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Resumo— Neste trabalho, foi realizado um estudo de otimizagdo dos componentes utilizados na estabilizagdo de
nanocapsulas de poli(e-caprolactona) e na formagdo da parede cationica adicional desses sistemas. O estudo foi divido
em duas partes: a primeira consistiu na otimiza¢do da concentragdo do tensoativo anidnico lecitina e, a segunda, na
otimizacdo da concentra¢do de quitosana, utilizada no recobrimento das nanocépsulas. Os sistemas foram caracterizados
por diferentes técnicas (difragdo de laser e espectroscopia de correlagdo de fotons, para determinagdo de tamanho das
particulas, e “Phase Analysis Light Scattering”, para o potencial zeta). Na primeira fase do estudo, verificou-se a
formagdo de uma monocamada completa de lecitina em torno das nanocdpsulas quando a mesma estava na
concentragdo de 9mg/mL (LNCy); ja na segunda parte, obteve-se uma monocamada e um sistema mais estavel quando a
suspensdo LNC, foi revestida com quitosana na concentracdo de 0,7mg/mL (MN,;). Em conclusdo, foi possivel a
obtenc@o de um sistema mais estavel visando a ligacdo de diferentes espécies moléculas para aplicagdo terapéutica.
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Introducéo

Nanocapsulas poliméricas sdo sistemas formados por um nucleo oleoso envolto por uma parede polimérica
com diametro inferior a 1pm que tem sido amplamente estudados na veiculacdo de farmacos e/ou biomoléculas, como
horménios, DNA, iRNAs e anticorpos , formando sistemas hibridos promovendo o aumento da biodisponibilidade, a
protegdo contra a degradagdo enzimatica, a redugdo da toxicidade de farmacos em diversas farmacoterapias devido ao
seu efeito protetor, a modulac@o da liberagdo, além de facilitar o transporte através de barreiras biologicas [1-3] . Além
disso, por apresentar uma elevada razdo superficie/volume estes materiais sdo caracterizados por apresentar novas
propriedades quando comparados com as substancias na sua forma bulk [5]. Além disso, tais dispositivos podem ainda
ter a sua superficie modificada pelo recobrimento de polissacarideos catidonicos, como a quitosana, de forma a fornecer
tanto propriedades diferenciadas as nanocapsulas no meio bioldgico [4,5], como novas propriedades tecnologicas como
a liga¢do com ions metalicos de forma a fornecer sitios de ligagdo para complexar com diferentes firmacos e/ou com
biomoléculas [6]. Em trabalhos prévios, Prego et al. [7] verificaram que o uso de elevadas concentragdes de lecitina
afetou a quantidade de quitosana associada a superficie das mesmas, além disso, o tamanho das nanocapsulas contendo
quitosana em sua superficie foi afetado pelo tamanho da cadeia do polimero catidnico. Dessa forma, este trabalho
objetiva a otimizacdo de nanocapsulas de nucleo lipidico variando a concentragdo de lecitina de soja e seu posterior
revestimento utilizando diferentes concentracdes de quitosana, visando a obten¢do de um sistema estavel para futura
associagdo de farmacos e/ou biomoléculas.

Parte Experimental

Preparacgéo das suspensdes de LNC

As suspensdes de nanocapsulas, LNC, foram produzidas através do método de deposi¢do interfacial do polimero pré-
formado [5] variando-se a concentracio do tensoativo adicional utilizado, Lipoid S75°. Nesse método, uma fase
organica, previamente solubilizada, constituida pelo polimero (poli(e-caprolactona)), dleo (triglicerideos de cadeia
média), tensoativo de baixo EHL (monoesterato de sorbitano) e tensoativo aniénico (Lipoid S75%) foi injetada em uma
fase aquosa constituida por um tensoativo de elevado EHL (polissorbato 80). As formulagdes de LNC foram nomeadas
de acordo com a concentracdo final de LipoidS75: 3mg/ml (LNC;3), Smg/ml (LNCs), 8mg/ml (LNCs), 9mg/ml (LNC,),
10mg/ml (LNC,p), 12mg/ml (LNC,) e 14mg/ml (LNC4).

Revestimento superficial das LNCs com quitosana
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Foram preparadas nove suspensdes de LNC revestidas com diferentes concentragdes de quitosana (MN). Para isso,
foram preparadas solug¢des de quitosanas com concentragoes de Smg/ml, 7mg/ml, 8mg/ml, 9mg/ml, 10mg/ml, 11mg/ml,
12mg/ml, 13mg/ml e 14mg/ml em solug¢@o de acido acético a 2%(v/v). Apos a solubilizagdo, as diferentes solugdes
foram filtradas utilizando-se unidade filtrante com didmetro de poro de 45um (Millipore®). 1mL dessas solu¢des foram
adicionadas, gota a gota, em 9 ml da suspensdo LNC,, sob agitacdo magnética elevada e assim permanecendo durante 2
horas. As formulag¢des recobertas com quitosana foram nomeadas segundo a concentragdo final do polimero catidnico;
por exemplo, a formulagdo LNC, revestida com soluc¢do de quitosana 0,5mg/ml é referenciada como MNj s.
Caracterizagao fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados
Os perfis de distribuigdo granulométrica das formulagdes de nanocapsulas foram obtidos por difragdo de laser e
espectroscopia de correlagdo de fotons e os valores de potencial zeta foram obtidos por ‘“Phase Analysis Light
Scattering”.
Estabilidade das formulagdes antes e apds o recobrimento com quitosana

Para verificar a influéncia da concentragdo de Lipoid S75® e quitosana na estabilidade das nanocapsulas, as
formulag¢des de LNC contendo diferentes concentragdes de lecitina de soja e as formulagdes revestidas com diferentes
concentragdes de quitosana (séric MN) foram submetidas a testes de estabilidade acelerada utilizando metodologias
preconizadas pela ANVISA. Cada amostra foi armazenada em camara climatica e submetida a temperatura de 40 °C & 2
°C e sua a distribuigdo granulométrica foi em fungdo do tempo por difratometria de laser. Um segundo teste de
estabilidade foi realizado para as suspensdes de nanocapsulas MNgs, MNy; € MN, 4 estocando as formulagdes a
temperatura de 5 °C + 3 °C ¢ o perfil granulométrico monitorado em fungdo do tempo pela técnica de difragdo de laser.

| Resultados e Discuss&o

As suspensdes de LNC com concentracdo de lecitina de soja entre 3 mg/mL e 9 mg/mL mostraram de D[4.3]
entre 121nm + 3nm e 127nm + 2nm e uma estreita distribui¢do de tamanho, evidenciado pelo valor de SPAN proximo a
1; enquanto que as formulagdes com maiores concentragdes de lecitina de soja mostraram particulas com tamanho
maior que lum e uma ampla distribuicdo de tamanho, com valores de SPAN proximos entre 9,8 (LNC12) e 56,1
(LNC14). Tal resultado pode ser atribuido ao excesso do tensoativo anidnico, resultando na formagdo adicional de
estruturas micrométricas. Os valores de potencial zeta mostraram-se negativos € com uma tendéncia a redugdo com
aumento da concentragio de Lipoid S75" (Fig. 1), além disso, verifica-se a partir da concentragio de 9 mg/mL de
Lipoid S75% a formagdo de um platd, a partir do qual ndo ha redugdo significativa dos valores do potencial zeta.
Sabendo-se que a quantidade maxima de moléculas de lecitina adsorvidas a superficie das nanoparticulas forma uma
monocamada completa. Em cada uma dessas regides, foram ajustadas equacdes lineares, cuja intersec¢@o corresponde a
concentragdo a partir da qual ocorra a saturagdo dos sitios de adsor¢do disponiveis na superficie das nanocépsulas para a
formagdo de uma monocamada composta por moléculas de lecitina.
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Fig 1. Valores de potencial zeta em fungdo da concentragdo de Lipoid S75" utilizada nas suspensdes de LNC.

As formulagdes LNC apresentando tamanho nanométrico foram submetidas a um teste preliminar de
estabilidade com o objetivo de avaliar a influéncia da formagdo de uma monocamada completa de lecitina de soja na
estabilidade das nanocéapsulas. A partir dos perfis de distribui¢do de tamanho (Fig. 2), verificou-se, para a suspensdo
LNG;, o surgimento de particulas micrométricas a partir do 7° dia; no entanto, tal desestabilizagdo mostra-se reversivel,
devido a volta do sistema ao seu estado inicial até o 35° dia. Por outro lado, as formulagdes LNCs5 e LNCg mostraram
alteracoes irreversiveis a partir do 7° dia, devido ao surgimento de agregados micrométricos durante todo periodo de
monitoramento. De forma diferente das demais formulagdes, a suspensio LNCy manteve seu perfil inicial ao longo dos
42 dias, tal fato pode ser atribuido ao maior grau de estabilizacdo por mecanismo eletrostatico nessa formulagdo em
comparagdo as demais. Como a formulagdo LNC; apresentou até o 35 © dia somente alteracdes reversiveis, pode-se
afirmar que sua estabilidade seja semelhante a LNCy, no entanto, o mecanismo de estabilizagdo predominante em cada
uma dessas duas formulacdes ¢ diferente, sendo o mecanismo estéreo para LNC;. Dessa forma, por apresentar maior
densidade de carga negativa em sua superficie e a formagdo de uma monocamada completa do tensoativo anidénico
(demonstrado pelo perfil do potencial zeta em fungdo da concentracdo de lecitina de soja na superficie das particulas), a
suspensdo LNC, foi selecionada para o revestimento superficial com o polimero catiénico quitosana.
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Fig 2. Perfis de distribui¢ao de tamanho obtidos pela técnica de difracdo de laser. Em (a), LNCj3; (b), LNCs; (c), LNCg e
(d), LNC,.

O revestimento da suspensdo LNC, com quitosana foi verificado pelo aumento de tamanho médio (Z-Average)
e reversdo do potencial zeta (Fig. 4a e 4b, respectivamente). Além disso, a partir dos valores de potencial zeta em
fun¢do da concentragdo de quitosana utilizada no recobrimento da formulagdo LNC9, observa-se a formagdo de um
platd, a partir do qual ndo ocorre variagdo significativa dos valores de potencial zeta. A cada uma dessas regides foi
ajustada uma equacdo da reta, obtendo-se correlagdo linear; apos igualar as duas equacdes obteve-se o valor de
concentracdo de quitosana necessaria para obtenc¢ao de uma monocamada completa do polimero catiénico em torno das
particulas foi determinado como sendo 0,7mg/mL. O mesmo procedimento foi realizado para os valores de didmetro
médio em funcdo da concentracdo de quitosana obtendo-se o mesmo resultado corroborando com a hipétese para a
formagdo de uma monocamada.

Fig 4. Em (a) valores de didmetro médio (Z-Average) das LNC9 revestidas com diferentes concentragdes de quitosana
pela técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons e, em (b), valores de potencial zeta em func¢do da concentragio de
quitosana obtidos pela técnica de “Phase Analisys Light Scattering”.

As nove suspensdes da série MN foram submetidas a teste de estabilidade acelerada (a temperatura de 40 °C +
2 °C) com o objetivo de acelerar possiveis processos de instabilidade. A partir dos perfis de distribui¢do granulométrica,
verificou-se que todas as formulacdes apresentaram a formagdo de aglomerados a partir da primeira analise (ocorrida
sete dias apds estocagem em camara climatica), com excegdo das suspensdes MNgs, MNy 7, MN| 4, que mostraram a
formagdo de aglomerados a partir do décimo quarto dia. Dessa forma, um teste adicional de estabilidade a 5 °C foi
realizado com as trés formulagdes mais estaveis, visando verificar a influéncia da formagdo de uma monocamada
completa de quitosana na estabilidade dos diferentes sistemas. Por meio desse teste verificou-se que a formulagdo com a
formagdo de uma parede adicional de quitosana em monocamada foi capaz de permanecer estavel por mais tempo (Fig.
5) em comparagdo a MNys e MN;4, as quais apresentavam, respectivamente, uma monocamada incompleta e um
excesso de quitosana adsorvido a superficie das particulas.

Fig 5. Perfis de distribuicdo de tamanho obtidos pela técnica de difragio de laser. Em (a), MNys; (b), MNy; e (c),
MN; 4.
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Concluséo

A partir dos estudos de caracterizagao fisico-quimica foi possivel a determinac@o quantidade de lecitina de soja
necessaria para a formagdo de uma monocamada completa desse tensoativo em torno das nanocapsulas, de forma a
obter uma estabilizagdo mais efetiva das LNC e um sitio para interagdo idnica adequada para ligagdo com o polimero
catidnico quitosana. Adicionalmente, por meio da ligacdo de diferentes concentra¢des de quitosana a superficie da LNC
com concentragio otimizada de Lipoid S75® foi determinado a concentragio necessaria para a formagio de uma
monocamada do polimero catidnico, obtendo-se, assim, um sistema com superficiec mais homogénea e estavel para
futura aplicacdo na encapsulag@o de farmacos e, também, como sitio de ligacdo para espécie macromoleculares.
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