparticulas por CE.

No caso do desenvolvimento do método por eletroforese capilar foram
realizadas pesquisas bibliograficas e testes de bancada com o objetivo de definir
quais séo as condi¢cdes mais adequadas para avaliagdo dos farmacos por CE. As
condi¢des trabalhadas para a determinacdo dos farmacos nas nanoparticulas

encontrassem na TabelalO.
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Tabela 10 — Condicdes de eletroforese capilar para a avaliacdo da eficiéncia

de encapsulacéo do DS e DEXA em nanoparticulas poliméricas de PLGA

Coluna capilar Silica fundida 30,2 cm de comprimento total (20 cm até o
detector), 50 um d.i.

Voltagem 20 KV

Deteccéo 239 nm

Eletrolito 20,0 mmol L1 TBS, 20,0 mmol Lt SDS, 5% Metanol, pH 9,2

4.2.6 Validagdo dos meétodos analiticos para avaliar a eficiéncia de
encapsulacdo de nanoparticulas de PLGA contendo DS e DEXA por
HPLC e CE.

As validacdes dos métodos analiticos estdo apresentadas a continuacao.

Linearidade

No calculo de linearidade, foram utilizadas solu¢gdes dos padrdes na faixa
de 50 % a 150% da concentracdo nominal (para o diclofenaco de sédio e para
dexametasona) a partir das solucdes estoque dos padrbes. As curvas analiticas
foram construidas a partir dos resultados das areas dos picos obtidos dessas

injecBes vs concentragdes. Foram realizadas 3 curvas analiticas.

Especificidade

A especificidade foi avaliada injetando as solu¢cées de amostra e a solucéo
placebo, foram avaliadas as interferéncias das matérias-primas utilizadas na
preparacdo das nanoparticulas de PLGA, A analise foi realizada por meio de

observacéo visual dos cromatogramas e eletroferogramas obtidos.

Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) para os métodos de
quantificacdo foram determinados através do desvio padrdo médio (DPm) da
resposta de diferentes concentragdes e da inclinagao (S) da curva de calibragcéo

conforme as Equacgdes . Foram efetuadas trés leituras para cada concentracao.

69



LD =

Equacéo 4. Limite de deteccéo. Equacéo 5. Limite de quantificacéo.

[3xDPm] [10xDPm]
S B S

Precisdo do método

A precisdo por repetibilidade foi determinada para avaliar a proximidade dos
resultados obtidos em uma serie de medidas. Foram utilizadas amostras, em
injecdo Unica, em replicas de 9.

CV (%) = x 100

CMD

Equacéo 6. Coeficiente de variagéo.

Onde: CV = Coeficiente de variacéo
DP = Desvio padréo

CMD = Concentracdo media determinada em porcentagem

4.2.7 Determinacédo da eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo, do diclofenaco de sédio e dexametasona, foi

realizada utilizando duas técnicas analiticas.

Quantificacdo por HPLC: Foi determinada a eficiéncia de encapsulacéo
pelo método indireto, este método determina a concentracdo de farmaco néao
associado ao sistema carreador, apos um analise do sobrenadante resultante do
processo de lavagem e centrifugacao das formulacdes.

Primeiramente foi tomada uma aliquota de nanosuspenséo (1.5mL) e as
nanoparticulas foram centrifugadas e a seguir lavadas trés vezes com agua, em
seguida os sobrenadantes foram recolhidos (farmaco ndo encapsulado nas

nanoparticulas). (Figura 18)

70



2do Lavado: Suspencao

etodo ler Lavado:
- 1.5 mLH20 5
Indirecto " 1.5 mLH20 1,5 mL sacarosa

2 Centrifuga 4
o0 Centrif 30 ¥
:"6‘; 12 pm l 12 . i Liofilizagao NPS
:o —)»m || ) S—i
\ 15min | 24horas
° T | e
? ? G
Bl 000 h e o Shaneseane e mns m = =
500ppm I Sbhl Sb2 Sbh3 \’é =
i S~ HPLC) _ _ _ _ _(PLO _ _,
Figura 18. Representacdo grafica da quantificagdo dos farmacos

encapsulados pela técnica de HPLC.

Os sobrenadantes foram diluidos (1:2) em metanol e agua (50: 50 v/v),

filtracAo em membrana de poro 0,22um e analisados por HPLC (método validado).
As analises foram realizadas em triplicada.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi determinada a partir da seguinte
equacao (Equacéo 7).

(Fco inicial — Fco livre)
EE% = — x100
Fco inicial

Equacéo 7. Eficiéncia de encapsulacao.

Onde, Fco inicial corresponde a concentracdo de farmaco (Diclofenaco ou

Dexametasona) adicionada inicialmente a formulacdo e, Fco livre é a
concentracdo do farmaco nado incorporado a particula quantificada por HPLC. Os

valores de EE% foram expressos por media e DP.

Quantificacdo por CE: Foi determinada a eficiéncia de encapsulacdo pelo

método direto, este método determina a concentracdo de farmaco encontrado

associado ao sistema carreador.
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Como se apresenta na Figura 19, foram pesadas 20mg de NPs e abertas
com 1,0 mL de uma solu¢cdo de NaOH 0,1M, logo foram adicionados 0,5mL de
metanol para a precipitacdo do polimero, logo é ajustado o pH da amostra com
H2PO04, a solugéo é centrifugada para separar o polimero, o sobrenadante é filtrado
em membrana de poro 0,22um e analisada por CE (método validado) a partir da
equacao da reta da curva analitica dos farmacos. As analises foram realizadas em

triplicada. A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi determinada a partir da

Equacéo 7.

Metodo
Directo

1mL NaOH 0,1M 0,5mL MeOH

N

|
-

<0

< : <X
" ble - i Centrifugacéo
: Agitacdo | o) |
e ° =1 - —— \
= B0 —— g IFiltrado |
N

o) =

20mg NPs Q =

Figura 19. Representacdo grafica da quantificagdo dos farmacos
encapsulados pela técnica de CE.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao e identificacdo dos farmacos.

Temperatura de fusao:

Os resultados apresentados na Tabela 11 mostram que as faixas de temperatura se

encontram dentro dos limites estipulados pela literatura (O’NEIL, 2013).

Tabela 11. Pontos de fuséo tedrico e encontrados para os padrdes de diclofenaco

de sédio e dexametasona.
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Farmaco

Ponto de fusdo na
literatura (°C)

Ponto de fusao
experimental (°C)

Diclofenaco de sodio

283-285

284-285

Dexametasona

268-270

268- 271

Espectrofotometria no ultravioleta (UV):

Os espectros de absorcéo para o diclofenaco de sédio e a dexametasona

obtidos na varredura de 200 a 600 nm podem ser observados na Figura 20 e

Tabela 12. Os comprimentos de onda maximos (Amax) correspondem aos

encontrados na literatura (O'NEIL, 2013).

Tabela 12. Comprimentos de onda teorico e experimental dos padrdes de

diclofenaco de sédio e dexametasona.

Farmaco Amax literatura Amax experimental
(metanol) (metanol)
Diclofenaco de sddio 283 nm 280,1 nm
Dexametasona 239 nm 234 nm

1,0

Diclofenac Sodiurm

0,8

0,6

Abs

0,4

0,2

0,0+

Dexamethasone.
1,04

0,8+

0,6

Abs

0,4

0,2

0.0+

T T
200 300 400

Wavelength {nm)

T
500

2340

EEI‘D
200

T
400
Wavelength (nm)

300 500

Figura 20. Espectros de absorcao obtidos na regiao do UV dos farmacos (DS e DX).
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Espectroscopia de absorcdo nareqgido do infravermelho (1V):

Experimentos de absor¢gdo na regido do IV foram conduzidos utilizando
equipamento VERTEX 70 Series FT-IR Spectrometers. As Figuras 21 e 22

apresentam os resultados obtidos.

Dexamethasone

% Transmittance

Figura 21. Espectro de absorcdo do dexametasona na regido do
infravermelho (1V).

A Tabela 13 mostra as bandas do espectro de absor¢céo na regido do IV

dexametasona.

Tabela 13. Bandas do espectro de absor¢ao no IV da dexametasona.

v (cmt) Atribuicéo

3400 - 3675 | Deformacao axial da ligacdo O-H. ligacdes de H intramoleculares.

3000 — 3050 | Deformacéao axial da ligagdo C-H aromaticos.

2850 — 3000 | Deformacéao axial da ligacao C-H, alifaticos.

1700 Deformacdes do carbonilo C=0
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Sodium Diclofenaco

% Transmittance
| | |
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Figura 22. Espectro de absorcdo do diclofenaco de sodio na regido do
Infravermelho (V).

A Tabela 14 mostra as bandas do espectro de absorcdo na regido do

infravermelho do diclofenaco de sédio.

Tabela 14. Bandas do espectro de infravermelho do diclofenaco de sédio.

v (cmt) Atribuicéo

3350 — 3380 | Deformacéo do N-H

3000 — 3050 | Deformacéo axial da ligacdo C-H aromaticos.

2850 — 3000 | Deformacéo axial da ligacao C-H, alifaticos.

1750 — 1720 | Deformacgbes C=0

Os espectros de absorcéo de infravermelho encontrados experimentalmente
para os farmacos concordam com os da literatura, identificando as matérias
primas: diclofenaco de sédio e dexametasona. (SILVERSTEIN, 2000).

Calorimetria exploratoria diferencial:

No estudo de caracterizacdo térmica para o diclofenaco de sodio e a

dexametasona foi empregada a metodologia termo analitica de DSC.
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A curva DSC do diclofenaco de sodio (Figura 23) observa-se uma
endotérmica ao redor de 289°C, seguida por uma exotérmica. Este resultado é
indicativo de aquecimento seguido por decomposicao, indicando o ponto de fuséo
da amostra que pode variar entre 265°C — 295°C (PALOMO; BALLESTEROS and

FRUTOS, 1999).

Sodium Diclofenac

DSC (mV)
i
1

= 289C

-10 T T T T T T T T T
(0] 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Temperature (¢C)

Figura 23. Curva de DSC da amostra de diclofenaco de sédio (taxa de
aquecimento de 10°C/min).

A curva DSC da dexametasona (Figura 24) apresenta o pico de fuséo do
farmaco, encontrando-se entre os valores relatados na literatura, os quais variam

de 268°C a 271°C (O'NEIL, 2013).

Dexamethasone

DSC (mV)

= 271C

T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Temperature (¢C)

Figura 24. Curva de DSC da amostra de dexametasona (taxa de
aguecimento de 10°C/min).
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Na analise térmica os picos endotérmicos encontrados experimentalmente
para os farmacos concordam com os pontos de fuséo da literatura (O’NEIL, 2013),
corroborando e identificando as matérias primas: diclofenaco de sodio e

dexametasona utilizadas para a elaboracdo das nanoparticulas.

5.2 Desenvolvimento do método de elaboracdo das nanoparticulas.

Para a sintese das nanoparticulas poliméricas foi utilizada uma metodologia
baseada na técnica de “emulsificagdo-evaporagcdo de solvente” com algumas
modificacdes (FILLAFER et al., 2008a), (HARIHARAN et al., 2006).

Antes da elaboracdo de nanoparticulas carregadas com os farmacos foi
otimizado o procedimento da emulsdo simples em nanoparticulas vazias (sem
farmaco). Foram estudados, surfactante, solvente e parametros de sonicacéo. Os
tamanhos de particulas obtidos foram realizados no DLS, obtendo o tamanho de

particula hidrodindmico em intensidade.

Surfactante

As nanoparticulas foram sintetizadas com os estabilizadores Pluronic F-68 e
alcool polivinilico (PVA). O surfactante Pluronic F68 foi adicionado a fase organica
em quanto o PVA foi adicionado a fase aguosa.

O estabilizador determina a formacéo de nanoesferas, e afeta a distribuicdo de
tamanho de particula. Utilizando &lcool polivinilico (PVA 2%) como surfactante,
tamanhos de nanoparticulas maiores foram obtidos 182,8 + 7 nm, enquanto que,
qguando foi utilizado Pluronic F-68 3% as nanoparticulas apresentaram diametros
de 109,5 + 4 nm. (Figura 25).

Segundo as micrografias obtidas por TEM (Figura 26) pode-se observar que
utilizando Pluronic como estabilizador foram obtidos tamanhos menores e mais

homogéneas que utilizando o PVA.
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Figura 25. Tamanho de particula hidrodinAmico obtido por DLS. Variagao de
surfactante na sintese de nanoparticulas.

Polimeros como alcool polivinilico e plurénicos sdo agentes estabilizantes
comumente utilizados na preparacdo de nanoparticulas de PLGA (GOGOTSI,
2006). Song e colaboradores mostraram o efeito do tipo dos estabilizadores sobre
o tamanho médio das nanoparticulas de PLGA, encontraram resultados similares
com os obtidos, 213+5 nm e 117+3 nm, para PVA e Pluronic F68,
respectivamente. (SONG et al., 2006).

= 500 nmM ' —————1 500 nm

Figura 26. Micrografias por microscopia eletronica de transmissdo das
nanoparticulas utilizando diferentes surfactantes a) Pluronic e b) PVA.
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Quando o pluronic foi utilizado como estabilizador, nas formulagées foram
encontrados menores tamanhos das nanoparticulas e mais homogéneas, pelo

qual foi selecionado o Pluronic F68 como tensoativos.

Solvente

Foram testados dois solventes para serem utilizados na fase orgéanica na
sintese das nanoparticulas (acetona e acetato de etila). Com acetona as
nanoparticulas apresentaram tamanho de 112,5 +6 nm, em quanto utilizando
acetato de etila as nanoparticulas apresentaram tamanho de 109,5 +4 nm. (Figura
27). O acetato de etila e a acetona sdo preferidos sobre diclorometano e

cloroférmio, porque s&o menos toxicos para aplicagbes In vivo. (GREF;
MINAMITAKE; LANGER, 1996).

140
120
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1 1
100
€
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(0]
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©
=)
40
20 -
0 , , .
Acetona Acetato de Etilo

Figura 27 Tamanho de particula hidrodindmico obtido por DLS. Variacdo de
surfactante na sintese de nanoparticulas.

Os tamanhos obtidos pelos dois solventes foram muito similares, mas de
acordo as micrografias de SEM (Figura 28) foram mais homogéneas e esféricas

as nanoparticulas obtidas por acetato de etila.
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Figura 28 Micrografias por microscopia eletrénica de varredura das nanoparticulas
utilizando diferente solvente organico a) acetato de etila e b) acetona.

O acetato de etila foi escolhido para a preparacdo de nanoparticulas porque
produz particulas mais esféricas e de menor tamanho, além de ser menos toxico

do que a acetona.

Parametros de sonicacao

Na sonicacao foi utilizado o equipamento Branson Digital Sonifier 450: 400 W,

20 KHz (Figura 29) e foram testadas diferentes amplitudes.

Uma etapa de adicdo de energia € fundamental
para a obtencéo de sistemas emulsionados. A fim
de avaliar a influéncia dessa etapa no diametro
meédio das nanoparticulas, foi estudada a
amplitude de sonicacao (10, 20, 30, 40, 50 e
60%).

Figura 29 Sonicador Branson Digital
Sonifier 450:400 W, 20 KHz.
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De acordo com as micrografias obtidas por SEM utilizando 10% e 20%
observaram-se agregacfes de polimero, possivelmente, faltou energia no sistema
devido a baixa amplitude de sonicacdo, levando a nao formacdo das
nanoparticulas.

Enquanto que, com 50% e 60% as nanoparticulas tinham um aspecto néo
muito esférico, provavelmente, porque quando a forgca de amplitude € maior o
calor liberado € muito alto e ndo ha a formacdo das nanoparticulas
adequadamente.

Entretanto utilizando 30% e 40% de amplitude, foram encontradas
nanoparticulas mais esféricas e de tamanho homogéneo, obtendo melhores
resultados com 40%.

Segundo as micrografias de SEM obtidas na Figura 30, os melhores
resultados encontrados foram utilizando uma amplitude de 40%, pelo qual foi

selecionado este parametro na elaboracdo das nanoparticulas.

. oF

f - 3

spot| HV mag | det |tit| HFW |mode| WD | —5pym—— spot| HV mag | det |tilt| HFW [mode| WD | —5pym——
2.5 [10.00kV|[12000x|ETD [0 °|24.9 ym| SE [10.5 mm 2.5 110.00kV{12000x|ETD|0 °|24.9 ym| SE [10.6 mm
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igura 30. Micrgrafias por microscopia eletrénica de varredura das nanoparticulas
utilizando diferente amplitude a)10% b) 20% c) 30% d) 40% e) 50% f) 60%.

5.3 Preparo e caracterizacdo  fisico-quimica do  sistema
nanoestruturado polimérico contendo diclofenaco de sédio e
dexametasona.

Depois de otimizar o procedimento de elaboracdo das nanoparticulas sem
farmaco, foi realizado o delineamento experimental para conseguir uma
formulacdo que permita obter uma alta eficiéncia de encapsulacdo para os dois

farmacos.
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Foram realizadas as oito formulacbes do delineamento experimental por
triplicada. Para confirmar o adequado preparo das nanoparticulas poliméricas

foram avaliadas verificando as caracteristicas fisico-quimicas das mesmas.

5.3.1 Tamanho de particula

Particulas com tamanho menor que 1 pm sdo consideradas nanoparticulas,
enquanto que as particulas maiores sdo denominadas microparticulas
(BERGMANN, 2008). O diametro das particulas foi determinado no equipamento
de espalhamento de Luz dindmico (DLS) 90Plus Particle Size Analyzer
(Brookhaven, USA). O tamanho das nanoparticulas (Tabela 15) foi em geral,
considerado aceitavel jA que se encontra num tamanho inferior a 1 pm
(SCHAFFAZICK et al., 2002).

Também foi medido o tamanho de particula utilizando o software ImageJ® ,
o qual permite medir o didametro das nanoparticulas nas micrografias do SEM,
foram medidas 200 nanoparticulas e foi realizada a media e um grafico da
disparidade de tamanho (Figura 31).

O tamanho médio das nanoparticulas obtido por DLS encontrou-se entre
97,2 +1,5 nm e 139,1 £1,5 nm. Franz Gabor e colaboradores (2008) e Ratzinger e
colaboradores (2010), relataram tamanho médio entre 140 e 170 nm, 120 e 159
nm, respectivamente. Esses autores utilizaram, em seus trabalhos, método de
preparo da nanoparticulas similar ao utilizado no presente trabalho (método de
emulsdo evaporacado do solvente). (FILLAFER et al., 2008b), (RATZINGER et al.,
2010).

Song e colaboradores fizeram um estudo sobre o efeito do solvente na fase
organica sobre o tamanho de particula em nanoparticulas de PLGA. Encontraram
tamanhos de 117+ 3 nm, 221+ 5 nm e 461+ 10 nm, utilizando Pluronic com
acetato de etila, acetona e diclorometano respectivamente, concluindo que se
obtém nanoparticulas estaveis e monodispersas com acetato de etila. Pelo qual

tem concordéncia com os resultados obtidos (SONG et al., 2006).
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O parametro avaliado do tamanho de particulas é uma caracteristica fisica

importante, pois estd relacionado diretamente com a area de superficie das

particulas e consequentemente com a velocidade de difusdo do farmaco a partir

da matriz polimérica, alterando assim diretamente a velocidade de liberacdo do

farmaco a partir do sistema nanoparticulado (JUNIOR, 2008).

polidispersividade e potencial zeta.

Tabela 15. Caraterizacéo das NPs de PLGA. Tamanho de particula,

pH* Diametro Diametro (nm) | Polidispersivi | Potencial Zeta
(nm) No SEM dade* (mV)*
No DLS*
FO1 | 6,58+0,1 | 110,6+24 121,37 + 26,62 | 0,183 + 0,015 -22,59+0,34
FO2 | 6,39+2,6 139,1+1,5 132,81 + 68,95 | 0,131 + 0,007 -20,23 £ 0,57
FO3 | 7,00+ 1,2 100,7 +0,9 122,77 + 29,34 | 0,149+ 0,120 -16,02 £ 0,35
FO4 | 6,75+0,1 | 1085+1,1 110,18 + 25,21 | 0,133+ 0,011 -20,75 + 0,46
FO5 | 6,46 +0,9 | 107,8+2,7 126,95 + 43,09 | 0,191 + 0,130 -15,92 £ 0,73
FO6 | 6,59+0,2 | 119,2+0,7 103,41 + 21,38 | 0,144 + 0,009 -14,2+1,42
FO7 | 6,68+0,8 97,2+0,4 123,56 + 31,46 | 0,135 + 0,006 -18,21 + 0,68
FO8 | 6,45+0,4 | 1055+0,3 132,20 + 35,94 | 0,134 + 0,006 -22,13+0,72
Fvaza | 6,86 +0,7 | 109,9+0,5 137,97 + 26,25 | 0,134 + 0,011 -18,6 + 0,29

*media de trés medi¢cbes

5.3.2 Polidispersividade.

No que se refere ao indice de polidispersividade, foram obtidos valores

entre 0,131 e 0,191 (Tabela 15). Ratzinger e colaboradores (2010) relataram que

as nanoparticulas obtidas pelo método de emulsdo evaporagdo, similar ao

utilizado, obtiveram indices de polidispersividade entre 0,089 e 0,142. Os autores

concluiram que tais indices indicaram limitada variabilidade do tamanho médio das
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particulas. (RATZINGER et al., 2010). Dessa forma, os resultados obtidos foram

considerados adequados.

5.3.3 Potencial Zeta

A Tabela 15 descreve os valores referentes ao potencial zeta apresentado
pelas nanoesferas, o valor encontrado para as nanoparticulas contendo o0s
farmacos (diclofenaco de sédio e dexametasona) encontra-se na faixa de -14,2 +
1,42 e -22,59 = 0,34 mV, e para as nanoparticulas isentas do farmaco (branco) o
valor foi de -18,6 + 0,29. Esses valores foram similares aquele obtido por Shaikh e
colaboradores (2009) de -24,8 + 1,9 mV. Esses autores utilizaram, para a
preparacdo da nanoparticula, método similar ao utilizado no presente trabalho.
(SHAIKH et al., 2009).

A carga superficial das nanoparticulas € um parametro importante para
avaliacdo da estabilidade e da interagdo das nanoestruturas entre si e com outras
substancias. Valores de potencial zeta elevados sugerem maior estabilidade do
sistema, pois a repulsdo entre as particulas previne o fenbmeno de agregacao.
Desta forma, os valores de potencial zeta encontrados para todas as formulagdes,
apresentam-se adequados para permitir que as nanoesferas em suspencao

mantenham-se sem agregacao.

5.3.4 pH
Quanto ao pH encontrado em as formulacdes realizadas obtiveram-se valores
na faixa de 6,39 + 2,6 ate 7,00 + 1,2, encontrando-se dentro da faixa que os
medicamentos injetaveis devem ter pH 4 ate 8. (GUASCA, 2010)

5.3.5 Morfologia das nanoparticulas por SEM
Na Figura 31 podem-se observar por SEM as nanoparticulas obtidas,
encontrando tamanhos inferiores de 250 nm, monodispersas e com forma

uniforme.
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Figura 31. Micrografias por microscopia eletronica de varredura das
nanoparticulas de PLGA contendo DS e DX.

A andlise morfolégica por SEM mostrou nanoparticulas com forma esférica,
sem formacéo de aglomerados de nanoparticulas. A obtencdo de nanoparticulas
com forma esférica é importante quando se deseja administra-las endovenosa e
intra-articularmente, j4 que essa forma regular facilita o fluxo das particulas na
corrente sanguinea.

Na analise por SEM as formulacbes apresentaram tamanho nanomeétrico.
Pode-se observar nanoparticulas com tamanhos que variam na faixa de 103,41 +
21,38 e 148,65 + 26,79, aproximadamente. Na analise de tamanho por
espalhamento de luz, o didmetro médio obtido para as nanoparticulas foi de
aproximadamente 97,2 e 139,1 +1,5 nm, (Tabela 15). Portanto, houve uma
correlacdo entre os tamanhos obtidos nessas duas técnicas (DLS e SEM).

Diversas técnicas tém sido empregadas para a analise da morfologia e do
tamanho das nanoparticulas: espalhamento de luz, microscopia eletrdnica de
varredura, microscopia eletrénica de transmissdo dentre outras. (BOOTZ et al.,
2004) No entanto, a combinacdo das técnicas tem sido muito recomendada para

uma melhor caracterizacdo das amostras pelo qual foi realizada a MET.

5.3.6 Morfologia das nanoparticulas por TEM

A analise morfolégica por TEM mostrou nanoparticulas com forma esférica,
com tamanho e forma similares e sem formag&o de aglomerados. Na Figura 32
podem-se observar as micrografias de algumas nanoparticulas das formulacdes

elaboradas.
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Figura 32. Micrografias por microscopia eletronica de transmissé@o das nanoparticulas
de PLGA contendo DS e DEXA (a) F06, (b) F09, (c) F08, (D) F10 Branco.

TEM somente foi realizada para as formula¢cdes que tiveram uma maior
eficiéncia de encapsulagdo (FO6, FO8 e F09) e as nanoparticulas sem farmaco
(vazias), comparando com as micrografias obtidas por SEM pode-se corroborar
gue sdo formadas nanoparticulas de forma esférica, tamanho homogéneo e sem
aglomerados.
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5.3.7 Espectrometria de absorc¢éo na regido do Infravermelho

A espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho pode fornecer
informacdes importantes sobre a compatibilidade farmaco-excipiente, ocorréncia
de reacdes entre as espécies quimicas envolvidas, durante ou apdos qualquer
processo fisico. Tem sido utilizada em estudos de pré-formulacéo de sistemas de
liberac&do e de medicamentos (JUNIOR, 2008).

Na Figura 33 podem-se observar 0s espectros obtidos para cada
componente da formulacdo realizada (diclofenaco de sddio, dexametasona e o

polimero PLGA) e a mistura mecanica.

O espectro da dexametasona indicou uma banda tipica referente a vibracéo
de deformacéo axial da ligagdo OH em 3400-3675 cm, as bandas da deformagéo
axial das ligacdes CH aromaticos em 3020-3050 cm, ligacdes CH alifaticos em
2850-3000 cm™ e a banda tipica da deformacédo axial do carbonilo em 1660-1700
cm, conforme o encontrado na literatura (SILVERSTEIN, 2000). O espectro do
diclofenaco de soédio pode-se observar duas bandas em 3350- 3380 cm™
correspondente a deformacéo da ligacdo NH, em 3000- 3050 cm™ as bandas da
deformagéo axial da ligagdo CH aromatico, e em 1750-1720 cm~ as deformacdes
do grupo C=0, conforme o encontrado na literatura (SILVERSTEIN, 2000).

Para o PLGA, o espectro de infravermelho obtido apresenta bandas nas
regides de estiramento C=0 e C-O tipicos de ésteres. A 1660 cm visualiza-se
uma banda intensa e aguda, causada pelo alongamento da ligacdo C=0O dos
ésteres, entre 2980-2850 cm™? apresentam-se bandas caracteristicas de
estiramentos simétricos e assimétricos de grupos CH2 e CH3, encontrando-se de
acordo ao reportado na literatura (MOTTA; DUEK, 2006).

O espectro obtido para a mistura fisica apresenta as bandas de absorcéo
caracteristicas nas mesmas faixas de numero de onda observados para cada um
dos componentes da mistura (DEX, DS e PLGA). Portanto é possivel estabelecer

que ndo h interacdo quimica entre os farmacos e o veiculo polimérico PLGA.
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Figura 33. Espectro de absorcdo de IV da dexametasona, diclofenaco de
sédio, PLGA e mistura mecanica.
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Na Figura 34 encontra-se o espectro obtido da nanoparticula carregada e
vazia, podem-se observar algumas modificagdes com respeito da mistura fisica,
nas nanoparticulas formadas na regido do infravermelho que apresentou maior
modificacdo na faixa de 3000 a 3600 cm™ correspondente possivelmente a um
grupo hidroxila, indicando a presenca de novas ligacoes.

Os resultados obtidos a partir da analise dos espectros FTIR indicaram que
as absorcoes tipicas dos grupos funcionais dos farmacos e o PLGA (observadas
na mistura fisica) sdo semelhantes as encontradas apds incorporacdo dos
farmacos aos sistemas poliméricos, sugerindo que a integridade quimica do
farmaco foi mantida. Além disso, estes resultados também demonstraram o
sucesso do método de incorporagédo dos farmacos no sistema poliméricos, ja que
na nanoparticula carregada se tem uma mudanca em relacdo as nanoparticulas
branco, pelo qual se tem a formacdo de um novo sistema nanoparticulado

contendo os farmacos.
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Figura 34. Espectro de absorcdo de IV das nanoparticulas com farmaco (a)
mistura fisica (b) e nanoparticulas sem farmaco (c).
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5.4 Método de HPLC para identificacdo e separacdo simultanea do

diclofenaco de s6dio e dexametasona.

Para o desenvolvimento do método de cromatografia liquida foram feitas
modificacdes do método de Sayed e Kumar. Eles utilizarem como fase moével
acetonitrila: agua (28:72% v/v, pH 2.3) e obtiveram um tempo de corrida para a
dexametasona de 9,9 min (KUMAR et al., 2006).

No método desenvolvido foi utilizada outra proporcdo na fase movel
acetonitrila:agua (50:50% v/v, pH 3), obtendo boa separacdo da dexametasona e
diclofenaco de sédio, com tempo de analise inferior aos 6 minutos. Na Figura 35
se pode observar o cromatograma por HPLC dos padrbes dos farmacos

diclofenaco de sodio e dexametasona por método isocratico.

Dexamethasone
0,6 (1,93 min)

0,5
0,4 +

E Sodium Diclofenac
0,3 (5,17 min)

AU

0,2 4
0,1

00 _

0 2 4 6 8 10
Time (min)

Figura 35. Cromatograma do diclofenaco de sédio (50,0 pg mL?t) e
dexametasona (50,0 ng mL?), fase mével: ACN/agua (pH=3) = 50/50; Fluxo:
0.4ml min; Coluna: Phenomenex kinetex C18, 2.6 um, 75x4.6 mm; T=40°C,
deteccdo em 260 nm.

5.4.1 Validacdo do meétodo para a quantificacdo simultanea do
diclofenaco de sodio e dexametasona por HPLC.

Na validagdo do método foram utilizados os parametros a seguir:
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. Coluna Phenomenex kinetex C18, 2.6 um, 75x4.6 mm
. Fluxo: 0,4 mL min?

. Fase movel: ACN/agua (pH=3) = 50/50

. Deteccéo UV: 260 nm

. Temperatura: 40°C

Especificidade

A especificidade é a capacidade que um método tem de avaliar, de forma
inequivoca, a substancia em exame na presenca de componentes que poderiam
interferir em sua determinacdo numa mistura complexa (USP-NF, 2011).

Na Figura 36 pode se observar o cromatograma da NP carregada com
farmacos e a NP vazia, néo foi observada nenhum pico no tempo de retencédo dos
farmacos (1,93 e 5,17 min), pelo qual o método pode ser considerado especifico

para detectar os farmacos nas nanoparticulas.

T T T T T T T T T T T v T T T T T T T . T r 0‘9

0,6 [

— = — Farmacos - 0.8
Dexametasona
— = — Placebo

0,5 - [ 07
- 0,6
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- 0,5

0,3 1 [
UA 1 Diclofenaco 0,4

de sodio - UA

0,2 - [ 03
- 0,2

0,1 - -
T 0.1

0,0 H I
- 0,0
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Figura 36 — Cromatograma da NP com os farmacos diclofenaco de sddio
(50,0 ng mL?) e dexametasona (50,0 ug mL?') e placebo (NP sem os
farmacos). Condigoes: fase movel: ACN/agua (pH=3) = 50/50; Fluxo: 0.4
mL/min; Coluna: Phenomenex kinetex C18, 2.6 um, 75x4.6 mm; T=40°C,
deteccdo em 260 nm.
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Linearidade

Foram construidas a curvas analiticas para cada farmaco (DS e DX) e

obteve-se linearidade, com coeficiente de correlacdo acima de 0,99. Segundo a

Anvisa, o coeficiente de correlacdo de linearidade acima de 0,99 é satisfatério

(BLIESNER, 2006).

A Figura 37 apresenta a curva analitica do diclofenaco de sédio obtida a

260 nm e os valores experimentais obtidos na construcdo da curva sdo mostrados

na Tabela 16.
Sodium Diclofenac
8x10° 7
7x10° 1 A
6x10° y = 1.79E4 + 746,55
. r2= 0,99998 oz
5x10° A P
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@ 4 //I/
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6 e
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B /
1x10° e
o]
-1x1 06 T T T T T T T T
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Amount

Figura 37. Curva analitica do diclofenaco de sodio na faixa de concentragfes
de 0,78 pg mL* a 400,0 ug mL?). Deteccdo UV em 260 nm

Tabela 16. Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva de
calibracéo do diclofenaco de sédio. Método HPLC. Deteccao a 260nm.

Concentracdo de leitura (ug mL™) Area Do Pico
0,8 1,45E+04
1,6 2,89E+04
3,1 5,79E+04
6,3 1,16E+05
12,5 2,31E+05
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25,0 4,57E+05
50,0 8,97E+05
100,0 1,78E+06
200,0 3,56E+06
300,0 5,40E+06
400,0 7,17E+06
Inclinacéo (b) 1,792 E+04
Desvio padrao da inclinagéo 27,297
Intercepto (a) 746,553
Desvio padrao do intercepto (Sa) 4,53E3
Coeficiente de correlagéo 0,99998

A Figura 38 apresenta a curva analitica da dexametasona obtida a 260 nm

e 0s valores experimentais obtidos na construcdo da curva de calibracdo séo

mostrados na Tabela 17.
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Figura 38. Curva analitica da dexametasona na faixa de concentragfes de

0.88 pug mL* a 400,0 ug mL?
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Tabela 17. Resultados experimentais obtidos na determinacéo da curva analitica
da dexametasona. Método HPLC. Deteccédo a 260 nm.

Concentracéo de leitura (ug mL™1) Area Do Pico
0,88 1,45E+04
1,56 2,74E+04
3,13 5,48E+04
6,25 1,10E+05
12,50 2,25E+05
25,00 4,48E+05
50,00 8,76E+05
100,00 1,75E+06
200,00 3,50E+06
300,00 5,37E+06
400,00 7,02E+06
Inclinacéo (b) 1,77E+06
Desvio padrao da inclinacéo 70,91
Intercepto (a) -665,96
Desvio padrao do intercepto 1,1775e4
(Sa)
Coeficiente de correlacéo 0,9998

Exatidao

O teste de recuperacédo esta relacionado com a exatiddo do método, o qual
traduz o grau de concordancia entre os resultados encontrados pelo método e um
valor aceito como referéncia (USP-NF, 2011).

A exatiddo do método foi calculada considerando a diferenga entre a média
e o valor verdadeiro aceito. Foram utilizadas as concentragbes de 0,025 mg/mL
(25%), 0,050 mg/mL (50%) e 0,100 mg/mL (100%) simuladas (solucdo do farmaco
+ placebo), em triplicata, para cada concentragdo. A exatiddo foi calculada e os

resultados estéo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Concentracdo teodrica, concentracdo obtida e porcentagem de
recuperacdo do teste de exatiddo do método de quantificacdo de diclofenaco de
sodio por HPLC.
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Concentragéo Diclofenaco de Sédio Dexametasona
tedrica (ug mL™?) [obtida] Recuperacao [obtida] Recuperacao
(ug mL™) (%) (ug mL™) (%)

100,00 99,47 99,47 100,35 100,35
100,00 98,80 98,80 99,30 99,30
100,00 97,03 97,03 98,66 98,66
Média 98,43 Média 99,44

SD 1,26 SD 0,85
50,00 49,84 99,69 50,53 101,07
50,00 49,84 99,68 50,86 101,72
50,00 49,76 99,51 50,24 100,48
Média 99,63 Média 101,09

SD 0,10 SD 0,62
25,00 24,63 98,51 25,30 101,20
25,00 24,69 98,74 25,33 101,32
25,00 24,82 99,30 24,73 98,93
Média 98,85 Média 100,48

SD 0,41 SD 1,35

O resultado da exatiddo apresentada nas Tabelas para os dois farmacos
mostrou que a recuperacao € proxima de 100% e dentro da faixa aceitavel de
recuperacdo (80-110%), segundo. (BRITO et al., 2005)). O desempenho indicou
que o método de quantificacdo desenvolvido é capaz de proporcionar resultados

préximos do valor real para a quantificacdo dos farmacos nas nanoparticulas.

Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

A Tabela 19 apresenta os resultados relativos aos limites de deteccgéo e

quantificacdo do diclofenaco de sédio e da dexametasona.
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Tabela 19. Resultados experimentais obtidos na determinacdo dos limites de

deteccédo e quantificacédo do diclofenaco de sédio e dexametasona por HPLC.

Dexametasona Diclofenaco de Sédio

LOD (ug mL-1) 7,19 2,77
LOQ (ug mL-1) 21,79 8,39

Precisdo do método.

A precisdo foi determinada para avaliar a proximidade dos resultados
obtidos em uma série de medidas de amostragem multipla. Foram utilizadas
amostras em replica de 10. A Tabela 20 apresenta os resultados obtidos.

O coeficiente de variacdo (% CV) nas medidas foi menor que 5%, por tanto

a precisdo do meétodo foi considerada satisfatéria segundo os critérios de

aceitacao.
Tabela 20. Precisdo do método de HPLC para quantificacdo do DS e DEXA.
Concentracao Diclofenaco de Dexametasona
tedrica (ug mL1) soédio (ug mL1) (ug mL1)
100,00 100,70 101,71
100,00 102,03 100,50
100,00 102,85 100,33
100,00 103,00 102,24
100,00 101,86 101,60
100,00 99,97 99,30
100,00 99,12 99,03
100,00 99,37 99,24
100,00 100,37 101,46
100,00 100,00 99,43
Média 100,93 100,49
SD 1,41 1,20

% CV 1,40 1,20
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Os testes para os dois farmacos apresentaram coeficiente de variacao (CV)
igual 1,40% e 1,20% para o diclofenaco de so6dio e a dexametasona
respectivamente (Tabela 20). Esses resultados podem ser considerados
adequados quando comparados a exigéncia da regulamentacéo vigente (RE n°

899) que define 0 maximo 2% na validagdo do método. (SILVA et al., 2007b).

5.5 Método de Eletroforese Capilar para identificacdo e separacao
simultanea do diclofenaco de so6dio e dexametasona.

Com a finalidade de encontrar uma metodologia eficiente para determinar a
taxa de encapsulamento dos farmacos nas nanoparticulas por eletroforese capilar,
alguns testes preliminares foram realizados para encontrar um método adequado
para a quantificacdo dos farmacos.

Trabalhou-se primeiramente com CZE, foi utilizada como eletrélito uma
solucédo de tetraborato de sédio (TBS) 50 mmol Lt e pH 9,4 com tensdo aplicada
de 15 KV. Na Figura 39 se pode observar que com a técnica de eletroforese
capilar de zona néo é possivel a separacdo dos farmacos, ja que a dexametasona
sai como o fluxo eletrosmatico, isto se da, porque neste pH a dexametasona se
encontra neutra e nao ird se separar do fluxo. Por este motivo foram realizados

outros testes, com a outra técnica cromatografia eletrocinética micelar (MECK).

A Cromatografia eletrocinética micelar € o modo de eletroforese que tem a
capacidade de separar solutos neutros e carregados eletricamente ao mesmo
tempo. Na MECK sé&o adicionados surfactantes idonicos em altas concentragdes ao
eletrdlito para a formacdo de micelas. As micelas formam estruturas
tridimensionais em que as partes hidrofébicas do surfactante ficam voltadas para o
interior e a parte eletricamente carregada para o exterior da micela, no caso do
dodecil sulfato de sodio, formando agregados anfifilicos. As moléculas mais

hidrofébicas iréo se ligar a regido hidrofobica da micela do surfactante.
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Figura 39 Eletroferograma da solucdo padréo de diclofenaco de sédio (100,0
Hg mL-1), dexametasona (200,0 ug mL?) por CZE Condicdes: eletrolito:
tetraborato de sédio 50 mmol L%, pH 9,4, tensdo aplicada +15kV, temperatura
25°C, Detecgdo UV em 280 nm. Coluna capilar de silica fundida de 20 cm até

detector x 50 um d.i.
A separacdo de solutos neutros é baseada na interacdo hidrofébica dos

solutos com a micela. Moléculas menos hidrofébicas irdo se ligar mais fracamente
a micela. Quanto mais forte a interacdo, maior é a mobilidade dos solutos ligados
a micela a um pH alto (WILLIAM C. BRUMLEY, 1994)

Sendo a dexametasona insollvel em agua, foi utilizada a técnica de MECK,
ja que permite a separacao da dexametasona e do diclofenaco de sodio.

Na Figura 40 se pode observar o eletroferograma obtido para os padroes
dos farmacos diclofenaco de sodio e dexametasona utilizando a técnica de MECK,
a qual permitiu a separacdo dos farmacos num tempo de analise inferior a 4

minutos.
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Figura 40 Eletroferograma da solucéo padrdo de diclofenaco de sédio (100,0 ug mL™?),
dexametasona (100,0 ug mL') por MECK. CondicGes: eletrélito: tetraborato de sédio 20
mmol L*dodecil sulfato de sé6dio 40 mmol L*. pH 9,2, tensdo aplicada +28kV,
temperatura 25°C, Deteccdo UV em 239 nm. Coluna capilar de silica fundida de 20 cm

até detector x 50 um d.i.

Escolha do padréo interno:
Para encontrar o padrdo interno adequado realizaram-se diferentes ensaios

com os padrdes: furosemida, acido salicilico, niacinamida e lidocaina, (Figura 41)

obtendo os seguintes eletroferogramas:
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Figura 41 Eletroferograma de diclofenaco de so6dio 100 ugml L e
Dexametasona 100 ugml L com diferentes padrées a) furosemida 100 ugml L-
1 b) acido saliclico 100 ugml L* ¢) niacinamida 100 ugml L* d) lidocaina 100
ugml Lt Condicdes: eletrélito: tetraborato de s6dio 20 mmol L*, dodecil sulfato
de s6dio 40 mmol.Lt. pH 9,2, tensdo aplicada +28kV, temperatura 25°C,
Deteccdo UV em 240 nm. Coluna capilar de silica fundida de 20 cm até
detector x 50 um d.i.

Com o objetivo de ndo aumentar o tempo de analise pelo padréo interno, foi
descartada a niacinamida, enquanto a lidocaina e o acido salicilico apresentaram
picos com maior dispersdo e menor resolucédo do que a furosemida. Desta forma a
furosemida foi selecionada por ter uma adequada resolu¢cdo com o diclofenaco de
sodio (Figura 42).
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Figura 42 Eletroferograma de diclofenaco de so6dio 100 upg.mL?! e
Dexametasona 100 pg.mL? furosemida 100 pg.mL?* Condigdes: eletrdlito:
tetraborato de sé6dio 20 mmol L*,dodecil sulfato de sédio 40 mmol L. pH 9,2,
tensdo aplicada +28kV, temperatura 25°C, Deteccdo UV em 240 nm. Coluna
capilar de silica fundida de 20 cm até detector x 50 um d.i.

5.5.1 Validacdo do método para a quantificacdo simultanea do

diclofenaco de sodio e dexametasona por CE.

Na validacdo do método foram utilizados os parametros a seguir:
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e Colunas capilares de silica fundida com 50 pm d.i. e 30 cm de comprimento
total (20 cm até detector).

e Temperatura da coluna: +20 °C

e Deteccdo: 240nm

e Voltagem: +28kV

o Eletrélito: Tetraborato de Sédio 20,0 mmol L1, Dodecil sulfato de sédio 40,0
mmol L!, 10% de metanol, pH 9,2

Especificidade
Na Figura 43 pode se observa que o eletrélito e o placebo nédo

apresentaram algum pico no tempo de retencao dos farmacos e o padréo interno

0.012
0,010
H
0.008 ]
0,006 N I
P
E \ \
— \_ . NV —
000

0.0027 A\
— - /N

Figura 43. Eletroferograma (a) farmacos e o padréo interno (diclofenaco de sédio
100 pg mL?! e Dexametasona 100 pg mL* furosemida 100 ug mL?) (b) placebo, no
método analitico por CE. Condicdes: eletrélito: tetraborato de sédio 20 mmol L2,
dodecil sulfato de sédio 40 mmol L. pH 9,2, tensdo aplicada +28kV, temperatura
25°C. Deteccao UV em 240 nm. Coluna capilar de silica fundida de 20 cm até
detector x 50 um d.i.

Linearidade

A Figura 44 apresenta a curva analitica do diclofenaco de sédio obtida a
240 nm e os valores experimentais obtidos na construgdo da curva analitica sdo

mostrados na Tabela 21.
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Figura 44. Curva analitica do diclofenaco de sddio na faixa de concentragdes
de 75,0 ug mL* a 225,0 ug mL?). Detecgcdo UV em 240 nm.

Tabela 21. Resultados experimentais obtidos na determinagéo da curva analitica
do diclofenaco de sodio. Método MECK. Deteccéo a 240nm.

Concentracdo de leitura (ug mL™) Area do Pico

75 3360,50
105 5779,67
120 6331,25
135 7965,50
165 9511,00
180 10684,67
225 14248,50

Inclinacédo (b) 71,043

Desvio padrao da inclinagéo 2,213

Intercepto (a) -1931,036

Desvio padrao do intercepto 334,051

(Sa)

Coeficiente de correlacéo (r2) 0,9952

A Figura 45 apresenta a curva analitica da dexametasona obtida a 240 nm
e 0s Vvalores experimentais obtidos na construcdo da curva analitica séo

mostrados na Tabela 22.
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Figura 45 Curva analitica da dexametasona na faixa de concentracdes de

100,0 ug mL* a 300,0 ug mL™2.

Tabela 22. Resultados experimentais obtidos na determinagéo da curva analitica

da dexametasona. Método MECK. Detecc¢éo a 240nm.

Concentracéo de leitura (ug mL™1)

Area Do Pico

100 5541,75
140 8696,67
160 10215,00
180 11731,50
200 12938,75
220 13758,75
240 15449,75
300 18833,00
Inclinacéo (b) 65,782
Desvio padrao da inclinacéo 2,198
Intercepto (a) -517,513
Desvio padrao do intercepto (Sa) 442,070
Coeficiente de correlagéo (r2) 0,9933

Exatidao

A exatiddo do método foi calculada considerando a diferenca entre a média

e o valor verdadeiro aceito. Foram utilizadas as concentragdes de 50% (Diclo 75,0
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ugmL? e Dexa 100,0 pgmL?), 70% (Diclo 105,0 ugmL? e Dexa 140,0 pgmL™),
100% (Diclo 150,0 ugmL* e Dexa 200,0 ugmL™) simuladas (solucdo do farmaco +
placebo), em triplicata, para cada concentracdo. A exatidao foi calculada e os

resultados estéo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Concentracdo tedrica, concentracdo obtida e porcentagem de
recuperacdo do teste de exatiddo do método de quantificacdo de diclofenaco de

sddio e dexametasona.

Diclofenaco de Sodio
Dexametasona
Concentracd |[obtida] (ug |Recuperacd | Concentraca [obtida] Recuperaca
o tedrica (ug mL?) 0 (%) o tedrica (ug (ug mL1) 0 (%)
mL1) mL1)

75,00 77,10 102,80 100,00 102,67 102,67
75,00 78,33 104,43 100,00 102,94 102,94
75,00 78,01 104,02 100,00 100,10 100,10
Média 103,75 Média 101,90

SD 0,85 SD 1,57
105,00 108,04 102,89 140,00 140,67 100,48
105,00 104,68 99,69 140,00 142,15 101,54
105,00 107,13 102,03 140,00 143,49 102,49
Média 101,54 Média 101,50

SD 1,66 SD 1,01
150,00 149,13 99,42 200,00 204,95 102,48
150,00 149,67 99,78 200,00 201,14 100,57
150,00 150,34 100,23 200,00 194,57 97,28
Média 101,69 Média 100,11

SD 1,95 SD 2,63

O resultado da exatiddo apresentada nas Tabelas para os dois farmacos
mostrou que a recuperacdo é proxima de 100% e dentro da faixa aceitavel de
recuperacédo (80-110%) (BRITO et al., 2005). O desempenho indicou que o0 método
de quantificacdo desenvolvido € capaz de proporcionar resultados proximos do

valor real para a quantificagdo dos farmacos nas nanoparticulas.
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Limite de Detecc¢éo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

A Tabela 24 apresenta os resultados relativos aos limites de deteccédo e

quantificacdo do diclofenaco de sédio e da dexametasona.

Tabela 24. Resultados experimentais obtidos na determinagdo dos limites de

deteccao e quantificacdo do diclofenaco de sédio e dexametasona.

Diclofenaco de sédio Dexametasona

LOD (ug mLT) 0,181 0,185
LOQ (ug mLY) 0,550 0,559

Precisdo do método

O coeficiente de variacdo (% CV) para a razdo das areas dos picos foi
menor que 2%, por tanto a precisdo do sistema foi considerada satisfatéria

segundo os critérios de aceitacdo. (SILVA et al., 2007b).

Tabela 25. Resultados experimentais obtidos na determinagédo da precisdo do
método. Método MECK. Deteccéo a 240nm

Ensaio Razéo das areas dos | Razéo das éareas dos
picos diclo/furo picos dexalfuro
1,0 1,329 1,817
2,0 1,355 1,818
3,0 1,362 1,808
4.0 1,276 1,735
5,0 1,352 1,798
6,0 1,334 1,810
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7,0 1,331 1,862
8,0 1,332 1,803
9,0 1,329 1,788
Média 1,333 1,806
SD 0,025 0,035
% CV 1,870 1,938

5.6 Determinacé&o da eficiéncia de encapsulacao

A quantificacdo dos

farmacos (DS e DEXA) encapsulados nas

nanoparticulas foi realizada pelas duas técnicas analiticas, cromatografia liquida

de alta eficiéncia e eletroforese capilar.

5.6.1 Método Indireto para HPLC:

No método indireto foi determinada a concentracdo de farmaco né&o

associado ao sistema carreador, apdés uma analise do sobrenadante resultante do

processo de lavagem (trés centrifugacdes das formulagdes).

Os resultados obtidos por HPLC para a eficiéncia de encapsulacédo de

diclofenaco de sbédio e dexametasona estdo apresentados na Tabela 26.

Tabela 26 — Quantidade de farmaco encapsulado e eficiéncia de encapsulagéo de

nanoparticulas de PLGA.

DICLO DEXA
FO1 43,22 + 10,55 53,11 + 7,00
FO2 42,87 + 8,53 57,11 + 4,44
FO3 40,67 + 10,26 45,00 + 2,36
FO4 52,60 + 6,09 62,47 + 9,61
FO5 49,37 + 2,78 46,67 + 4,71
FO6 54,60 + 6,93 56,64 + 2,78
FO7 53,93 +4,01 60,67 + 12,10
FO8 49,09 + 3,27 66,37 + 10,85
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Na Figura 46 pode-se observar as eficiéncias de encapsulagéo encontradas
para as 8 formulacfes realizadas. A dexametasona apresentou uma encapsulacéo
de 45,00 + 2,4% ate 66,37 + 10,9%, enquanto o diclofenaco de 40,67 + 10,3% a
54,60 + 6,9% nas diferentes formulacfes. A dexametasona apresentou uma maior
encapsulacdo por ser mais hidrofobica e, assim, ter maior afinidade pelo polimero
hidrofébico e maior possibilidade de encapsular do que o diclofenaco de sddio que
é hidrofilico. No entanto o método de encapsulacéo permitiu obter bons resultados

para os dois farmacos.

90 — _ Diclo HPLC
B Dexa HPLC
60 -
L -
L
=4
30 —
0 -

FO1 FO2 FO3 FOo4 FO5 FO6 FO7 FO8

Figura 46. Eficiéncia de encapsulacao encontrada pelo método indireto utilizando como
técnica de quantificagdo HPLC.

5.6.2 Método Direto (CE):

Utilizando a metodologia analitica de eletroforese capilar foi quantificada a
eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos nas nanoparticulas de PLGA. Foi
utilizada o método direto, as nanoparticulas em po (previamente liofilizadas) foram
abertas por dissolucdo com NaOH 0,1 mol L?, seguido da precipitacdo do

polimero com metanol.
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Os resultados obtidos por CE para a eficiencia de encapsulacdo de

diclofenaco de sédio e dexametasona estédo apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 — Quantidade de farmaco encapsulado e eficiéncia de encapsulacéo de

nanoparticulas de PLGA, pela técnica de eletroforese capilar

DICLO DEXA
FO1 40,39 +1,91 57,89 + 0,82
FO2 46,11 + 1,77 69,32 + 0,86
FO3 31,26 + 4,32 33,75 +0,75
FO4 55,83 + 3,52 61,68 + 2,56
FO5 36,43 +4,84 38,77 +4,78
FO6 40,21 + 2,00 50,04 + 0,30
FO7 43,40 + 0,99 61,07 + 3,02
FO8 51,42 + 5,54 66,88 + 8,44

Na Figura 47 pode-se observar as eficiéncias de encapsulagéo encontradas

para as 8 formulacfes realizadas. A dexametasona apresentou uma encapsulacao
de 33,75 + 0,8% a 69,32 + 0,9 % enquanto o diclofenaco de sodio de 31,3 + 4,3%

a 55,8 + 3,5% nas diferentes formulagdes. Ao igual que o encontrado na EE obtida

por CE, a dexametasona apresentou uma maior encapsulacédo que o diclofenaco

de soédio.

90 —

% EE

FO1

FO2 FO3 FO4

FO5

I Diclo CE
I Dexa CE

FO6 FO7 FO8
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Figura 47. Eficiéncia de encapsulacdo encontrada pelo método indireto

utilizando como técnica de quantificacdo CE.

A eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos foi similar utilizando as duas

técnicas de quantificacdo HPLC e CE, porém obtiveram maiores eficiéncias de

encapsulacdo no meétodo indireto (Figura 48 e 49) possivelmente, porque as

nanoparticulas com trés lavagens ndo estavam completamente limpas, ficando

farmaco adsorvido na superficie. Portanto, para motivos de eficiéncia de

encapsulacdo o mais adequado foi pelo método direto, através da técnica de

eletroforese capilar.

890

Diclofenaco de Sodio

60 <

% EE

30 -

FO1 FO2 FO3 FD4 FO5 FO6 FO7

B Diclo HPLC
I Diclo CE

FO8

Figura 48. Eficiéncia de encapsulacdo encontrada pelo método indireto
(HPLC) e método direto (CE) para o Diclofenaco de Sédio.

90 Dexametasona

% EE

FO1 Fo02 FO3 F04 F05 F06 FO7

B Dexa HPLC
Il Dexa CE

Fo8

Figura 49. Eficiéncia de encapsulacdo encontrada pelo método indireto

(HPLC) e método direto (CE) para a Dexametasona.
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De acordo com a Figura 47 se pode concluir que o método realizado para a
encapsulacdo conjunta dos farmacos permitiu a co-encapsulagdo dos dois
farmacos e que nas formulagcbes FO04, FO6 e F08 se obtiveram as maiores
eficiéncias de encapsulacédo, devido a que nessas a quantidade de polimero PLGA
era maior. Na FO8 conseguiram-se 0os melhores resultados (Tabela 27), 51,42 +
5,54 % para o diclofenaco e 66,88 + 8,44% para a dexametasona.

De forma similar, Yordanov e colaboradores (2013) relataram eficiéncia de
encapsulacdo entre 63 e 68 % de etoposideo em nanoparticulas obtidas por um
método similar ao elaborado. Assim sendo, a eficiéncia de encapsulacdo do
diclofenaco e dexametasona relatada no presente trabalho (51% e 66%

respectivamente) pode ser considerada satisfatoria.

5.7 Delineamento experimental

Os efeitos dos trés parametros escolhidos (concentracdo polimero PLGA,
concentracdo Pluronic e tempo de sonicacdo) foram estudados utilizando um
planejamento fatorial completo. No diagrama de pareto obtido para as respostas
pode-se observar somente que as quantidades de PLGA e de Pluronic tiveram
efeito significativo de 95% sobre o tamanho de particula (Figura 50). Porém, as
variaveis estudadas ndo tiveram efeito significativo na EE do Diclo, EE da DEXA e

potencial zeta.

Ao falta de um efeito significativo indica que o método de elaboracédo das
nanoparticulas é robusto. O método desenvolvido permite uma encapsulacédo dos
farmacos (DS e DX) adequada aproximadamente maior ao 50% para a maioria

das formulacdes elaboradas.
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Pareto Chart of the Standardized Effects Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Tamanho, Alpha = ,05) (response is %EE Dexa CE, Alpha = ,05)
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Figura 50. Diagrama de Pareto Padronizado para tamanho de particula (hm),
potencial zeta, eficiéncia de encapsulagéo Diclofenaco de sodio (%EE Diclo) e
eficiéncia de encapsulacdo da dexametasona (%EE Dexa).

No entanto nas Figuras 51 e 52 se pode ver a influencia das variaveis na

eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos, a quantidade de polimero PLGA

influéncia diretamente na encapsulacdo dos farmacos. Porém, ao aumentar o

PLGA pode se ver um aumento na eficiéncia de encapsulacdo. O tempo de

sonicacdo ndo tem uma influéncia marcada.

Main Effects Plot for 9%EE Diclo CE

Data Means
PLGA (mg) Pluronic (mg) t Sonicagdo
48 -
44 / -—
40 /

50

100

150 250 25

Figura 51. Efeitos das variaveis sobre a eficiéncia de encapsulacdo do
diclofenaco de sddio (%EE Diclo).
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Main Effects Plot for %EE Dexa CE
Data Means

- PLGA (mg) Pluronic (mg) t Sonicagdo
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Figura 52. Efeitos das varidveis sobre a eficiéncia de encapsulacdo da
dexametasona (%EE Dexa).

Efeito da concentragdo do polimero PLGA

A concentracdo do polimero na fase organica foi um fator importante no
aumento do tamanho das nanoparticulas, isso é conforme ao encontrado na
literatura. (SONG et al., 1997),(SCHLICHER et al., 1997). Ao aumentar a
concentracdo de polimero PLGA aumenta a viscosidade da solucdo organica,
porém, a alta resisténcia viscosa as for¢cas da sonicacdo dificulta a formacao de

nanoparticulas com menores tamanhos. (KWON et al., 2001). (Figura53).

O aumento da concentracdo de PLGA gera o aumento na viscosidade da
fase organica, reduzindo assim, a tensao de cisalhamento e promove a formacao
de goticulas maiores. Além disso, 0 aumento da viscosidade poderia dificultar a
disperséo rapida de uma solucdo de PLGA para a fase aquosa, resultando em
goticulas maiores o qual forma nanoparticulas de maior tamanho apés da

eliminacao do solvente organico. (SONG et al., 2008).
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Figura 53 Efeito do PLGA no tamanho de particula (nm) tendo constantes as
outras duas variaveis (tempo 25s, 3% Pluronic).

Por outro lado, um aumento da concentracdo de PLGA resultou num
aumento da eficiéncia de encapsulamento dos farmacos, o que concorda com o
encontrado na literatura. (KWON et al., 2001).(Figura 54)

70
65—-
60—-
55—-
50—-
45_- /

40-

— Diclo
Dexal

% EE

35+

30 : . : .
40 60 80
PLGA (mg)

T
100

Figura 54 Efeito do PLGA na eficiéncia de encapsulacdo de diclofenaco de
sédio e dexametasona, tendo constantes as outras duas varidveis (tempo 25s,
3% Pluronic).
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Efeito da concentracao do Pluronic

Quando a concentracdo do Pluronic aumentou de 150mg a 250 mg, a
eficiéncia de encapsulacdo dos dois farmacos aumentou, possivelmente, devido
ao aumento da estabilidade proporcionada pelo estabilizante na formacdo das
micelas na emulséo (Figura 49 e 50).

Todos os surfactantes citados na literatura tém valores tedricos de HLB
(balance hidrofilico- lipofilico) de 1 até aproximadamente 50. Os surfactantes mais
hidrofilicos tém valores de HLB superior a 10, enquanto os mais lipofilicos tém
valores de HLB entre 1 e 10. (BOUCHEMAL et al., 2004)

O Pluronic® F68 apresenta um alto equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB=29,
a 25 °C), e de acordo com Bouchemal et al, a média de tamanho da particula
diminui quando o valor do HLB do sistema coloidal aumenta, eles utilizaram
Pluronic F68 como agente estabilizante e formaram nanoparticulas com tamanho
de 124 + 46 nm, similar ao encontrado no presente estudo realizado.
(BOUCHEMAL et al., 2004)

Ao aumentar a concentracdo do Pluronic, o tamanho de particula diminui
(Figura 55). Deve-se provavelmente, que aumentando a quantidade de Pluronic a
tensdao interfacial diminui. (GALINDO-RODRIGUEZ et al.,, 2004) gerando uma
diminuicdo na tensdo de cisalhamento durante a emulsificacdo e promovendo uma
formacdo de goticulas de emulsdo menores. Assim, o diametro médio das
nanoparticulas diminuiu com o aumento da concentracdo de Pluronic. (SONG et
al., 2008).
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Figura 55 Efeito do Pluronic no tamanho de particula (nm) tendo constantes
as outras duas variaveis (PLGA 100mg e 25s).

Efeito do tempo de sonicacéo

Ao aumentar o tempo de sonicacdo o tamanho de particula diminui (Figura

56), esta concorda com os resultados obtidos por Song e colaboradores (2008)

eles encontraram que ao aumentar o tempo de sonicacdo o tamanho da particula
diminuia (LANCHEROS et al., 2014)(SONG et al., 2008)

120

118

m)

-

-

[«2]
1

114

112

110

Tamanho de particula (n

-

o

[o3)
1

106

104

25

30 35 40 45

Tempo de sonicage0o (s)

Figura 56 Efeito do tempo de sonicacdo (s) no tamanho de particula (nm)
tendo constantes as outras duas variaveis (100mg PLGA, 5% Pluronic).
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6. CONCLUSAO

Os métodos analiticos, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
eletroforese capilar (CE) foram desenvolvidos, validados e aplicados para a
determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos antiinflamatoérios,
dexametasona e diclofenaco de sodio nas nanoparticulas (NPs) poliméricas. As
nanoparticulas foram obtidas através da técnica de emulsdo—evaporacdo de
solvente. A eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos foi otimizada através do
desenho experimental fatorial. As nanoparticulas contendo os farmacos foram
caraterizadas fisico-quimicamente observando sua morfologia por TEM e SEM, as
NPs apresentaram forma esférica, com tamanho e forma similares e sem
formacédo de aglomerados. O potencial zeta demostrou que as NPs sdo estaveis
em suspensao. O pH foi avaliado durante um més observando que as NPs obtidas
apresentaram adequada estabilidade pelo periodo avaliado. Através da técnica de
espectroscopia vibracional IR foi observado que os farmacos nao apresentam
interacdo quimica com o veiculo copolimero acido poli (D,L lactico-co-glicélico)
(PLGA). A eficiéncia de encapsulacédo obtida foi maior que 50% para ambos o0s
farmacos. Os métodos analiticos validados foram lineares, precisos e exatos, 0
método CE foi mais rapido e menos agressivo ao meio ambiente, pelo pouco uso
de solvente organico. Portanto, a eletroforese capilar € um método alternativo a
HPLC e acreditasse que se tornara importante para futuras investigacdes de

nanoparticulas e para a nanociéncia em geral.
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