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RESUMO

A nanotecnologia € uma area em expansao dentro da ciéncia. O tamanho nano
permite que o material desenvolvido tenha caracteristicas fisico-quimicas
diferenciadas e de grande interesse tecnologico. Devido a sua interdisciplinaridade,
vem sendo estudada por areas como quimica, fisica, medicina, engenharias, entre
outros. Dentre o0s muitos materiais englobados pela nanotecnologia, os
nanocarreadores (sistemas cuja funcéo € carrear um farmaco até o seu sitio ativo)
tém sido explorados vastamente nas ultimas décadas. Suas vantagens frente a
medicacdes tradicionais tornam 0s nanocarreadores sistemas promissores pois
diminuem efeitos colaterais, bem como, permitem uma liberacdo controlada do
farmaco no organismo. Neste trabalho, foram desenvolvidas nanocapsulas
poliméricas de nucleo lipidico (LNCs) com parede polimérica composta pelos
polimeros PCL Mx=80 g mol! e o Eudragit ® S100. Com diametro médio D[43]
variando de 140 a 167 nm por difracdo de laser (DL) e de 148 a 182 nm por
espalhamento de luz dindmico (DLS); indice de polidispersdo das formulagfes
variaram de 1,13 a 1,49 (DL) e 0,137 a 0,177 (DLS); area superficial especifica variou
de 43,9 a 51,5 m?g e densidade de particulas variou de 3,40x10'? a 1,49x10%3
particulas por litro de formulacdo. Visando a preocupacdo crescente com 0 meio
ambiente e a geracdo de residuos biodegradaveis, realizou-se um estudo de
biodegradacao das formulacdes (teste de solo simulado), onde ficou demonstrado que
0s componentes das nanoparticulas degradam, mas podem apresentar perfis

diferentes devido a diferenca de componentes das LNCs.

Palavras-chave: Nanocapsulas poliméricas de nudcleo lipidico. Eudragit® S100.

Poli(e-caprolactona). Estudo de biodegradacao. Teste de solo simulado



ABSTRACT

Nanotechnology is a growing area within science. The nano size allows the developed
material to have different physicochemical characteristics of great technological
interest. Due to its interdisciplinarity, it has been studied by areas such as chemistry,
physics, medicine, engineering, among others. Among the many materials
encompassed by nanotechnology, nanocarriers (systems whose function is to carry a
drug to its active site) have been widely explored in recent decades. Its advantages
over traditional medications make nanocarriers promising systems because they
reduce side effects as well as allow a controlled release of the drug in the body. In this
work, lipid core nanocapsules (LNCs) with polymeric wall composed by the polymers
PCL Mn = 80 g mol-1 and Eudragit ® S100 were developed. With a mean diameter D
[4,3] ranging from 140 to 167 nm by laser diffraction (DL) and 148 to 182 nm by
dynamic light scattering (DLS); Polydispersion index of the formulations ranged from
1.131t0 1.49 (DL) and 0.137 to 0.177 (DLS); Specific surface area ranged from 43.9 to
51.5 m2 / g and particle density ranged from 3.40x10'? to 1.49x10*2 particles per liter
of formulation. Aiming at the growing concern with the environment and the generation
of biodegradable residues, a biodegradation study of the formulations (simulated soll
test) was carried out, showing that the nanoparticle components degrade, but may
present different profiles due to the difference in LNC components.

Keywords: Lipid core nanocapsules. Eudragit® S100. Poly(e-caprolactone).

Biodegradation study. Simulated Soil Test
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LISTA DE SIGLAS

LNC - Nanocéapsulas poliméricas de nucleo lipidico
TCM - Triglicerideos dos &cidos caprico e caprilico
PCL - Poli(e-caprolactona)

DL - difracao laser

DLS - Espalhamento de luz dindmico

LNC 80 — Nanocapsula polimérica de nucleo lipidico com o polimero PCL Ma=80 g

mol?

LNC S100 — Nanocéapsula polimérica de nucleo lipidico com o polimero Eudragit®
S100

nm - nanémetros

um — micrémetros

mV — milivolt

D[4,;3] - didametro médio (DL)

SPAN - indice de polidispersao (DL)

ASE - area superficial especifica por Difracdo de Laser (DL)

Dz - diametro médio (DLS)

PD I- indice de polidispersao espalhamento de luz dinadmico (DLS)
PND — Densidade do nimero de particulas (NTA).

NTA - andlise de rastreamento de nanoparticulas
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia € proposta como um meio para melhorar a entrega dos
farmacos em sitios especificos. As nanoparticulas poliméricas sdo conhecidas por
nanoesferas (matriz) e nanocapsulas (ndcleo), as quais diferem-se por suas
composi¢cbes quimica e tém sido aplicadas constantemente devido as suas
promissoras aplicacdes terapéuticas.

As nanocapsulas de nudcleo lipidico (LNC) sdo um tipo especifico de
nanocapsulas poliméricas compostas de triglicerideos de cadeia média,
monoestearato de sorbitano, polimero e polissorbato 80. O organogel formado no
nucleo lipidico pela mistura do monoestearato de sorbitano e triglicerideo de cadeia
média aumenta a capacidade de carga de farmaco do nanocarregador em
comparacao com a nanocapsula polimérica obtida sem o uso de monoestearato de

sorbitano.

Tendo em vista o interesse cientifico significativo e o potencial promissor
desses sistemas, aspectos envolvendo a segurancga dos sistemas nanoparticulados
guando descartados no meio ambiente tornam-se um importante objeto de pesquisa.

Neste sentido, os testes de biodegradabilidade que sdo ferramentas para
avaliar o destino de produtos quimicos no ambiente tornam-se um forte aliado,
podendo fornecer uma caracterizacdo inicial desses compostos em relacdo a
possibilidade de degradacéao via microrganismos. ASTM D-5338-92 e ISO/CEN 14855
definem como sendo biodegradavel todos os materiais que sofrem mineralizacdo de
60% do carbono da estrutura, sendo transformado em CO2 em até 45 dias e ndo
originando subprodutos que possam exercer potencialidades toxicas ao meio
ambiente e sistemas biol6gicos em geral.

Neste trabalho, foi realizado o estudo de biodegradacdo de nanocapsulas
poliméricas contendo PCL ou Eudragit® S100 a fim de estudar o seu perfil de

degradacdo e bem como a influéncia da parede polimérica para este.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. NANOTECNOLOGIA

O fisico Richard Feynman, ganhador do Prémio Nobel de Fisica de 1965, no
dia 29 de dezembro de 1959 ministrou uma palestra no Instituto de Tecnologia da
Califérnia intitulada “There’s Plenty of Room at the Bottom”, onde sugeriu a
possibilidade de manipulagcdo dos atomos de forma a construir novos materiais.
Afirmou que “Os principios da fisica ndo mencionam algo contra a possibilidade de
manipular as coisas atomo por atomo” e referiu que a maior barreira para a
manipulacdo em escala nanométrica provavelmente seria a dificuldade na
visualizacdo (FEYNMAN, 1992). Esta palestra ndo impactou de forma direta o
desenvolvimento da nanotecnologia, mas foi instrumento importante na construcéo da
identidade de todo um novo ramo de pesquisa (SCHULTZ, 2018).

Basicamente, a nanotecnologia é a area que lida com projetos, manipulacdo da
matéria a escala atbmica e molecular, criando materiais e desenvolvendo novos
produtos a escala do bilionésimo de metro. Com dimensdes compreendidas entre 1
a 100 nanometros (nm), nanociéncia e nanotecnologia séo o estudo, caracterizagéo e
a aplicacao de sistemas extremamente pequenos que sao empregados nos mais
diversos campos da ciéncia como quimica, medicina, fisica, biologia, farmacia,
engenharias e computacdo (CAO, 2004; SAHOO et al., 2007; CHAU et al., 2007).
Pode-se entender a nanotecnologia como sendo uma area transversal a varios

dominios cientificos, que utiliza conhecimentos multidisciplinares.

Entende-se como materiais nanoestruturados aqueles que apresentam, pelo
menos em uma dimensdo, o tamanho em escala nanométrica. Materiais e produtos
nanoestruturados, geralmente, apresentam caracteristicas funcionais Unicas, que nao
sdo encontradas em escala macro. As propriedades fisicas e quimicas
potencializadas proporcionam um grande interesse em suas futuras aplicacdes
tecnolégicas. Dentre eles, destacam-se nanoparticulas, nanocompositos, nanotubos,

nanofibras, nanocristais.

Nanobiotecnologia € o nome dado a nanociéncia quando aplicada a vida de
forma a manipular sistemas vivos ou construir materiais com fung¢des bioldgicas.

Pode-se defini-la como sendo o desenvolvimento, o estudo e a producdo de

12



nanomateriais utilizados para fins biolégicos em escala nanométrica. Dentro desta,
destacam-se areas como a nanomedicina (controle de sistemas bioldgicos),
nanoeletrénica (aumento da capacidade de armazenamento de dados),
nanotecnologia farmacéutica (melhoramento na entrega de farmacos nos sitios de

acdo), nanocosmeética (ingredientes ativos com fins dermocosmeéticos).

2.2. NANOCARREADORES

Denomina-se nanocarreador a “nanoestrutura associada ou envolta a uma
substancia ativa, que seja capaz de transportar uma substancia ativa no organismo
propiciando sua liberagao controlada” (CERIZE, 2012). Em geral, possuindo diametro
entre 10 e 800 nm, tem como exemplos as nanoparticulas metalicas, micelas,
vesiculas, lipossomos, dendrimeros, nanoparticulas poliméricas, nanotubos de

carbono entre outros.

@0 © O

......

..'. .‘Q.

Nanoesfera Nanocépsula Nanoparticula de ouro Lipossoma

Figura 1: Tipos de nanocarreadores

Segundo Misra et al. (2010), os nanocarreadores possuem propriedades Unicas
gue os distinguem de outros tratamentos para canceres como: possuir propriedades
terapéuticas e/ou diagnosticas, ter um design para carrear uma quantidade de
farmacos, ser sintetizado a fim de acomodar diferentes farmacos simultaneamente,
permitindo uma terapia combinatéria do cancer; contornar o mecanismo de resisténcia
do farmaco, aumentar de forma concomitante a concentracao intercelular do farmaco
e os efeitos quimioterapicos nas ceélulas cancerosas, bem como a diminuicdo da
toxicidade sistémica. O estudo de Prakash et al. (2011) apresenta a taxa constante de
drug delivery, que nos permite manutencdo de dose terapéutica constante no sitio de

acao e o aumento na estabilidade do farmaco devido a prote¢édo da degradacdo como
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propriedades muito importantes, nos dando ainda mais motivos que corroboram a
importancia desses nanosistemas. Os nanocarreadores otimizam a liberacdo de
farmacos, de forma isolada ou combinada a outros. Sem que sejam necessarias altas
doses de farmacos e com a entrega destes diretamente nos sitios de acéo, efeitos

colateriais séo diminuidos.
2.3. NANOCAPSULAS POLIMERICAS DE NUCLEO LIPIDICO

Nanoparticula é a denominagéo dada a sistemas carreadores de farmacos com
didametro inferior a 1 um. O termo nanoparticula polimérica se refere a nhanoparticulas
compostas de polimeros lineares, que engloba as nanocapsulas e nanoesferas
diferindo entre si pela organizacao estrutural e composicdo (Figura 2). Nanocapsulas
poliméricas sao constituidas de parede polimérica ao redor de um nucleo oleoso, com
a possiilidade de o farmaco estar adsorvido a parede ou disperso neste nucleo
enguanto as nanoesferas sao formadas por uma matriz polimérica onde o farmaco

pode estar retido ou adsorvido e ndo possuem nucleo oleoso.

b c
a o d
O O
O
L O

Figura 2: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas:
(a) Nanocéapsulas com o farmaco dissolvido no nudcleo lipidico; (b) Nanocapsula com
o farmaco adsorvido na parede polimérica; (c) Nanoesfera com o farmado adsorvido
na matriz polimérica; (d) Nano esfera com o farmaco adsorvido ou disperso na matriz
polimérica (SCHAFFAZICK et. al., 2003)

As nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico (LNCs) tém como
componentes, além da fina parede polimérica, um nucleo lipidico composto de um
organogel decorrente da dispersao de monoestearato de sorbitano em um tricilglicerol

e um surfactante na interface formando uma corona hidrofilica (JAGER et al., 2009)

Na literatura, diversos métodos de preparacdo das nanocapsulas poliméricas
sdo encontrados, porém estes podem ser divididos em duas classes principais
(LEGRAND et al, 1999): a primeira engloba reacdes de polimerizacdo e a segunda &

conhecida como precipitagéo interfacial de polimero pré-formado por deslocamento
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de solvente (FESSI et al., 1989).

O meétodo descrito por Fessi (1989) consiste na formagédo e precipitacdo
cineticamente controlada de vesiculas coloidais construidas por uma fase oleosa
delimitada por uma parede polimérica em uma fase aquosa externa.
Experimentalmente é realizada a mistura da fase organica (constituida de um ou mais
solventes organicos, o polimero e o 6leo) miscivel em uma fase aquosa (constituida
de surfactante hidrofilico). Uma vez vertidas as solugfes, o polimero precipita devido
a diminuicdo da sua solubilidade a esta mistura de solventes. A difusdo mutua dos
solventes leva a formacdo de uma suspensao coloidal. Nosso grupo de pesquisa
desenvolveu uma formulacdo de nanocapsulas poliméricas incluindo um surfactante
de baixo equilibrio lipéfilo-hidréfilo na formulagéo, que se dispersa no 6leo do nucleo,
modificando as propriedades das nanocapsulas poliméricas (JAGER et al., 2009).
Essas novas nanocapsulas foram denominadas: nanocapsulas de nucleo lipidico
(LNC). A liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas poliméricas corre
essencialmente por difuséo fickiana, através da degradacao do polimero , ou, ainda,
pela combinacdo dos dois mecanismos (BRENNOO-PEPPAS, 1995)

2.4. COMPONENTES

2.4.1. POLIMEROS

As propriedades das formulagdes de nanoparticulas poliméricas podem ser
diretamente influenciadas pelas propriedades fisico-quimicas do polimero escolhido.
A natureza do polimero, bem como, as suas propriedades fisico-quimicas influenciam
de forma significativa no perfil de liberacdo de farmacos e no didmetro da particula
(Rieux et al., 2006). Os fatores que mais influenciam na escolha do polimero para
formulacdo de nanocapsulas para liberacdo controlada de farmacos séo
biodisponibilidade, biocompartibilidade, taxa de degradacao e facilidade de producéo

do polimero.
2.4.1.1. PCL

A poli (e-caprolactona) (PCL) € um dos polimeros mais utilizados na produgéo
de nanoparticulas, bem como outros poliésteres de acido como poli (4cido -latico)
(PLA) e o poli (acido -latico-co-glicélico) (PLGA) (DOMB et. al., 2002; RIEUX et. al.
2006).
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A PCL é um polimero biodegradavel, biocompativel, absorvivel pelo organismo,
nao toxico, hidrofébico, semi-cristalino cuja cristalinidade tende a diminuir com o
aumento da sua massa molecular (JENKINS, M. J.; HARRISON, K. L., 2006). A sua
sintese ocorre por abertura de anel empregando-se o0 monémero g-caprolactona, com
0 uso de catalisadores anidnicos, catidnicos ou de coordenacdo (WOODRUFF et. al,

2010). A sintese da PCL é apresentada no Esquema 1.

e-caprolactona Poli(e-caprolactona)(PCL)

Esquema 1: Representacao da sintese da Poli(e-caprolactona) (PCL)

Este polimero com massa molecular média compreendida entre 3.000 e 80.000
Da apresenta boa solubilidade em cloroférmio, benzeno, tolueno e diclorometano
entre outros solventes, e ponto de fusdo numa faixa entre 59 °C e 64 °C, o que permite
a moldagem em temperaturas relativamente baixas.

A biodegradacéo da PCL ocorre devido a hidrolise das ligacfes éster em duas
fases: na primeira ha a diminuicdo da massa molecular do polimero; na segunda,
guando o polimero apresenta baixa massa molecular e baixa cristalinidade sofre
fagocitose ou solubilizacao pelos fluidos corporais. A completa biodegradacéo se da
guando todo material é convertido em CO2 e H20 através da acédo de organismos
Vivos.

A PCL mostra-se adequada para a utilizacdo em sistemas de liberacdo
controlada de farmacos devido a sua alta permeabilidade para diversas moléculas e
baixa toxicidade. Devido a sua degradacdo lenta comparativamente a outros
poliésteres alifaticos, apresenta-se como ideal para liberacéo controlada a longo prazo
(SINHA et al., 2004).

2.4.1.2. Eudragit® S100

Sdo denominados Eudragit® os polimeros sintéticos derivados do éacido
metacrilico, metacrilato de metila e acrilato de etila (CHOURASIA; JAIN,
2003) (Figura 3).
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Em geral, esses polimeros se dissolvem em pH acima de 5,5, quando
substituintes COOH estdo disponiveis, sendo a solubilidade em agua variada
conforme a propor¢cdo de grupos pendentes carboxila livres e ésteres. Devido as
diferencas de composicdo dos copolimeros os diversos tipos de Eudragit®
apresentam solubilidades distintas. Destacam-se os Eudragit® E, L, S, NE, RL e RS.
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura quimica de diferentes Eudragit®:
(a) Eudragit® L e S; (b) Eudragit® E; (c) Eudragit® RS e RL; (d) Eudragit® NE 30D

Devido as diferencas nas estruturas quimicas, cada um dos polimeros citados
pode ter diversas aplicacdes farmacéuticas. O Eudragit® L dissolve em meios
aguosos numa faixa de pH que varia entre 5,5 e 6,0, sendo utilizado, considerando
esta caracteristica, em formulagdes de revestimentos entéricos. Os Eudragit® RS e
RL séo utilizados na formulagdo de produtos de liberacdo sustentada devido a sua
alta permeabilidade e baixa solubilidade em agua. O Eudragit® E, por sua vez, &
utilizado como revestimentos, atuando como protetores de umidade e/ou para

mascarar sabores, dissolvendo-se em pH 5,0.

O Eudragit S100® € um polimero anidnico sintetizado a partir do acido
metacrilico e metacrilato de metila na propor¢do 1:2 (CHOURASIA; JAIN, 2003)

(Figura 4). E um exemplo de polimero utilizado para liberac&o controlada de farmaco.
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Devido a sua solubilidade dependente do pH, o Eudragit S100® tem baixa
solubilizacéo nas regifes do trato gastrointestinal com pH acido (estbmago) ou neutro
(jejuno-ileo), porém em regides mais alcalinas (intestino) tem alta solubilizacéo.
Devido a sua sensibilidade pH-dependente, o polimero € empregado como
revestimento em nanocapsulas poliméricas, protegendo os farmacos de degradacgéo
em pH acido e permitindo a sua liberacdo em pH acima de 7 no intestino e colon
(KHATIK et al., 2013). E um polimero amorfo, ndo biodegradavel, atoxico e n&o
absorvivel (THAKRAL; THAKRAL; MAJUMBAR, 2012).

o

Figura 4: Estrutura Eudragit® S100
2.4.2. TENSOATIVOS

Tensoativos — também conhecidos como surfactantes — sdo moléculas
anfifilicas que possuem afinidade com agua e 6leo. Possuem uma parte da molécula
com caracteristica apolar e uma outra parte com caracteristica polar. A regido polar
interage com a agua, enquanto a parte apolar é sollvel em hidrocarbonetos, éleos e
gorduras. Sua funcdo é promover estabilidade a uma emulséo, reduzindo a tensao
interfacial entre os liquidos imisciveis (LACHMAN, 2001).

A parte apolar, geralmente tem origem em cadeia carbdnica (linear, ramificada
ou com partes ciclicas). A parte polar deve ser formada por alguns atomos que
apresentem concentracdo de cargas (negativas ou positivas), apresentando atracao

eletrostatica pelas moléculas de agua proximas.
\ )
T [

Regi&o hidrofilica Regido lipofilica
(polar) (apolar)
Figura 5: Representacdo esquematica de uma molécula de tensoativo com suas
regides polares e apolares.

Griffin (1974) desenvolveu o sistema Balango Hidréfilo-Lipdfilo (“Hydrophilic-
Lipophilic Balance” — HBL) para classificacdo numérica de compostos segundo as
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suas caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas. O HBL é definido como a razao entre o
peso percentual dos grupos hidrofilicos sobre o preso percentual dos grupos
hidrofobicos da molécula. Com isso, € possivel correlacionar a estrutura quimica do
tensoativo com sua atividade superficial (LACHMAN, 2001). A escala compreende
valores entre 0 e 20. Moléculas com maior afinidade pela fase agquosa possuem alto
HBL, enquando moléculas com maior afinidade pela fase organica possuem HBL mais

baixo.
2.4.2.1. POLISSORBATO 80

O polissorbato 80 ou Tween 80 (polioxietileno sorbitano), € um éster de
sorbitano etoxilado. E o resultado da reac&o de éster de sorbitano com oxido de etileno
(Esquema 2). E caracterizado como sendo um tensoativo no iénico, solGvel em agua
e com valor de HLB de 15,0 (apresenta predominantemente caracteristicas

hidrofilicas) (GRIFFIN, 1954; TADROS, 2005).
ﬁGH
0 z

OH

W
Atmosfera pressurizada /L %\/ N/

X
Polisorbato 80

HBL=15 (mais hidrofilico)

0

LN

MalCH,, 120-140°C

L
]

Ester de sorbitano

Esquema 2: Sintese do polisorbato 80

Os surfactantes da série Tween apresentam emprego variado. Frequentemente
séo utilizados como coadjuvantes em preparagcdfes medicamentosas antitumorais e
como estabilizantes de preparacao injetaveis. Também é possivel ver sua utilizacéo
frequente em induastria alimenticia, no papel de aditivo, e em cosméticos na

preparacéo de emulsdes para aplicacio topica (PRETE, 2000).

2.4.2.2. MONOESTEARATO DE SORBITANO
O monoestearato de sorbitano ou Span 60 é um éster obtido pela reagéo de

sorbitano (um derivado do sorbitol) com o Aacido estearico (Esquema 3). E um
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surfactante nao iénico cujo valor de HBL é 4,7 (GRIFFIN, 1954).

0
CH, HO
HO
15
Catalisadar
oH .
Sorbitano Monoestearato de sorbitano

HBL=4,7

Esquema 3: Sintese monoestearato de sorbitano

Jager e colaboradores (2009) demostraram a relacao entre a concentragao de
monoestearato de sorbitano no nucleo das LNCs e a taxa de liberacdo de uma
substancia lipofiica encapsulada devido a permeabilidade relativa dos
nanocarreadores. Neste estudo foram produzidas nanocapsulas de nucleo lipidico
compostas de monoestearato de sorbitano e triglicerideos de cadeia média (4cidos
caprico/caprilico) onde foi investigada a influéncia da variacdo da concentracdo dos
componentes do nucleo lipidico na liberacao do éster etilico de indometacina (IndOEt).
Foi observado que aumentando a concentracdo de monoesterarato de sorbitano
ocorre um aumento de viscosidade do nucleo lipidico, e por consequéncia, diminuindo
a permeabilidade. Em paralelo, foi observado que a presencga de Span 60 nas LNCs
pode modificar as propriedades de deformag&o das mesmas, tornando-as mais rigidas
(FIEL et al., 2011). Isso pode ser interessante para a vida de administracdo cutanea,
pois o sistema poderia ser formado de acordo com o local de a¢éo do principio ativo
(em camadas mais superiores ou profundas da pele).

Poletto e colaboradores (2015) demonstraram que o Span 60 alterou as
caracteristicas das pseudo-fases das nanocapsulas e aumentou significativamente a
capacidade de carga de farmaco das formulacdes, o que € uma vantagem tecnologica.
Neste estudo também foi notada a reducdo da espessura da lamela cristalina da
parede polimérica composta por poli(e-caprolactona) quando o monoestearato de

sorbitano estava presente na formulacéao.

2.4.3. TRIGLICERIDEO DE CADEIA MEDIA (TCM)

Triglicerideos de cadeia média (TCM) sdo moléculas apolares formadas por
ésteres de glicerol e acidos graxos saturados. Dentre os varios lipideos utilizados nas
formulacdes de LNCs, destacam-se os diferentes tipos de triacilgliceréis, por serem
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biocompativeis, sendo um dos mais usados aquele constituido pelos ésteres de
glicerol dos acidos caprico/caprilico, devido a sua ampla capacidade de solubilizacéo
de uma grande variedade de substancias ativas (MORA-HUERTAS et al., 2010).

2.5. ESTUDO DE BIODEGRADACAO

A decomposicdo de matéria organica € um processo natural que ocorre atraves
de microorganismos, chamados decompositores. A biodegradacdo € o
processamento ou modificacdo de moléculas organicas, derivadas de metabolismo ou
produtos biolégicos, visando a remocdo ou atenuacdo de impactos ambientais

antropicos.

A preocupagdo com o meio ambiente tem nos mantido em alerta em relagdo a
geracdo de novos materiais e 0os subprodutos que destes sejam sustentaveis. Tendo
em vista que as LNCs sao constituidas majoritariamente por materiais biodegradaveis,

o perfil de degradacéo deste sistema € um topico interessante para pesquisa.

Estudos de biodegradacao de nanoparticulas em solo foram pouco explorados
até o momento. Nossa hipotese esta centrada na utilizacéo do solo para o tratamento
de residuos da producao de formulacées de nanocépsulas poliméricas. O periodo
necessario para a degradacéo é essencial, dependendo do sistema de disposicdo que
pode ser aterro, compostagem aerdbica, digestdo anaerdbica ou ambiente marinho
(SHAN et al., 2008). Junto disso, o tipo de material e 0 tamanho a serem utilizados
como fonte de energia e alimento para microorganismos Sao cruciais para investigar

0 tempo necessério para a completa degradacao.

21



3. OBJETIVO
3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi estudar a biodegradacdo de nanocéapsulas
poliméricas de nucleo lipidico preparadas com os polimeros PCL 80 (Mn=80 g.mol?)
e Eudragit® S100, empregando solo simulado visando a aplicacdo futura como etapa

de tratamento de residuos de producédo das formulacgdes.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Pesquisa bibliografica: nanotecnologia; nanocarreadores; nanoparticulas

poliméricas; estudo de biodegradacdo;

2) Preparacado de nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico com revestimento

de polissorbato 80;

3) Caracterizacao das formulagdes por difracéo de laser (DL), por espalhamento
de luz dinamico (DLS) e Nanosight.

4) Estudo de biodegradag&o em solo simulado das formula¢des desenvolvidas.
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4. MATERAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS
e Poli(e-caprolactona) (PCL) Mx=80000 g mol*
e Eudragit® S100
e Polissorbato 80 (P80)
e Monoestearato de sorbitano
e Acetona
e Etanol
e Agua ultra-purificada
e Triglicerideo dos acidos céaprico/caprilico
e Hidréxido de sédio (NaOH)
e Acido cloridrico (HCI)
e Cloreto de Bario dihidratado (BaCl2.2H20)
e Perlita

e Solo

4.2. METODOS
4.2.1. PREPARACAO DAS FORMULACOES

As formulacdes de nanocépsulas sdo preparadas utilizando o método de
deposicao do polimero pré-formado (VENTURINI et al., 2011). Inicialmente, a fase
organica contendo 0,5 g do polimero (PCL 80 ou Eudragit® S100), 135 mL de acetona,
0,2 g de tensoativo de baixo EHL (monoesterato de sorbitano), 800 uL de triglicerideo
dos acidos caprico e caprilico e 25 mL de etanol foi agitada (752A, Fisatom, Brasil)
para a solubilizacéo e dispersao dos materiais em banho de agua a 40 °C. Ap0s, esta
foi injetada na fase aquosa contendo 0,35 g de polissorbato 80 e 285 mL de 4gua
ultrapura sob agitacdo moderada durante 10 minutos. A mistura turva foi
posteriormente concentrada sob pressdo reduzida a um volume final de
aproximadamente 50 mL, ajustado em baldo volumétrico. A formulagcéo contendo LNC
com parede de PCL 80 foi denominada LNC 80, enquanto a de Eudragit® S100 foi
denominada LNC S100. As LNC 80 e LNC S100 foram preparadas em triplicata de

lotes.
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4.2.2. CARATERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS FORMULACOES

As formulacdes de LNC foram caracterizadas pelas técnicas de difracdo laser
(Mastersizer® 2000, Malvern, Reino Unido), espalhamento de luz dinAmico (DLS) e
potencial zeta em Zetasizer® (Nano ZS, Malvern, Reino Unido). As medidas de pH
foram realizadas em potencidémetro (DM-22, Digimed, Brasil) a 25 °C e o numero de
particulas foi determinado por meio da técnica de andlise de rastreamento de
nanoparticulas (NTA) em NanoSight (LM10, Nanosight, Reino Unido).

4231 ESTUDO DE BIODEGRADACAO

A metodologia utilizada para os testes de biodegradacéo das LNCs foi baseada
em alguns parametros relatados por Chiellini e colaboradores (2003), e Montagna e
colaboradores (2014) adaptado de acordo com ASTM D 5338-9813 (ASTM
Internacional, 2015) e D6003 (ASTM Internacional, 1996). O nivel de biodegradacéo
foi estimado através da mineralizacdo dos atomos de carbono das LNCs evoluindo
para COz, que foi retido em uma solugao de NaOH. Para os ensaios de biodegradacéao
foi utilizada uma camara respirométrica (Figura 6) que consiste em uma camada de
perlita* (+3 g), a amostra (50 mL) enterrada em solo (60 g), outra camada de perlita
(£3 g) e, em um tubo Falcon perfurado, solucdo aquosa de NaOH a 0,25 mol L (20

mL) . Esta camara respirométrica é posta em estufa a 60 °C.

20 mL NaOH 0,25 mol L1

+3g de
Perlita

Solo +60g

+3g de D — ST AR

Perlita

Amostra 50mL
Figura 6: Camara respirométrica para ensaio de biodegradacédo de LNCs

*A perlita é um tipo de vidro vulcanico de composi¢ao riolitica, 70—75% SiO,, com um contetdo em agua relativamente alto.
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Apds uma semana, retira-se uma aliquota de 10 mL de NaOH que foi titulada
com uma solugéo de HCl a 0,1 mol L apés a adicdo de 1 mL de solucdo de BaCl. a
0,25 mol L e gotas do indicador de pH (solugéo alcoolica de fenolftaleina a 0,1%). A
guantidade de diéxido de carbono produzido durante o periodo de incubacéo foi
determinado como uma porcentagem da quantidade tedrica de CO2 produzido nos
espacos em branco (misturas de solos sem fonte de carbono adicional) durante o
tempo de incubacado. O restante da solucdo de NaOH presente no tubo Falcon foi
descartado e, entdo, adicionados novamente 20 mL da solugédo de NaOH a 0,25 mol
Lt para ficar na camara respirométrica por mais 7 dias para posterior retirada de

aliquota e titulacdo sucessivamente.

Para o célculo da quantidade de CO2 acumulado, junto com as camaras
respirométricas contendo as amostras, utilizasse um branco. Este branco consiste no
solo umedecido com 50 mL de agua ultrapura. Também, preparou-se controles
negativos e positivos. O controle positivo consistiu de 0,5 g de papel filtro picado
enterrados no solo umedecido com 50 mL de agua ultrapura e o controle negativo

contendo 0,5 g de polipropileno.

4.2.2.2. DETERMINACAO DO CO2 GERADO

A biodegradacdo pode ser observada através do acumulo de CO:2 produzido
pelo processo de metabolismo dos organismos vivos presentes no solo. Foi calculado
indiretamente através do método descrito por ISO 17556 (2003) e baseado em alguns
parametros reportados por Montagna e colaboradores (2014). Em contato com a
solugéo bésica de hidréxido de sédio, o CO2 reage formando Na2COs, que precipita
com uma solugéo aquosa de BaClz formando um p6 branco correspondente ao BaCO3

de acordo com as equacdes quimicas 1 e 2.
CO2+ 2 NaOH — Na2COs3 + H20 (1)
Na2COs + BaCl — BaCOs + 2 NaCl (2)

A gquantidade de NaOH que ndo reage com o CO: é titulada conforme descrito
acima. Considerando que a reacdo de NaOH e HCI (equagao 3) ocorre na proporgéo
molar 1:1, o numero de mols de HCI gastos € igual ao nimero de mols de NaOH que

nao reagiram com o dioxido de carbono.
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NaOH + HCI — NaCl + H20 3)
Sendo assim, € possivel calcular o quanto em massa de CO: foi formada
através da Equacao matematica 1.

2 * [NaOH] * VNaOH ( VNaOH
[HC]] VNaOH aliq

x VHCl)l « [NaOH] * 22 (Equagéo 1)

onde, [HCI] é a concentracdo do HCI (0,1 mol LY), [NaOH] é a concentracdo do NaOH
(0,25 mol L1), VNaOH é o volume de NaOH no inicio do teste (20mL), VNaOH aliq é
o volume de aliquota de solucao de NaOH usada na titulagao (10mL), VHCI é o volume
de solucéo de HCI usado na titulacédo e 22 € metade da massa molar de CO2, porque
a proporcao molar (Equacao quimica 1) é 1:2, CO2 e NaOH.

Para comparacdo, realizou-se ensaio de biodegradacdo empregando um
controle positivo, ou seja, um material biodegradavel que consiste em 0,5 g de papel
filtro e um controle negativo, ndo biodegradavel, de 0,5 g de polipropileno. O estudo

aconteceu num periodo de 90 dias com titulacdes semanais.
5.  RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS LNC 80 E LNC S100

Para conhecimento do didametro médio e o indice de polidispersdo das LNCs
desenvolvidas, realizam-se as técnicas de difracdo laser (DL) e espalhamento de luz
dindmico (DLS). Também, através da técnica de difracdo é possivel mensurar a area
superficial especifica das nanoparticulas.

O didametro médio D[4,3] variou de 140 a 167 nm por difracéo de laser (DL) e por
espalhamento de luz dindmico (DLS) o diametro médio (Dz) foi de 148 a 182 nm para
as formulacdes de LNCs (Tabela 1). O indice de polidispersdo das formulagbes
variaram de 1,13 a 1,49 (DL) e 0,137 a 0,177 (DLS). A area superficial especifica
variou de 43,9 a 51,5 m?.g*! e a densidade de particulas variou de 3,40x10%? a

1,49x10*2 particulas por mililitro de formulacéo (Tabela 1).
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Tabela 1. D[s3] -didmetro médio, SPAN-indice de polidispersdo e a ASE-area

superficial especifica por Difracdo de Laser (DL); Dz-diametro médio e PDI-indice de

polidispersao espalhamento de luz dindmico (DLS); PND — Densidade do numero de

particulas.
Formulagcdes D[4,3] SPAN ASE Dz PDI PND(n° de
(m?g) * particulas/mL)
LNC 80 155+15 1,264+0,14 47,7¢3,8 16517 0,157+0,020 7,08x10%%+3,68x10"?
LNC S100 16245 1,342+0,15 49,3+1,4 163+3 0,148+0,009 1,00x10*+4,90x10*?

A disperséo de diametro das LNCs é um importante parametro de qualidade,

uma vez que pode influenciar mecanismos biolégicos tais como estabilidade quimica

e uptake celular. Em relacéo a dispersdo do sistema coloidal, sugere-se que valores

de SPAN abaixo de 2 sdo adequados para a aplicagcdo biomédica. Os valores de

polidisperséao calculados para as formulacées de LNC s&o menores que 1,4. Isso

indica que a dispersdo de tamanhos das particulas encontra-se numa faixa estreita de

diametros, demonstrando a uniformidade. Portanto, foram obtidas nanocapsulas

poliméricas com distribuicdo unimodal (Figuras 7 e 8) de tamanhos com baixa

polidispersao.
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Figura 7: Distribuicdo de diametros dos trés lotes de LNC 80 por difracdo de laser

(DL).
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Figura 8: Distribuicdo de didmetros dos trés lotes de LNC S100 por difracédo de laser
(DL).
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Figura 9: Distribuicdo de diametros das LNCs S100 por espalhamento de luz
dindmico (DLS).

Através da técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS) foram medidos o

tamanho das LNCs (Dz) (Tabela 1). A andlise nos mostrou, assim como para a técnica

de difracado laser, que as formulagfes de nanocapsulas apresentam uma distribuicao
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unimodal (Figuras 9 e 10). Por esta técnica também foi possivel notar um baixo indice

de polidisperséo para as formulacgdes.
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Figura 10: Distribuicdo diametros das LNCs 80 por espalhamento de luz
dinamico (DLS).

O potencial zeta representa o potencial de superficie das particulas, podendo
ser influenciado pela alteracdo na interface com o meio dispersante decorrente da
dissociacao de grupos funcionais na superficie das particulas ou devido a adsor¢éo
de espécies ibnicas no meio dispersante (SHAFFAZICK et al., 2003, AULTON, 2005).
As caracteristicas de superficie sdo importantes pois, tal como o diametro, podem
alterar a resposta biolégica do farmaco associado a nanocapsula. Também pode ser
util para elucidacéo do mecanismo de associacao do farmaco as nanoparticulas.

Os valores de potencial zeta das formulacbes de LNCs variaram de -8 a -15
mV, cujas médias sdo apresentadas na Tabela 2. Conforme os gréficos de distribuicdo
de potencial zeta (Figuras 11 e 12), o potencial foi negativo para ambas formulacdes
. Os valores abaixo de 20 mV (em modulo) sdo devidos ao revestimento de
polissorbato 80, um surfactante ndo-idnico polioxigenado. Desta forma, 0 mecanismo
predominante de estabilizacdo dos sistemas coloidais € por impedimento estérico e
nao por repulséo eletrostatica. O pH variou de 4,09 a 5,57 e a diferenca de potencial

foi de 118 a 145 mV com as médias apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Potencial zeta; pH e DP-diferenca de potencial em milivolts das formulagdes

Formulacdes Zeta (mV) pH

DP (mV)

LNC 80 -10+2

4,92+0,65

1279

LNC S100 -12+3

4,12+0,03

141+4
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10000 A
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—=—[NC S100-2
LNC S100-3

Figura 11: Potencial Zeta das formulagbes LNC S100
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Figura 12: Potencial Zeta das formulagdes LNC 80

5.2. ESTUDO DE BIODEGRADAQAO
Apés o periodo de incubacdo de 90 dias, foi possivel observar a geracao de
CO2 na céamara respirométrica. O resultado do ensaio de biodegradagdo é

apresentado na Figura 13.

O acumulo de CO2 na amostra negativa se manteve praticamente constante
nos 90 dias. Também se observa o crescente e maior acimulo de CO:2 para o controle
positivo. A acumulagdo de CO2 para a LNC 80 foi maior do que para a LNC S100 e
pode ser explicada por causa da natureza do polimero. A PCL é um polimero
biodegradavel em cultura de fungos (FIELDS et al. 1974; BENEDICT et al. 1983a, b;
ODA et al. 1995; MURPHY et al. 1996), compostagem (OHTAKI et al. 1998) e
diferentes solos (NISHIDA and TOKIWA 1993; DOI et al. 1996; TONCHEVA et al.
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1996). Ja o Eudragit ® S100 nao é biodegradavel (THAKRA et al., 2013). Logo, erifica-

se que os demais componentes das LNCs se degradaram no teste de solo simulado.
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Figura 13: Producédo média de CO2 acumulado em mg/60g de solo nos respirdmetros
para papel filtro (controle positivo), negativo(polipropileno) e os lotes de LNC S100 e
LNC 80.

Verifica-se também que o acumulo de CO:2 teve um crescimento mais
acentuado apods passado 40 dias. Como dito anteriormente, a PCL tem lenta
degradacdo o que torna a sua escolha uma boa alternativa na liberacdo sustentada
de farmacos. Em estudos recentes do grupo, foi verificada uma maior acumulacéo de
CO: para a amostra de LNC com a parede polimérica composta pela PCL Mha=10000
g.mol* em comparagdo com a LNC 80. Estes dados corroboram com estudos de
estabilidade que mostram uma maior perda de massa para as LNCs compostas por
parede polimérica de menor massa molecular (CALGAROTO, 2018). Os valores de

média e desvio padrao para o ensaio de biodegrada¢do encontram-se na tabela 3.
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Tabela 3: Producdo média de CO2 acumulado em mg/60g de solo nos respirbmetros

para papel filtro (controle positivo), negativo(polipropileno) e os lotes de LNC S100 e

LNC 80.
Dias Positivo Negativo LNC 80 LNC S100
(mg) (mg) (mg) (mg)
7 57,2+0,3 0,0+0,1 19,8+0,5 14,7+0,1
14 73,9%0,2 0,3+0,2 19,8+0,2 15,0+0,1
21 110,7+0,1 0,7+0,3 22,2+0,7 18,9+0,4
28 146,5+1,1 1,3+0,4 25,5+0,3 21,1+0,2
35 190,5+2,0 2,910,7 34,8+0,5 31,5+0,4
42 225,1+0,7 2,4+0,3 50,0+0,7 30,6+1,2
49 271,9+0,2 5,1+0,2 74,0£0,8 39,6+0,9
56 318,1+0,2 5,3+0,4 103,240,7 53,7+0,5
63 353,3+1,0 5,7+0,4 127,8+0,4 60,3+0,8
70 381,3+0,9 5,7+0,1 156,0+0,3 64,3+0,2
77 407,7+1,3 5,8+0,2 187,5+0,2 69,5+0,1
84 435,2+0,6 5,9+0,6 212,8+0,5 70,910,5
90 463,3+0,2 5,7+0,1 240,0+1,2 72,0%0,3

Verifica-se que nos quarenta dias iniciais, o acimulo médio de CO: das
amostras de LNC 80 e LNC S100 possuem valores relativamente proximos, quando
comparado com o controle negativo e 0 positivo. Tal comportamento da-se a
degradacéao do polisorbato presente na interface com a agua. Passado este periodo,
verifica-se um maior acimulo de CO:2 para as LNCs 80, uma vez que sua parede
polimérica é constituida de um polimero biodegradavel (PCL), enquanto a LNC S100
tem seus demais constituintes degradados com a excessdo da parede polimérica
(Eudragit® S100).
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6. CONCLUSOES

As formulacbes de LNC 80, utilizando o polimero poli(e-caprolactona)
Mn=80000 g mol?, e a LNC S100, utilizando Eudragit® S100 obtidas pelo método
deposicao do polimero pré-formado, apresentaram diametros de particulas unimodais

e nanoscopicas adequadas para futuras aplicacbes farmacéuticas.

Foi possivel verificar que o emprego de diferentes polimeros nas formulacfes
nos fornece caracteristicas fisico-quimica diferentes. Tais diferengas séo importantes
na escolha de um farmaco a ser encapsulado com as formula¢des desenvolvidas, uma
vez que o perfil de liberacdo do farmaco esta ligado as caracteristicas da particula

bem como o alvo que se deseja atingir.

O ensaio de biodegradacéo obteve um resultado positivo para geracao de COz,
0 que nos permite concluir que as formulacdes foram degradadas durante o periodo
de incubacédo. Conclui-se que as formula¢gdes de LNC 80 degradaram mais durante o
tempo de incubacdo do que as LNC S100 devido a natureza do polimero
(biodegradavel X ndo-biodegradavel). Neste ensaio, também foi possivel evidenciar a
seguranca destes sistemas, 0 que demonstra a confiabilidade no seu tempo de

prateleira, haja vista que € um produto de uso farmacéutico.

Para este trabalho, o teste de solo simulado se mostrou viavel e de facil
realizacdo, podendo ser aplicado em outras formulagdes para o conhecimento de uma
informacéo téo valiosa que € o perfil de degradacéo das nanocapsulas poliméricas de

nucleo lipidico.
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