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RESUMO

O fluxo de injecdo e o solvente orgénico, utilizado no preparo de nanoesferas poliméricas, sao
parametros experimentais que controlam o diametro e a distribuicdo de didmetro das
nanoparticulas, formadas pelo processo conhecido como nucleacdo. Considerando as
nanocépsulas de nucleo lipidico, formadas pelo processo de auto-organizacdo, estes parametros
experimentais ainda ndo foram explorados. Assim, esse trabalho propde avaliar o fluxo de
injecdo e 0 solvente organico na preparacdo destas suspensfes aquosas, caracterizando fisico-
qguimicamente estes sistemas. Para variacdo de fluxo de injecdo, utilizou-se uma bomba
peristéltica, sendo possivel a avaliacdo dos seguintes fluxos: 5, 8, 12, 15, 21 e 38 mL min™. O
didmetro das nanocapsulas diminuiu de 2569 nm a 127 +8 nm pela técnica de difracdo de laser
e 22049 nm a 124+13 nm, segundo a técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons. Os
solventes organicos avaliados foram a acetona, acetonitrila e 1,4-Dioxano. Observou-se que a
acetonitrila se mostrou adequada para a condi¢do previamente otimizada com acetona, ao passo
que o 1,4-Dioxano apresentou um pico micrometrico em sua distribuicdo. Assim, foi possivel
modelar este estudo através de um fatorial de design 22, onde tém-se dois fatores, fluxo de
injecdo e solvente organico, em dois niveis, nos fluxos de 5 e 38 mL min™ e considerando 0s
solventes acetona e acetonitrila. Como resultado, viu-se que o fluxo de injecdo € o parametro de
maior influéncia na preparacdo destas suspensdes aquosas, se comparado ao solvente organico
selecionado. Para elucidar o papel do solvente organico na preparacdo destes sistemas, calculou-
se 0s parametros de solubilidade e os coeficientes de difusdo solvente organico\dgua e
agua\solvente organico para os trés pares avaliados neste trabalho. Viu-se que os parametros de
solubilidade e os coeficientes de difusdo solvente organico\dgua explicam a ndo variacdo do
didmetro de particula em funcdo do solvente organico. Ainda, realizou-se um estudo de
viscosidade, em funcdo do log [PCL], para fases organicas preparadas com acetonitrila e 1,4-
dioxano. Obteve-se o valor de 2,30 mg mL™" para a concentracdo de agregacao critica quando
utilizado o 1,4-Dioxano e 10,47 mg mL™" para a fase organica preparada com acetonitrila. Entéo,
pode-se dizer que este valor elevado encontrado para a acetonitrila € uma vantagem de sua
utilizacdo, uma vez que as caracteristicas nanoscopicas sdo mantidas € um maior nimero de

particulas pode ser formado.

Palavras-chave: nanoesferas, nanocéapsulas, fluxo de injecdo, solvente organico, diametro de

particula, estudo fatorial, concentracdo de agregacéo critica.
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ABSTRACT

Flow rate and organic solvent, used to prepare polimeric nanospheres, are experimental
parameters that control the size and the size distribution curves of these nanoparticles, formed by
particle nucleation. Considering the lipid core nanocapsules, formed by self-assembled process,
these experimental parameters are not evaluated yet. Considering those, this work proposes to
evaluate the flow rate and the organic solvent in the preparation of these aqueous suspensions,
characterizing them physicochemically. To change the flow rate, it was used a peristaltic pump,
it being possible to evaluate the following flows: 5, 12, 15, 21 and 38 mL min™. The
nanocapsules diameters decreased from 2569 nm to 127 +8 nm, by laser difratometry and
220+9 nm to 124+13 nm, by the photon correlation spectroscopy technique. The organic solvents
evaluated were acetone, acetonitrle and 1,4-dioxane. It was observed that the acetonitrile was
adequate for the condition previously optimized with acetone, whereas in the 1,4-dioxane
distribution apears a micrometric peak. So, it was possible to modelate this study by a 22 factorial
design, two factors, flow rate and organic solvent, in two levels, 5 and 38 mL min™, considering
acetone and acetonitrile. As a result, it was seen that the flow rate is the most influential
parameter in the preparation of aqueous suspensions, compared to organic solvent selected. To
elucidate the role of organic solvent in these systems, it was calculated the solubility parameter
and the diffusion coefficients organic solvent/water and water/organic solvent to the three pairs
evaluated in this work. It was seen that the solubility parameter and diffusion coefficient organic
solvent/water explain the same diameter of the nanocapsules, even the change on the organic
solvent. Even so, it was done a viscosity study, as a function of log [PCL], to organic phases
prepared with acetonitrile and 1,4-dioxane. It was obtained a value of 2,30 mg mL™ to the
critical aggregation concentration to the 1,4-dioxane solvent, and the value of 10,47 mg mL™ to
the acetonitrile solvent. So, it can be said that this high value found for acetonitrile is an
advantage in its use, since the nanoscopic characteristics are maintained and a larger number of

nanoparticles can be formed.

Keywords: nanospheres, nanocapsules, flow rate, organic solvent, nanoparticle size, factorial

study, critical aggregation concentration.
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1. INTRODUCAO



1. Introducéo

Os tratamentos clinicos tradicionais visam & utilizacdo do farmaco na sua forma
livre, seja por administracdo topica, oral, parenteral ou oftalmica. Dentre os efeitos
adversos relatados, destacam-se a baixa absor¢do do mesmo por parte do organismo, sua
acdo inespecifica e a sua liberacdo rapida, diminuindo o seu efeito terapéutico (SAHOO et
al., 2003). Visando driblar estas desvantagens, a nanotecnologia farmacéutica vem se
destacando nos ultimos anos, com os sistemas de liberagdo controlada de compostos
biologicamente ativos (COUVRER et al., 2006).

Dentre os sistemas de liberacdo controlada ja desenvolvidos, ganham destaque nas
ultimas décadas as nanoparticulas poliméricas, devido as suas potencialidades terapéuticas
e & maior estabilidade nos fluidos biol6gicos e durante o armazenamento (SCHAFFAZICK
et al., 2003). A encapsulacdo de farmacos nestas nanoparticulas podem também protegé-lo
frente a degradacéo enzimatica, quimica ou imunologica (BARRAT et al., 2000).

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que possuem
didmetro médio inferior a 1 um, podendo ser nanocapsulas ou nanoesferas, diferenciando-
se entre si segundo sua estrutura organizacional. As nanocépsulas séo carreadores
vesiculares constituidos por um nucleo oleoso envolto por um polimero biodegradavel,
enquanto que as nanoesferas ndo possuem este nucleo (SCHAFFAZIK et al., 2003;
JAGER et al., 2009). Essas nanoparticulas poliméricas, nanocapsulas ou nanoesferas,
podem ser preparadas por dois grupos diferentes de métodos, que sdo: polimerizacdo in
situ de mon6émeros dispersos (GALLARDO et al., 1993) e precipitacdo de polimeros pré-
formados. Dentro deste ultimo grupo, citam-se trés métodos: emulsificacdo-difuséo
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998), nanoprecipitacdo, também conhecido como

deslocamento de solvente, e deposicéo interfacial de polimero (FESSI et al., 1989).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma nova classe de
nanocapsulas, conhecidas como nanocapsulas de nucleo lipidico (NCL), que diferem das
tradicionais pela adicdo de um tensoativo de baixo balanco lipofilico-hidrofilico, o
monoesterato de sorbitano (MS). A presenca deste tensoativo, além de estabilizar de forma
mais eficiente a particula, aumenta a viscosidade do nucleo oleoso. Assim, a liberacdo do
farmaco é ainda mais controlada, devido a diminuicdo da permeabilidade do farmaco
encapsulado frente a barreira polimérica (VENTURINI et al., 2011; JAGER et al., 2009).
VENTURINI e col. (2011) verificaram a fracdo 6tima de componentes para a obtencao

exclusiva de nanocépsulas de ndcleo lipidico, como sendo de 1:4,1:2,6 para monoesterato
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1. Introducéo

de sorbitano, triglicerideos dos acidos céaprico e caprilico (TCC) e o polimero, poli(e-

caprolactona) (PCL), respectivamente, utilizando a acetona como solvente organico.

Mais comumente, estas nanocadpsulas sdo preparadas segundo o método de
nanoprecipitacdo, que consiste na preparacdo de uma fase organica que sera vertida em
uma fase aquosa. Este método apresenta algumas vantagens em relagcdo aos demais, pois
sua preparacdo consiste em uma Unica etapa, formando as nanocépsulas de forma
instantdnea, sendo conhecido como um método répido e sem a necessidade de
instrumentacao especifica (SANSON et al., 2009).

A partir deste método, obtém-se particulas de tamanho médio entre 50 e 300 nm. O
tamanho de particula que se deseja obter esta diretamente relacionado com a finalidade
para 0 qual sera utilizado este carreador, podendo variar, para tanto, parametros
experimentais, como: polimero selecionado, assim como a sua massa molecular, solvente
organico utilizado, concentracdo dos componentes na fase organica e fluxo de injecdo da
fase organica para a fase aquosa. Assim, percebe-se a importancia do estudo e avaliacdo
destes parametros experimentais, para controle de didmetro e dispersdo das nanocapsulas

de nucleo lipidico, além de avaliacdo da sua estabilidade fisica (SANSON et al., 2009).

Dessa forma, propusemos avaliar a influéncia na caracterizacao fisico-quimica de
dois parametros experimentais na preparacao de suspensdes aquosas de nanocapsulas de
nacleo lipidico: o fluxo de injecdo da fase organica para a fase aquosa e o solvente
organico utilizado na preparacdo da fase organica, tendo em vista que estes parametros
ainda ndo foram avaliados para as nanocapsulas de nucleo lipidico, que se caracterizam por
serem obtidas por auto-organizacao a partir de uma solucéo organica dos materiais injetada
em uma solucdo micelar de polissorbato 80 (JORNADA et al., 2012).
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Sistemas de liberacgdo controlada de farmacos

O controle da liberacdo de farmacos em sitios de acéo especificos tém sido alvo
de um grande namero de publica¢cdes nos Gltimos anos. Estes sistemas visam a liberacdo
do farmaco no sitio de agdo especifico (tecido, célula ou 6rgao), possibilitando maior
absor¢do, menor nimero de efeitos colaterais devido a acdo inespecifica e uma liberacdo
mais lenta no organismo, podendo aumentar o efeito terapéutico, representando, assim,
uma estratégia diferenciada, seja para administracdo tdpica, oral, parenteral ou oftalmica
(BARRATT et al., 2000; COUVREUR et al., 2006; JAGER et al., 2007; VILLANOVA, J.
et al., 2010). Dentre os sistemas estudados, recebem maior destaque 0s sistemas micro e
nanoestruturados, compostos principalmente de lipideos e polimeros biodegradaveis
(BARRATT et al., 2003).

De uma forma geral, os sistemas de liberacdo nanoestruturados possuem vantagens
em relacdo aos sistemas convencionais, podendo citar: maior eficicia terapéutica com
liberacdo progressiva e controlada do farmaco; reducdo da toxicidade; maior tempo de
permanéncia na circulagdo; reducdo na dosagem e no nimero de doses administradas, se
tornando mais econdmico, seguro e facilitando a adesdo por parte dos pacientes; e
direcionamento deste ativo ao sitio de acdo especifico (GUTERRES et. al., 2007
TEDESCO et. al., 2007).

Estas vantagens relatadas na literatura referente a estes sistemas estdo
relacionados a versatilidade destes, uma vez que agentes terapéuticos de diferentes
naturezas quimicas e bioldgicas podem ser encapsulados, dispersos e\ou dissolvidos; bem
como seu tamanho reduzido, permitindo que penetrem com maior facilidade até o sitio de
acdo. Os sistemas que atendem a estas caracteristicas e que sdo alvo constante de pesquisas
sdo: os lipossomas (FARRAT et al., 2001), as nanoparticulas lipidicas solidas (MULLER
et al., 2007; SOUTO et al., 2011), as micelas poliméricas (VILLANOVA et al., 2010;
FRANCIS et al., 2004) e as nanoparticulas poliméricas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.2. Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas de liberacdo controlada de farmacos
com diametro médio inferior a 1 um, que apresentam distribui¢cdo de tamanho estreita e
monomodal (SAHOO e LABHASETWAR, 2003; SOPPIMATH et al., 2001; GUTERRES
et al., 2010; DE MELO et al., 2011). Estes sistemas possuem vantagens, comparando-as

aos demais, como a alta capacidade de carga de farmaco, a prote¢do do farmaco
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incorporado frente & degradacéo, promovendo maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e
durante o armazenamento e o potencial de modificagdo de superficie por meio de
transformagdes quimicas (RONEY et al., 2005; VAUTHIER et al., 2006; KULKAMP et
al., 2009; VENTURINI et al., 2011).

As nanoparticulas poliméricas podem se apresentar de duas formas, nanoesferas
ou nanocapsulas, diferenciando-se na sua estrutura morfolégica. As nanoesferas sdo
sistemas matriciais, constituidas por uma matriz polimérica, onde o farmaco fica retido ou
adsorvido. As nanocépsulas diferem das nanoesferas por apresentarem um nucleo oleoso,
sendo conhecidas entdo como sistemas vesiculares, onde o farmaco pode ficar adsorvido
na parede polimérica e\ou dissolvido no ndcleo (SCHAFFAZICK et al., 2003;
SOPPIMATH et al., 2001; GUTERRES et al., 2007; GUTERRES et al., 2010).

Para a preparacao destas nanoparticulas, os métodos mais utilizados séo baseados
na polimerizagéo in situ de monémeros dispersos (MONTASER et al., 2000; GALLARDO
et al., 1993) e na precipitacdo de polimeros pré-formados (FESSI et al., 1989), incluindo,
neste dltimo, a emulsificacdo-difusdo (QUINTANAR-GUERRERO et. al, 1998), a
nanoprecipitacdo e deposicao interfacial de polimero (FESSI et. al., 1989). Este ultimo é
amplamente utilizado devido a sua simplicidade e reprodutibilidade (SCHAFFAZICK et
al., 2003), podendo ser aplicado a diversos grupos de matérias-primas. O metodo consiste
em dissolver os constituintes das nanoparticulas, o dleo, lipideo liquido, quando estas
forem nanocapsulas, o polimero, o tensoativo e a substancia ativa em um solvente organico
miscivel em &gua. Esta fase organica é injetada em uma fase aquosa previamente
preparada, contendo, além de &gua, um agente anticoagulante. Estas nanoparticulas se
formam espontaneamente, pela rapida difusdo do solvente orgéanico na dgua, de maneira
que os constituintes destas particulas, por ndo serem sollveis em agua, se auto-estruturam
em uma fase dispersa. Posteriormente, o solvente organico é eliminado desta suspensao

aquosa e a formulacgéo € entdo concentrada com auxilio de um evaporador rotatorio.

Diversos polimeros vém sendo estudados como constituintes destas
nanoparticulas, sendo importante que sejam biocompativeis e biodegradaveis, pois, desta
forma, sofrerdo degradacdo macromolecular in vivo por acdo de microorganismos, enzimas
e\ou células, ndo prejudicando a acdo do farmaco e ndo apresentando nenhum efeito
colateral acoplado ao seu uso (VILLANOVA et al.,, 2010). Relata-se a utilizacdo de

polimeros naturais, como albumina, quitosana e gelatina (LIU et. al., 2005;

20



2. Revisao Bibliografica

SANTANDER-ORTEGA et. al., 2010), semi sintéticos ou sintéticos, sendo este Gltimo o
mais utilizado (LAMPRECHT et al., 2000). Dentre a classe polimérica mais utilizada,
destacam-se o poli(acido latico) (PLA), o poli(&cido latico-co-acido glicélico) (PLGA) e a
poli(e-caprolactona) (PCL) (RONEY et al., 2005). A poli(e-caprolactona) é um polimero
pertencente a classe dos poliésteres, semi cristalino, de degradacdo lenta, apresentando
também caracteristicas como biocompatibilidade e biodegradabilidade, se destacando
como constituinte no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas (SINHA et al., 2004).

O componente lipofilico liquido (6leo) também se mostra um importante
constituinte das nanoparticulas, devendo apresentar caracteristicas como alta estabilidade
fisico-quimica, auséncia de toxicidade e alta afinidade quimica com o farmaco, podendo,
assim, aumentar a quantidade deste encapsulada. Os Oleos que apresentam estas
caracteristicas e vém sendo amplamente utilizados com esta finalidade sdo os triglicerideos
dos acidos céaprico e caprilico, o 6leo mineral e 0 metoxicinamato de octila (DE MELO et
al., 2011). DE MELO et. al., demonstraram que a utilizacdo de Oleo mineral como
componente lipofilico liqguido em nanocapsulas de benzocaina promoveu o aumento da
estabilidade fisica destas particulas, perfil de liberacdo mais lento, e aumento da atividade
local do farmaco, comparando com outros dois 6leos, miristato de isopropila e oleato de

decila.

A presenca de tensoativos nestas suspensdes aquosas se mostra um importante
parametro para maior estabilidade durante tempo de armazenamento, -evitando
aglomeracéo destas particulas (MOSQUEIRA et al., 2000).

A caracterizacdo fisico-quimica destas particulas, que inclui determinacdo de
tamanho e polidispersdo, morfologia (MET e MEV), rastreamento de particula e teor de
encapsulacdo € influenciada pelo método de preparacdo e pela composicdo quali e
quantitativa destas suspensdes, podendo alterar também estudos in vitro e in vivo.
Dependendo da finalidade para o qual o sistema serd utilizado, se mostra relevante o
controle de tamanho e polidispersdo destas particulas, e, para isso, pode-se variar 0S
constituintes e\ou sua concentracdo na fase organica, o solvente organico utilizado, e

também o fluxo de injecdo de uma fase na outra.

2.3. Nanocéapsulas de nucleo lipidico
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma nova classe de
nanoparticulas poliméricas, as nanocapsulas de nucleo lipidico, que diferenciam-se das
tradicionais por possuirem, em seu ndcleo, um lipidio solido, o monoestearato de
sorbitano, dissolvido no 6leo tradicionalmente utilizado, os triglicerideos dos &cidos
caprico e caprilico (JAGER et al., 2009; VENTURINI et al., 2011). Sua presenca no
nacleo destas particulas foi demonstrada por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
(MULLER et. al., 2001), por espalhamento de raios-X a baixo angulo (CRUZ et. al.,
2006b), por cinética de liberacdo comparando diferentes viscosidades do nucleo (JAGER
et. al., 2009) e por microscopia de forga atbmica (MFA) (FIEL et. al., 2011).

O monoestearato de sorbitano é um tensoativo ndo-iénico biodegradavel derivado
de um &cido graxo natural. Ele é comumente utilizado como componente lipofilico sélido
combinado ao componente lipofilico liquido, como as nanocépsulas poliméricas
desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa, mas também pode ser combinado a outros
lipideos liquidos, como o 6leo mineral (POHLMANN et. al, 2002; DE MELO et. al., 2011)
e metoxicinamato de octila (DE MARCO et. al., 2009).

A grande vantagem de sua utilizacdo gira em torno do fato de que, a presenca
deste lipidio sélido no ndcleo tem a capacidade de aumentar a quantidade de farmaco
lipofilico encapsulado (GUTERRES et al., 2010; VENTURINI et al., 2011), além de
aumentar a protecdo do mesmo frente a degradacdo. Comparando as nanocapsulas
tradicionais, as nanocapsulas de nucleo lipidico possuem diferentes caracteristicas
morfologicas e funcionais (FIEL et. al., 2011) e também diferenciam-se na cinética de
liberacdo in vitro (CONTRI et. al., 2010).

Venturini e colaboradores (2011) obtiveram a proporcdo 6tima das matérias-
primas constituintes destas nanocapsulas poliméricas, de maneira a obter apenas este tipo
de carreador, como sendo de 1:4,1:2,6 de monoestearato de sorbitano (MS), triglicerideos
dos acidos céprico e caprilico (TGCC) e do polimero, poli(e-caprolactona) (PCL),

respectivamente.
2.4. Design fatorial

O design fatorial € uma ferramenta de planejamento experimental bastante
empregada em diversos segmentos da pesquisa cientifica. Sua utilizacdo tem como

objetivo otimizar o nimero de experimentos a serem realizados, chegando a resultados
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satisfatorios, se tornando uma ferramenta econdmica e eficiente, diminuindo também o

tempo despendido com experimentos.

O planejamento realizado estard diretamente relacionado com a realidade do
pesquisador, do niumero de varidveis independentes e dependentes selecionadas e também
do software matematico que tém-se disponivel. Existem diversos softwares disponiveis no

mercado, devendo encontrar aquele que vai se adequar melhor ao planejamento realizado.

O preparo de nanocarreadores, formados tanto por lipideos, como as
nanoparticulas lipidicas solidas, quanto por polimeros biodegradaveis, como as
nanoparticulas poliméricas, envolve um elevado nimero de variaveis experimentais. Estas
variaveis irdo gerar diferencas na caracterizacdo fisico-quimica destas particulas, podendo
apresentar diferencas na estabilidade fisica, no didmetro e distribuicdo de diametro, no
potencial de superficie (potencial zeta), nos valores de pH obtidos, entre outros.

Desta forma, observa-se a importancia do estudo fatorial no segmento da
nanotecnologia farmacéutica, visando a otimizacdo do numero de formulacdes a serem
preparadas, podendo controlar o diametro e distribuicdo de didmetro das particulas, bem
como sua estabilidade frente ao tempo de armazenamento, apresentando relevancia nos

estudos in vitro e in vivo, e, posteriormente, nos estudos clinicos.

BEI e colaboradores (2009) estudaram trés variaveis independentes, quantidade de
lipideo, de polimero e de dacarbazina (farmaco utilizado no tratamento de melanoma) no
preparo de cubossomos, um nanocarreador muito utilizado quando estuda-se a
encapsulacdo de ativos hidrofilicos. Segundo um estudo fatorial de design 33, as variaveis
dependentes relatadas pelos autores foram a quantidade de ativo encapsulada e o tamanho
de particula, denominadas de Y; e Y,, respectivamente. Assim, apds o preparo de 15
diferentes formulagdes, os autores observaram o diametro de particula em um intervalo de

110 a 227 nm e a eficiéncia de encapsulacdo de 0,1 a 38%.

A utilizacdo do design fatorial como ferramenta de investigacdo também se
mostrou importante para DAS e colaboradores (2011) na preparacdo de nanoparticulas
lipidicas solidas, para encapsulacdo de um ativo hidrofilico, que apresenta atividade anti-
cancer, o tretinoin. Os efeitos das variaveis do processo, como tempo de homogenizacéo,
tempo de sonicagdo, concentracdo e tipo de surfactante, concentracdo e tipo de lipideo,

foram avaliados segundo um design fatorial, onde as variaveis dependentes estudadas
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foram o didmetro de particula, o indice de polidispersdo, potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacdo. O objetivo principal relatado pelos autores foi a selegdo de uma formulacéo
que apresentasse a maior eficiéncia de encapsulacdo, o qual foi alcangada em 94%. Dessa
forma, concluiram o qudo importante se mostrou modelar o estudo utilizando um design
fatorial, sendo possivel avaliar as variaveis do processo de forma quali e quantitativa,

chegando ao resultado desejado.

Para as nanoparticulas poliméricas, o design fatorial também foi utilizado por
alguns autores. POLETTO e colaboradores (2009) estudaram duas diferentes variaveis
independentes, velocidade de agitacdo e volume de etanol da fase organica, em trés
diferentes niveis, no preparo de nanoesferas de PCL pelo método de emulsificacdo-difuséo.
Foram avaliados o diametro de particula e o indice de polidispersdo, chamadas de Y; e Y5,
respectivamente, nas formulac6es preparadas segundo um design 32. Segundo 0s autores,
quando utilizado a maior velocidade de agitagdo e a maior quantidade de etanol na fase
organica, o diametro de particula, assim como o indice de polidispersdo, foram 0s menores
observados para a série preparada, sendo, entdo, formulagGes consideradas mais
homogéneas, com distribuicdo mais estreita. Assim, através de um design fatorial, foi
possivel a selecdo de formulagdes com objetivos desejados pelos autores com um menor

namero de experimentos.

2.5. Influéncia de parametros experimentais no diametro e distribuicdo de

diametro de nanoparticulas poliméricas

Existem alguns trabalhos na literatura que buscam investigar e avaliar 0s
parametros experimentais envolvidos no preparo de nanoparticulas poliméricas,
principalmente no que se refere ao didmetro e homogenidade granulométrica destas
particulas. Esta varidvel mostra-se importante porque esta relacionada com a habilidade
destas particulas de cruzar barreiras biologicas de forma seletiva, conseguindo atingir 0s
sitios de acdo especificos, podendo ser células, tecidos ou 6rgdos (JORNADA et. al.,
2012). Relata-se na literatura trés parametros que estdo recebendo maior destaque no
namero e qualidade de publicacGes, que sdo: influéncia da viscosidade da fase organica, do
fluxo de injecdo da fase organica para a fase aquosa e do solvente organico utilizado no

preparo da fase organica.

2.5.1. Viscosidade da fase organica
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A concentragdo de materiais na fase organica esta diretamente relacionada com a
viscosidade desta fase, sendo maior quanto maior for a quantidade de materiais utilizada na
sua preparagdo. Acredita-se que a producdo de nanoparticulas poliméricas com controle de
didmetro e distribuicdo unicamente nanoscépica, esta relacionada com o estado de
agregacdo das matérias-primas da fase organica.

LEGRAND e colaboradores (2007) estudaram a influéncia da viscosidade, e, por
consequéncia, do estado de agregacdo dos materiais, no controle de diametro e distribuicédo
de nanoesferas, um sistema matricial, formado pelo mecanismo conhecido como
nucleacdo. Os autores relatam a importancia desta variavel nesta avaliacdo, conseguindo

determinar a concentracdo de agregacao critica para as nanoesferas.

Quando a supraestrutura molecular destas particulas € mais complexa, como as
nanocapsulas de nucleo lipidico, que séo sistemas vesiculares e ndo matriciais como as
nanoesferas, formadas por um mecanismo diferente daquele proposto para o sistema

matricial, poderia ser observado os mesmos resultados daqueles ja relatados.

Com este objetivo, JORNADA e colaboradores (2012) estudaram a influéncia da
viscosidade da fase organica no didmetro e homogeinidade de suspensfes aquosas de
nanocapsulas de nucleo lipidico. Preparando a fase organica utilizando a proporcéo ja
estabelecida (VENTURINI et. al., 2011), em diferentes gquantidades, e acetona como
solvente organico, a concentracao de agregacao critica foi determinada como sendo de 4,38
mg mL™". Os autores relatam gque, em uma concentracdo de materiais menor do que a
critica, as cadeias poliméricas estdo livres, em um regime diluido, assim, a distribuicao
unicamente nanoscopica para as suspensodes é atingida. Quando a fase organica é preparada
em uma concentracdo maior do que a estabelecida, este regime diluido € perdido, e as
cadeias poliméricas ja ndo estdo mais livres, observando, entdo, uma distribuicdo também
microscopica, mostrando a importancia do controle da concentracdo no diametro e
distribuicdo destas suspensbes. Cabe salientar que este estudo foi realizado utilizando
acetona como solvente organico, sendo que esta concentracdo critica pode se manter ou

ndo, quando o solvente organico puder ser modificado.
2.5.2. Fluxo de injecéo

O fluxo de injecdo € um parametro experimental importante na formacdo de

nanoparticulas poliméricas, mas, até 0 momento, o nimero de publicagdes envolvendo esta
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variavel é reduzido. Este parametro estd relacionado com a velocidade em que a fase
organica é vertida para a fase aquosa, com auxilio dos mais diversos dispositivos, com o
objetivo de verificar como sua varia¢do pode influenciar nas mais diferentes técnicas de

caracterizagdo fisico-quimica.

E relatada a importancia do controle de diametro e distribuicdo de didmetro
(homogeinidade) destas particulas, pois seu controle esta relacionado com a habilidade que
elas terdo de atravessar barreiras bioldgicas, e, mais importante ainda, de forma seletiva,
que é 0 que se espera dos sistemas de liberacdo de farmacos (JORNADA et. al. 2012,
LINCE et. al., 2008; MOLPECERES et. al., 1995). Com o objetivo de estudar este

parametro, alguns artigos merecem destaque.

MOLPECERES e colaboradores (1995) avaliaram alguns parametros
experimentais na formacdo de nanoesferas de PCL, sem a presenca de Oleo em sua
formulacdo, de ciclosporina (farmaco associado ao sistema imunosupressor). Estes
parametros, temperatura da fase aquosa, volume de solvente da fase organica (acetona),
quantidade de polimero e de surfactante e, por fim, o fluxo de injecdo da fase organica para
a fase aquosa, foram avaliados através de um design fatorial, resultando em 54 diferentes
formulagdes. O fluxo de injecdo, citado pelos autores como a variavel de maior interesse,
foi modificado variando o didmetro da agulha e também a vazéo de gas nitrogénio segundo

um dispositivo previamente elaborado, em um intervalo de 6 a 272 mL min™.

Apos a caracterizagdo fisico-quimica destas particulas, os autores observaram que
o0 fluxo de injecdo influenciou no didmetro e na distribuicdo de tamanho das nanoesferas,
em um intervalo de 113 a 215 nm, sendo o0 menor didmetro e a maior homogeinidade no
maior fluxo de injecdo avaliado. Além da influéncia nos valores de diametro, foi observado
também influéncia na eficiéncia de encapsulacdo do farmaco avaliado, sendo maior o teor
de ativo encapsulado no menor fluxo de injecdo avaliado, com uma diferenca de,
aproximadamente, 8%. Os autores concluem citando que o fluxo de injecdo foi o
parametro de maior relevancia observado no estudo, principalmente pela possibilidade de

encapsular maior quantidade de farmaco.

Em um segundo trabalho, LINCE e colaboradores (2008) estudaram a variacao da
massa molar e da concentracdo do polimero PCL e também do fluxo de injecdo, na

formacdo de nanoesferas poliméricas brancas, ou seja, sem a presenca do farmaco,
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particulas formadas apenas pelo polimero e o tensoativo, através do método de
nanoprecipitacdo. O intervalo de fluxo de injecdo avaliado foi de 3 a 120 mL min™.

Apo6s caracterizacdo fisico-quimica, analisando apenas o parametro fluxo de
injecdo, os autores relatam que houve diferenga novamente no diametro de particula,
obtido através da técnica de espalhamento de luz dindmico (PCS), variando de 100 a 600
nm, com distribuicdo estreita e monomodal. Os autores citam as trés etapas responsaveis
pela formacdo das particulas como sendo a nucleagdo, o crescimento molecular e a
agregacdo, que governam o diametro final de particula segundo a equacdo 1, delineada

para o caso de uma esfera.

_ 2D —-16my3t? ~
] - ds exp (3 K3T 3 I_IH(S)JZ ) (Equagao 1)

onde J é a taxa de nucleacdo (m\s), D é o coeficiente de difusdo molecular do polimero, d é
o diametro de particula, k € a constante de Boltzmann, T € a temperatura absoluta (K), y é
a tensdo interfacial entre as particulas ja formadas e a solugéo, t é o volume molecular do
polimero.

Observando a equacdo 1, pode-se ver a relacéo existente entre a taxa de nucleacéo
e 0 diametro de particula, que € inversamente proporcional. Neste caso, verificou-se no
estudo experimental o que é relatado teoricamente, ou seja, maiores taxas de nucleacgéo,
alcancado em maiores fluxos de injecdo, levam a menores diametros de particula.

CHACON e colaboradores (1996) também estudaram a formacao de nanoesferas
poliméricas de ciclosporina A, desta vez utilizando o polimero poli (acido latico-co-acido
glicolico) (PLGA), através do método de nanoprecipitagdo, também conhecido como
deslocamento de solvente. As variaveis envolvidas neste estudo foram o fluxo de injecdo
da fase organica para a fase aquosa, assim como o didmetro da agulha e também a
concentracdo de polimero. Assim como mencionado nos trabalhos citados, o didmetro de
particula observado aumentou quando avaliado o menor fluxo de injecdo. Neste caso, a
eficiéncia de encapsulacdo do ativo avaliado foi maior quando utilizado o maior fluxo de
injecdo, ao contrario do resultado obtido por Molpeceres e colaboradores (1995). Os
autores citam que isso deve-se ao fato de que, apesar das particulas apresentarem um

tamanho reduzido se comparado as formadas pelo menor fluxo de injecdo, elas se
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apresentam em maior nimero, possibilitando uma maior quantidade de ciclosporina

encapsulada.

2.5.3. Solvente orgéanico

A selecdo do solvente organico utilizado no preparo da fase organica para
preparacdo de nanoparticulas poliméricas, quando obtidas através do método de
nanoprecipitacdo, € de extrema importancia e deve seguir alguns critérios importantes,
como: baixa toxicidade, tendo em vista a posterior administracao terapéutica; solubilidade
total em &gua, considerada o ndo solvente, critério que, se ndo atingido, ira influenciar
negativamente na formacdo das particulas; ponto de ebulicdo, que deve ser igual ou
inferior ao da agua, visando sua eliminacdo ao final do processo; e, ainda, este solvente
deve solubilizar todos os componentes presentes na fase organica (GALINDO et. al., 2004;
CHIEWPATTANAKUL et. al., 2010).

Tratando-se do meétodo de nanoprecipitacdo ou deslocamento de solvente, a
acetona é o solvente organico mais largamente empregado nestes sistemas, devido a sua
baixa toxicidade, solubilidade total em agua, baixo custo e eliminacédo facil e rapida devido
ao seu baixo ponto de ebulicdo (CHORNY et. al., 2002). Sendo assim, a utilizagdo de
outros solventes organicos neste método de preparagéo recebe pouca atencdo por parte dos

pesquisadores.

GALINDO e colaboradores (2004) utilizaram o polimero [poli(metacrilato de
metila)] (PMMA) como matriz na preparacdo de nanoesferas. Neste estudo, foram
avaliados diferentes solventes organicos, entre eles acetona, alcool isopropilico e etilico e
dimetilsulféxido (DMSO) na preparacdo destas particulas, avaliando o comportamento
destes solventes, assim como possiveis variacdes em sua caracterizacao fisico-quimica. Foi
observado pelos autores diferentes diametros de particula, variando de 79 a 178 nm,
dependendo do solvente organico utilizado, sendo que o alcool etilico apresentou 0 menor
diametro de particula.

Buscando uma explicacdo para o resultado encontrado e considerando a
importancia da interacdo solvente/ndo solvente nas diferencas de didmetro de particula
observada pelos autores, foi procedido o célculo de dois parametros tedricos, o parametro
de solubilidade e o parametro de interacdo para os pares solvente/ndo solvente avaliados

pelos autores. Estes dois parametros expressam a afinidade quimica entre duas
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substancias, sendo maior quanto menor a diferenca encontrada. Assim sendo, o alcool
etilico apresentou o menor valor tedrico, corroborando com o resultado obtido
experimentalmente, confirmando a importancia da interacdo solvente/ndo solvente no
didmetro final de particula.

Utilizando o mesmo método de preparacdo, mas empregando o PLA (poli &cido
latico) como matriz, CHIEWPATTANAKUL e colaboradores (2010) avaliaram dois
diferentes solventes organicos, acetona e tetrahidrofurano (THF) no preparo de sistemas
matriciais poliméricos, ndo observando variacdes na caracterizacdo fisico-quimica. Os
autores citam que os solventes organicos atuaram apenas como veiculos no preparo das
formulacbes, ndo podendo modificar a caracterizacao fisico-quimica destes sistemas, e, por
isso, ndo foram observadas diferencas quando o solvente foi variado.

JEONG e colaboradores (2003) estudaram a preparacdo de nanoesferas poliméricas,
utilizando o copolimero poli(e-caprolactona) (PCL) / poli(etilenoglicol) (PEG) e o ativo
trans-acido retindico (atRA), atraves do método de deslocamento de solvente. Apos a
preparacdo, utilizando acetona e tetrahidrofurano (THF) como solventes organicos, foi
realizada a caracterizacdo fisico-quimica destas particulas. Os autores relatam a observacdo
da variacdo do diametro de particula quando houve a variacao do solvente organico, sendo
0 maior diametro quando utilizado o THF. Além desta observacdo, os autores citam a
variacdo na eficiéncia de encapsulacdo na variacdo do solvente, sendo que com acetona
este valor foi maior, em cerca de 8%, se comparado com o THF. Assim sendo, 0s autores
concluem que a acetona se mostrou o melhor solvente orgéanico para o par
ativo/copolimero avaliado.

A partir do exposto, pode-se observar que a avaliacdo destes dois parametros
experimentais, solvente orgéanico e fluxo de injecdo, se mostra relevante para posterior
aplicacdo destes sistemas, assim como avaliar a viscosidade das fases organicas quando ha
a variacdo do solvente organico, principalmente quando trata-se do didametro médio e
distribuicdo de diametro destas suspensbes. Apesar de seu recente desenvolvimento e
avaliacdo in vitro e in vivo, as suspensdes aquosas de nanocapsulas de nucleo lipidico ja se
mostram bastante promissoras, podendo ainda ampliar sua utilizacdo e posterior aplicacdo

avaliando, também para elas, estes parametros experimentais acima descritos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho é investigar a influéncia do fluxo de injecéo, da
fase organica para a fase aquosa, e do solvente orgénico utilizado na preparacéo da fase
orgénica na caracterizacao fisico-quimica de suspensdes aquosas de nanocapsulas de
ndcleo lipidico, utilizando, para tanto, um modelo fatorial. Adicionalmente, propde-se
estudar de forma mais detalhada os solventes organicos avaliados neste trabalho.

3.2. Objetivos especificos

* Aprender a manusear a bomba peristaltica, modelo Miniplus 3, com o intuito de variar

0 fluxo de injecé@o no preparo das formulagdes;
* Verificar e definir os fluxos de injecdo possiveis para o sistema em estudo;

* Preparar suspensdes aquosas de nanocépsulas de nudcleo lipidico contendo poli(e-
caprolactona) (PCL), monoestearato de sorbitano (lipideo solido) e triglicerideos dos
acidos caprico e caprilico (lipideo liquido), utilizando acetona como solvente organico,

nos fluxos de injecdo previamente definidos;

* Preparar suspensfes aquosas de nanocapsulas de nudcleo lipidico contendo poli(e-
caprolactona) (PCL), monoestearato de sorbitano (lipideo solido) e triglicerideos dos
acidos caprico e caprilico (lipideo liquido), utilizando acetonitrila e 1,4-dioxano como

solventes organicos no preparo da fase organica, com auxilio de um funil,

* Preparar suspensfes aquosas de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo poli(e-
caprolactona) (PCL), monoestearato de sorbitano (lipideo solido) e triglicerideos dos
acidos caprico e caprilico (lipideo liquido), utilizando acetonitrila e 1,4-dioxano como
solventes organicos no preparo da fase orgéanica, nos fluxos de injecdo selecionados no

estudo fatorial;

* Proceder com a caracterizacdo fisico-quimica das formulacBes preparadas, segundo:
didametro e distribuicdo de diametro, através das técnicas de difracdo de laser e
espalhamento de luz dindmico; avaliacdo da estabilidade fisica destas suspensdes;
monitoramento de pH; rastreamento de particula; e analises de potencial de superficie

(potencial zeta);
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* Avaliar, de maneira mais detalhada, o comportamento dos solventes organicos
acetonitrila e 1,4-dioxano frente ao sistema otimizado, procedendo com andlises de
viscosidade das fases organicas preparadas.
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4. Materiais e métodos

4.1. Materiais
4.1.1. Matérias-primas
* Poli(e-caprolactona) (PCL) Mn = 14.000 g/mol (Aldrich, Franca);
* Monoestearato de sorbitano (Span 60) (Delaware — Brasil);
* Triglicerideos dos éacidos céprico e caprilico (TGCC) (Delaware — Brasil);

* Polissorbato 80 (Delaware — Brasil)

4.1.2. Aparelhos e equipamentos

4.1.2.1. Laboratdrio de Micro e Nanoparticulas aplicadas na Terapéutica, coordenado
pela professora Adriana R. Pohlmann, IQ/UFRGS:

* Evaporador rotatorio Buchi RE120 (Suica);
* Placa de agitacdo magnética com 15 pontos Velp (Europa);

* Dispositivo de agquecimento e circulagdo de agua, acoplado a termostato IKA EH4
(Alemanha);

* Potencidmetro Micronal B-474;

* Turbiscan LabExpert (Formulaction, Toulouse, Franca);
* Bomba peristaltica, modelo Miniplus MP3, marca Gilson;
* Nanosight LM10 & NTA 2.0 Analytical Software

4.1.2.2. Laboratorio de Sistemas Nanoestruturados para a Administracdo de Farmacos,

coordenado pela professora Silvia S. Guterres, Faculdade de Farméacia/UFRGS:

* Zetasizer Nanoseries (Malvern, Reino Unido) — analises pela técnica de espectroscopia

de correlacdo de fotons;

* Mastersizer Nanoseries (Malvern, Reino Unido) — analise pela técnica de difracdo de

laser;
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* Viscosimetro Vibro Viscometer — modelo SV-10 (A & D, Japéo);
4.1.2.3. Instituto de Quimica — UFRGS:

* ZetaPALS (Brookhaven Instruments Corporation, Estados Unidos) analises pela técnica
de eletroforese;

4.1.3. Solventes e outros materiais
* Acetonitrila grau HPLC (Tedia — USA);
* Acetona (Nuclear — Brasil);
* 1,4-Dioxano (Synth — Brasil);

* Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Millig-Q — Millipore — EUA)
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4.2. Métodos
4.2.1. Preparacdo das suspensfes aquosas de nanocapsulas de nucleo lipidico
4.2.1.1. Fluxo de injecdo

As suspensdes aquosas de nanocapsulas de ndcleo lipidico, também chamadas de
formulacbes, foram preparadas conforme método descrito na literatura (JAGER et al.,
2009) baseado na auto-organizacdo das nanoestruturas (JORNADA et al., 2012). A fase
organica foi preparada dissolvendo-se 0,1000 g do polimero, poli(e-caprolactona), 0,1600
g de triglicerideos dos &cidos caprico e caprilico e 0,0380 g do componente sélido, o
monoestearato de sorbitano (SPAN 60), em 27 mL de acetona PA, conforme condigéo
otimizada previamente por VENTURINI e col. (2011). A fase aquosa foi preparada
dissolvendo-se 0,0770 g do tensoativo Polissorbato 80 (TWEEN 80) em 53 mL de agua

ultrapura.

Entdo, a fase organica foi vertida na fase aquosa sob diferentes fluxos de injecéo,
utilizando-se uma Bomba Peristaltica (modelo Miniplus MP3), acoplada a um tubo
peristaltico de PVC, com didmetro de 3,16 mm, como mostra a figura abaixo (Figura 1). A
este tubo, por sua vez, foi adaptado uma ponteira com didmetro de saida de 0,5 mm, a fim
de obter apenas particulas de tamanho nanométrico. Os fluxos de inje¢é@o avaliados, em um
intervalo possivel para o sistema utilizado, foram de 5, 8, 12, 15, 21 e 38 mL min™,
formulagcdes chamadas de NCL F1, NCL F2, NCL F3, NCL F4, NCL F5 e NCL F®,

respectivamente, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Formulag6es nomeadas segundo o fluxo de injecdo avaliado em sua preparacao.

FormulacGes Fluxo de injecdo (mL min™)
NCL F1 5
NCL F2 8
NCL F3 12
NCL F4 15
NCL F5 21
NCL F6 38
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Apos a injecdo, a suspensdo aquosa foi mantida em banho de dgua, na temperatura
de 40 °C, sob agitacdo magnética constante, durante 10 minutos. Entdo, foram levadas ao
evaporador rotativo para eliminacdo do solvente organico e do excesso de agua, sob
pressdo reduzida a 40 °C.

Figura 1. Sistema utilizado para a variacdo do fluxo de injecéo.

4.2.1.2. Solvente organico

As suspensbes aquosas de nanocapsulas de nucleo lipidico tambem foram
preparadas empregando-se acetonitrila ou 1,4-dioxano conforme descrito acima no sub
item 4.2.1.1. O sistema utilizado para a injecdo no estudo preliminar de solvente
organico foi o mesmo que o utilizado no sub-item 4.2.1.1, mantendo alguns fluxos de
injecdo mencionados anteriormente. Quando necessario, as formulagcdes também foram
preparadas com o auxilio de um funil de injecdo, conforme técnica de bancada

amplamente utilizada.

Apos a injecdo, as suspensdes aquosas foram mantidas em banho de agua, sob

40 °C, em agitacdo magnetica constante, por 10 minutos. Entdo, foram levadas ao
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rotavapor para eliminacdo do solvente organico e do excesso de &gua, sob pressdo
reduzida. As formulacdes foram preparadas em duplicata.

4.2.2. Caracterizacdo das suspensfes aquosas de nanocapsulas de nucleo lipidico

As suspensdes aquosas de nanocépsulas de nucleo lipidico foram caracterizadas
segundo: didmetro, distribuicdo de didmetro e polidispersao, pelas técnicas de difracdo de
laser e espectroscopia de correlacdo de fétons; estabilidade fisica; medidas
potenciométricas; determinacdo da viscosidade da fase orgéanica; rastreamento de particula

e analise morfoldgica.

4.2.2.1. Distribuicdo de diametro, diametro médio, polidispersdo, Diametro
médio e indice de polidispersdo das NCL

4.2.2.1.1. Difragéo de laser

O diametro médio (D[4,3]), a distribuicdo de diametro e a polidispersdo (SPAN)
das nanocapsulas foram determinados pela técnica de difracdo de laser, utilizando o
equipamento Mastersizer 2000. Nesta técnica, ndo ha a necessidade de preparo de amostra,
ela foi adicionada diretamente no recipiente. As distribui¢fes de diametro de particula, por
namero e por volume, foram obtidas pelo céalculo do valor médio de diametro de esfera
equivalente (D[4,3]) conforme equacéo 2, assim como os valores de polidispersao (SPAN),

conforme equagéo 3.

Xd*

D [4,3] = W

(Equacao 2)

(DO;‘) _DOJl)
DO;S

(Equacéo 3)

SPAN =

Em que Dy, € 0 didmetro que abrange 90% da curva de distribuicdo, Dy, ;1 € 0 diametro
que abrange 10% das particulas de menor didmetro sob a curva de distribuicdo e Dy, 5 é 0

diametro que representa a mediana da curva de distribuicdo de diametros.
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4.2.2.1.2. Espalhamento de luz din@mico ou espectroscopia de correlagio
de fétons

As determinacOes de didmetro médio (z-avarage), calculado através do método de
correlacdo (Cumulants), e do indice de polidispersdo, calculado através da equacdo 4,
foram analisados por espectroscopia de correlagdo de fétons, no equipamento Zetasizer®.
O preparo das amostras consistiu em sua prévia diluicdo em agua milliQ®, utilizando
membrana de 0,45 um para filtracdo da &gua utilizada. As medidas foram realizadas em

triplicata, com 7 varreduras, a 10 segundos cada.

PDI = % (Equacio 4)

em que O é o desvio padrdo de uma gaussiana hipotética de distribuicdo e Z € o diametro

(z-average).
4.2.2.2. Potencial zeta

As determinacdes de potencial zeta das formulacdes de nanocépsulas de nucleo
lipidico foram baseadas em mobilidade eletroforética, que depende da viscosidade, da
constante dielétrica e do modelo selecionado no software, através do equipamento
ZETAPALS (Brookhaven Instruments). As amostras foram preparadas diluindo as
formulacdes 100 vezes (viv) em uma solucdo de cloreto de sodio (NaCl) 10 mM,
previamente filtrada com auxilio de membranas de 0,45 um. Para cada medida, foram

realizadas 5 varreduras.
4.2.2.3. Estabilidade fisica

A estabilidade fisica das suspensfes aquosas de nanocapsulas de ndcleo lipidico
foi avaliada segundo a técnica de espalhamento mdltiplo de luz, através do equipamento
Turbiscan Lab®. Este equipamento fornece a transmissdo ou o retroespalhamento de luz,
através de varreduras da base ao topo da cubeta Optica. As varias varreduras realizadas, em
funcdo do tempo, permitem verificar possiveis fenbmenos de instabilidade, pela leve
alteracdo no sinal de transmissdo ou de retroespalhamento (backscattering). Os fendmenos

de instabilidade que podem ser visualizados sdo divididos em dois grupos: fendmenos de
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migracdo, sedimentagdo ou cremagem, e fendmenos de variacdo de tamanho de particula,
floculagéo ou coalescéncia, conforme esquema da figura 2.

Para a realizacdo das medidas, a cubeta dptica foi preenchida com 20 mL da
formulacdo, sem a necessidade de diluicdo prévia. As amostras foram avaliadas durante
uma hora, com varreduras feitas a cada 5 minutos, na temperatura de 25 C.

S —

{ ez~ > ﬁdo sinal de BS no topo
v S p L0
pes M4 Transmissdo () % (; : _)//
S’
¥ _1 > z e
- 8 3
Luz emitida Q =Y ﬁ dosi
- e ¢ o sinal de BS no centro
*— o L= ’
c ‘\ e
Emitted ight g e
< o e
Raprkepattering (R g -
Backscattering (BS) g\ %) /)\) 3 ﬁ
— do sinal de BS na base

Figura 2. Esquema da interpretacdo dos fendmenos de instabilidade analisados por

espalhamento maltiplo de luz empregando o equipamento Turbiscan Lab®.

4.2.2.4. Medidas potenciométricas

A determinacdo do pH das suspensbes aquosas de nanocépsulas de nucleo
lipidico foi realizado em potenciémetro calibrado com solucao tampédo de pH 4,0e 7,0,

sem preparo prévio das amostras.
4.2.2.5. Rastreamento de particula

As suspensfes aquosas de nanocépsulas de nucleo lipidico foram avaliadas
individualmente e de forma simultanea, através de seu movimento browniano. As
particulas sdo visualizadas por um microscépico éptico, no momento em que um laser
entre em contato com as mesmas, gerando um video. Entdo, a luz espalhada é analisada
pelo software, pela Teoria de Mye, determinando seu didmetro médio e distribuicdo de
tamanho, além do nimero de particulas presente na formulacéo.

As amostras foram preparadas diluindo as formulacdes em agua milliQ®,
previamente filtrada, com auxilio de membranas de 0,45 um. As diluicGes realizadas

foram de 24.000, 27.000 e 30.000 vezes. Este rastreamento foi realizado apenas para as
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formulagdes preparadas com acetona como solvente organico, com o objetivo de
realizar um estudo da densidade de particulas (nimero de particulas por volume).

Para o célculo do numero de particulas por volume de formulacéo, foi realizado
a multiplicagdo do numero de particulas presente na diluicdo, determinada diretamente
no equipamento, pela diluicdo realizada.

4.2.2.6. Viscosidade da fase organica

A andlise da viscosidade das fases orgénicas foi realizada no viscosimetro
vibracional com analises durante 60 segundos, com medidas a cada 5 segundos. A
calibracdo prévia do equipamento foi realizada com o solvente organico utilizado no
preparo da fase organica.

As analises de viscosidade foram realizadas somente com as fases organicas
preparadas utilizando acetonitrila e 1,4-dioxano como solventes orgénicos, mantendo a
concentracdo dos componentes, monoestearato de sorbitano, triglicerideos dos acidos
caprico e caprilico e poli(e-caprolactona) (PCL), conforme otimizacdo realizada por
VENTURINI e colaboradores (2011).

4.2.3. Calculo do Numero de Reynolds

Para a determinacdo do regime de escoamento das formulacbes preparadas
segundo diferentes fluxos de injecdo, como mencionado nos sub-itens descritos acima, o

namero de Reynolds (Re) foi determinado segundo a equacéo 5.

Re =D. Vm.ﬁ (Equacdo 5)

onde D é o didmetro do tubo (m), Vm € a velocidade média de escoamento da fase
organica (m\s) , n (Pa.s) e p (kg.m™) sdo a viscosidade e a densidade da fase organica,

respectivamente.

As medidas de densidade das fases organicas foram determinadas utilizando o

picndbmetro, com capacidade de 25 mL, a temperatura ambiente, tendo como liquido de
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referéncia a agua. As medidas de viscosidade dindmica foram realizadas no viscosimetro
vibracional, a temperatura ambiente, com andlises durante 60 segundos, com medidas a
cada 30 segundos. A velocidade média de escoamento foi determinada tendo conhecimento
do comprimento do tubo e do tempo em que o fluido (fase orgénica) leva para percorrer
este tubo.

4.2.4. Célculo dos paréametros de solubilidade

Para as suspensdes aquosas de nanocapsulas de ndcleo lipidico preparadas
segundo os diferentes solventes organicos avaliados neste trabalho, acetona, acetonitrila e
1,4-dioxano, foram calculados os valores tedricos de parametro de solubilidade, para cada
par solvente\agua, segundo a equacao 6.

AS solvente\agua = [(6d,s — &d,a)? + (6p,s — 6p,a)®> + (6h,s — Sh,a)?] %
(Equacao 6)
onde:
6d,s representa o0 componente das forcas dispersivas, referente ao solvente organico;
o d,a representa 0 componente das forcas dispersivas, referente a agua;
o p,s representa 0 componente polar, referente ao solvente organico;
0 p,a representa 0 componente polar, referente a agua;
0 h,s representa 0 componente das ligacdes de hidrogénio, referente ao solvente
organico;

0 h,a representa 0 componente das ligacdes de hidrogénio, referente a agua.

Os valores referente a cada um destes parametros, utilizados no célculo da

equacdo 6, estdo dispostos na tabela 2.
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Tabela 2. Valores referentes aos parametros de solubilidade dos solventes envolvidos

neste calculo.

Solvente o d (MPa%) o p (MPa%) o h (MPa%)
Acetona 15,5 10,4 7
Acetonitrila 15,3 18 6,1
1,4-dioxano 19 1,8 7,4
Agua 15,5 16 42,3

* Valores retirados da dissertacdo de Lisias Pereira Novo, Universidade de S&o Paulo,
2012.

4.2.5. Célculo da razéo dos coeficientes de difusdo

Para as suspensdes aquosas de nanocapsulas de ndcleo lipidico preparadas
segundo os diferentes solventes organicos avaliados neste trabalho, acetona, acetonitrila e
1,4-dioxano, foram calculados os valores dos coeficientes de difusdo, solvente/nao
solvente (Dsa) e ndo solvente/solvente (Das), representados por D as, para cada par,
segundo a equacéo 7.

Va Ps T
=893.10%° ( — )% (—) 0,6 (—)
Das =8793.10 (VB2 ) % (PA) nB

(Equacéo 7)

onde:

Va e Vs representam os volumes molares, em mL mol™, dos componentes A e B,

respectivamente;

Pa e Ps representam os valores de parachors, em mL g¥% / s¥2 mol, para os componentes A

e B, respectivamente;
T representa a temperatura, em K;
nB representa a viscosidade dindmica, em cP, do componente B.

Apos, procedeu-se o calculo da razdo dos coeficientes de difusdo, segundo a

equacao 8.
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D sa  Difusdo do solvente para a dgua

" Das Difusdo da 4gua para o solvente

(Equacéo 8)

4.2.6. Estudo de gradiente de densidade

A separacdo de particulas foi realizada utilizando um gradiente de silica coloidal
(Percoll® 54%, vv em NaCl 0,15 M) formada in situ durante ultracentrifugagédo com rotor
PS28T (Hitachi CP70 MS, Japdo) a 20 C, 45.000 x g por 60 minutos. Foram adicionados
0,4 mL da formulacdo, sem nenhum tratamento prévio, em 19,6 mL da solucdo preparada
com Percoll® e NaCl. Para a calibracéo externa das bandas, em um tubo separado, Beads®
de diferentes densidades pré-determinadas foram tratadas com as mesmas condicdes da
amostra. As densidades foram calculadas a partir de uma curva, plotando a espessura do
tubo versus a densidade de cada banda do marcador, totalizando uma curva com cinco
pontos (JAGER et. al., 2009; VENTURINI et. al., 2011).

Este estudo foi procedido com as formulagdes preparadas com Acetonitrila e 1,4-

Dioxano, na condicéo atingida no sub-item 4.2.2.6.
4.2.7. Anélise morfologica

Para as formulacGes preparadas utilizando acetona como solvente orgéanico, no
menor e maior fluxo de injecdo avaliados (5 e 38 mL min™), foi procedido a analise

morfoldgica, no Centro de Microscopia Eletrdnica, localizado na UFRGS.

Foram realizadas analises de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), no
equipamento MET JEM 1220.

4.2.8. Design fatorial

O design fatorial realizado neste trabalho, segundo os diferentes fluxos de injecdo
e solventes organicos empregados no preparo das formulacGes, foi modelado segundo o
software Minitab 15®.

4.2.9. Analise estatistica
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Os resultados dos diametros de particula obtidos segundo os diferentes fluxos de
injecdo e solventes organicos empregados no preparo das suspensdes aquosas de
nanocépsulas de ndcleo lipidico foram analisados quanto a significancia estatistica por
analises de variancia univariada (ANOVA).
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5. Resultados e discussao

5.1. Preparacdo e caracterizacdo das suspensdes aquosas de nanocapsulas de nucleo
lipidico (NCL)

5.1.1. Fluxo de injecéo

As suspensbes aquosas de nanocédpsulas de nucleo lipidico foram preparadas
conforme método descrito na literatura (JAGER et al., 2009) baseado na auto-organizacao
da nanoestrutura (JORNADA et al., 2012), segundo condic¢do otimizada por VENTURINI e
col. (2011) para os componentes em questao.

A fase organica foi vertida na fase aquosa segundo diferentes fluxos de injecéo, de
5 a 38 mL min™, formulacdes nomeadas de NCL F1 a NCL F6, respectivamente, conforme
sistema mencionado no sub-item 4.2.1.1. Todas as formulagbes apresentaram aspecto
macroscopico homogéneo e leitoso, mostrando-se adequado para as suspensdes preparadas,

sendo preparadas em triplicata.

5.1.1.1. Distribuicdo de diametro, diametro médio, polidispersdo, Diametro
médio e indice de polidispersdo das NCL

Os valores de diametro médio (D[4,3]), didmetro de 50% das particulas em
suspensdo (d(0,5)) e a polidispersdo (SPAM) obtidos pela tecnica de difracdo de laser
através do equipamento Mastersizer 2000 (Malvern, UK) e o diametro médio d(Z-average)
obtido pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), através do equipamento
Zetasizer Nano-ZS modelo ZEN 3600 (Malvern, UK), determinados para todas as
formulacdes, mostraram-se monomodais e em escala nanométrica, para todos os fluxos de

injecdo em estudo (Tabela 1).

Cabe salientar que os valores de d(0,5) por nimero, obtidos pela técnica de difracéo
de laser (Tabela 3), sdo menores do que 100 nm para todos os fluxos de injecdo avaliados.
Segundo a Unido Européia, através de uma norma publicada em outubro de 2011, as
formulacdes preparadas sdo, entdo, consideradas nanomateriais, pois se enquadram na

definicdo da Comissdo Européia.
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Tabela 3. Diametro de 50% das particulas por nimero (d(0,5)), diametro médio por volume
(D[4,3]), polidisperséo (SPAN), d(z-average) e PDI para as formulagdes preparadas usando-

se acetona como solvente organico em diferentes fluxos de injecéo.

d(0,5) D[4,3] Polidisperséo  d(Z-average) PDI
Formulacéo

(nm) (nm) (SPAM) (nm)
NCL F1 69+1 25649 1,99+0,10 22049 0,141+0,03
NCL F2 68+2 25248 2,00+0,13 217+1 0,148+0,02
NCL F3 66+0 21742 1,94+0,00 20047 0,144+0,02
NCL F4 63x1 175+1 1,73+0,00 1767 0,119+0,04
NCL F5 6310 165 +1 1,62 + 0,01 167+1 0,095+0,02
NCL F6 77412 127 +8 0,70 £ 0,56 124+13 0,090+0,00

Verificou-se uma variagdo de 256£9 nm a 127 £8nm para a técnica de difracdo de
laser (Figura 3), enquanto que para a técnica de espalhamento de luz dindmico a diferenga de
didmetros medios é de 220+£8 nm a 124+13 nm (Figura 4). O tamanho médio de particulas
diminuiu & medida em que o fluxo de injecdo da fase orgénica para a fase aguosa aumentou.
Segundo GALINDO-RODRIGUEZ e colaboradores (2004), o0 mecanismo de formacdo das
nanoparticulas, pode ser descrito segundo interagcdes entre agua-solvente, agua-polimero e
solvente-polimero. Assim, as interacfes agua-solvente e o movimento de difusdo do
solvente exercem uma importante funcdo para explicar a variacdo de didmetro de particula
durante a preparacdo, como observado nos resultados obtidos para o estudo preliminar de

fluxo de injecéo.
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Figura 3. Grafico representativo da variacdo de didametro médio (D[4,3]) em funcdo do
fluxo de injecéo.
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Figura 4. Gréafico representativo da variacdo de d(z-average) em funcdo do fluxo de

injecdo.
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Segundo LINCE e colaboradores (2008), para a formacéo de nanoesferas poliméricas
a variacdo do tamanho de particula devido aos diferentes fluxos de injec&o esté relacionada
com a velocidade de nucleagédo, sendo este conhecido como um conjunto de processos que
levam a formacdo das particulas. A taxa de nucleacdo, por sua vez, estd diretamente
relacionada a difusdo molecular, que é mais alta quanto mais alto for o fluxo de injecéo.
Sendo assim, o0s autores concluem que quanta mais alta a taxa de nucleagdo, observada para

os maiores fluxos, menores serdo as particulas.

As observacdes de MOLPECERES e colaboradores (1995) corroboram com os
resultados obtidos por LINCE e colaboradores, também para nanoesferas poliméricas. Para
os maiores fluxos de injecdo, os didmetros de particula foram os menores, assim como 0s
menores fluxos de injecdo apresentaram 0s maiores diametros de particula. Os autores
observaram, em um intervalo de 6 a 272 mL min~", uma varia¢do de didmetro de particula
de, aproximadamente, 100 nm. As nanoparticulas preparadas nos trabalhos citados, LINCE e
colaboradores, e MOLPECERES e colaboradores séo sistemas matriciais, nanoesferas
poliméricas, formadas pelo processo conhecido como nucleagdo, enguanto que as
nanocapsulas de nucleo lipidico sdo sistemas vesiculares, formadas pelo processo de auto-
organizacdo. Observando os resultados obtidos nos trabalhos citados e com as nanocapsulas
de nucleo lipidico, vé-se que pode-se fazer uma analogia, ou seja, em ambos 0s casos,
observa-se uma diminuicdo do didmetro de particula com o aumento do fluxo de injecéo.
Assim, independente da presenca ou auséncia de 6leo em sua estrutura e do processo de
formacdo, o fluxo de injecdo exerce um importante papel no controle de diametro e

distribuicdo de didametro destes sistemas.

Cabe salientar ainda que, os sistemas vesiculares, as nanocapsulas de nucleo
lipidico, sd@o mais sensiveis a variacdo de fluxo de injecdo, se comparado aos sistemas
matriciais citados anteriormente. 1sso porque, em um intervalo de fluxo de injecdo menor, de
5 a 38 mL min™, foi observado uma variacdo de, aproximadamente 100 nm, enguanto que
para as nanoesferas poliméricas, esta mesma variacdo foi observada para um intervalo
maior, de 6 a 272 mL min™. Sendo assim, pode-se dizer que este parametro é mais influente

na preparacdo dos sistemas vesiculares, se comparado aos sistemas matriciais.

Além disso, observa-se que a polidispersdo (SPAM) e o indice de polidispersdo
(Pdl), obtidos pelas técnica de difracdo de laser e espalhamento de luz dinamico,

respectivamente, também sé&o influenciados pelo fluxo de injecdo. Observa-se que, a medida
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em que o fluxo de injecdo aumenta, a polidispersdo diminui, chegando aos menores valores
no maior fluxo de inje¢do em estudo, 38 mL min™. Sendo assim, para os maiores fluxos, a
distribuicdo de tamanho é mais estreita, indicando maior homogeneidade da suspensdo
aquosa.

Segundo JORNADA e colaboradores (2012), a maior homogenidade do sistema
aquoso indica maior capacidade deste a atravessar barreiras bioldgicas de forma seletiva,
atingindo o sitio de acdo de forma mais efetiva. Sendo assim, visando futuras aplicagdes
terapéuticas, a utilizagdo do maior fluxo de injecdo avaliado seria mais adequada.

Os resultados obtidos foram analisados por ANOVA e indicam diferenca estatistica
de tamanho, para p < 0,05, para os fluxos de injecdo de 5, 15 e 38 mL min™, sendo
possiveis, entdo, de serem utilizados no modelo fatorial, objetivo principal deste trabalho. A
distribuicdo de tamanho, por volume, segundo a técnica de difracdo de laser, para os trés
fluxos de injecéo significativos, € apresentada abaixo (Figura 5).

Partichs iza Distripution
15
£
o 10
E
=
S5
H.[H 0.1 1 10 100 1000 3000
Farticle Size (um)

Figura 5. Resultados da técnica de difracdo de laser, distribuicdo por volume, para os trés
fluxos de injecdo com diferenca estatistica de tamanho, 5mL min™ (curva azul), 15 mL

min~" (curva vermelha) e 38 mL min™ (curva verde).
5.1.1.2. Medidas potenciométricas

Os valores de pH para as formulacdes preparadas segundo diferentes fluxos de
injecdo se mostraram adequadas para o sistema em questdo (Tabela 4), uma vez que o
principal constituinte destas particulas, o polimero poli(e-caprolactona) (PCL), possui
grupos derivados do &cido carboxilico em sua estrutura, justificando os valores de pH

levemente &cidos.
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Segundo teste estatistico realizado (ANOVA), os valores de pH obtidos nédo
possuem diferenca significativa. Sabe-se que pH esta relacionado com a natureza quimica
dos componentes de uma suspensdo, assim como com sua quantidade. Como 0s
componentes e as quantidades utilizadas nas formulagGes ndo variam em fungao do fluxo de

injecdo, era esperado que ndo houvesse diferengas significativas.

Tabela 4. Valores de pH obtidos nos diferentes fluxos de injeg&o.

Formulacéo pH
NCL F1 5,92 + 0,084
NCL F2 5,01 £ 0,063
NCL F3 532+0,177
NCL F4 4,63 + 0,382
NCL F5 5,59 £ 0,353
NCL F6 4,71 + 0,092

5.1.1.3. Potencial zeta

Os valores de potencial zeta, obtidos através da técnica de eletroforese, sdo
negativos (Tabela 5), independente do fluxo de injecdo avaliado. Os resultados obtidos
foram analisados por ANOVA, para p < 0,05, e indicam que ndo ha diferenga significativa
nos resultados obtidos. Como ndo ha mudangas nos componentes nem nas quantidades
utilizadas no preparo das formulacdes, esperava-se que o potencial zeta ndo sofresse

influéncia do fluxo de injecéo.

Sabe-se que o polimero e o tensoativo de interface sdo os constituintes destas
particulas com maior influéncia no potencial de superficie, uma vez que encontram-se
recobrindo as mesmas (SCHAFFAZICK et. al., 2003). Devido ao carater aniénico da poli(e-
caprolactona) (PCL) e ao impedimento estéreo ocasionado pelas micelas de polissorbato 80
na superficie das particulas, justifica-se os valores negativos em torno de -15 mV. Os valores
encontrados sdo considerados valores caracteristicos para a composi¢do da formulacdo em

questéo.

53



5. Resultados e discussao

Tabela 5. Resultados de potencial zeta para as formulagfes preparadas segundo diferentes
fluxos de injecéo.

Formulagéo Potencial zeta (mV)
LNC F1 -14,7+4
LNC F2 -17,1+4
LNC F3 -18,9+ 1,
LNC F4 -148+3
LNC F5 -16,6 £ 2
LNC F6 -19,7+5

5.1.1.4. Estabilidade fisica

Para visualizacdo de possiveis fendmenos de instabilidade fisica, como
sedimentacdo, cremagem, floculagdo e/ou coalescéncia, foram procedidos ensaios em
Turbiscan Lab®. Em todos os fluxos de injecdo avaliados, as suspensdes aquosas de
nanocapsulas de nucleo lipidico apresentaram transmiténcia nula, permitindo a avaliagdo

apenas do sinal de backscattering (BS) (Figura 6).

Observa-se, no perfil grafico apresentado, que as variacdes sao menores do que
10%, no topo e na base da cubeta dptica, indicando que as suspensdes aquosas Sao
cineticamente estaveis no tempo e na temperatura de experimento (CELIA et. al., 2009).
Essa variacao é decorrente da migracdo das particulas de tamanho proximo a 1 micrometro
presentes nas formulacdes, uma vez que particulas coloidais, nanoscopicas, ndo estdo

sujeitas a forca gravitacional e se mantém na solugdo em movimento Browniano.
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Figura 6. Perfil de variacdo de DeltaBackscattering para as formulacGes preparadas nos
trés fluxos de injecdo que apresentaram diferenca estatistica de tamanho, NCL F1, NCL

F4 e NCL F6, respectivamente.

5.1.1.5. Rastreamento de particula

A andlise de rastreamento de particulas, atraves do equipamento NanoSight, foi
avaliada para todas as formulagdes em estudo, com o objetivo de determinar o niUmero de
particulas presente na suspensdo aquosa. Serdo apresentados somente os resultados
referentes as formulacbes NCL F1 e NCL F6 (Tabela 6), tendo em vista que somente
estas duas formulacGes, preparadas segundo os fluxos de injecdo de 5 e 38 mL min™,
apresentaram diferenca estatistica no numero de particulas obtido, segundo teste
estatistico realizado (ANOVA).

As diluicBes realizadas, 24.000, 27.000 e 30.000 vezes, foram selecionadas devido

a sensibilidade do equipamento.
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Tabela 6. Numero de particulas presente na suspensdo aquosa, para as formulaces NCL
F1 e NCL F6.

Formulagéo Diluicao (vezes) Numero de particulas na
formulacéo (g/mL)

24.000 1,92.103
LNC F1 27.000 1,96. 103
30.000 1,32.10%3
24000 2,22.108
LNC F6 27000 2,42.108
30000 1,69.103

A formulacdo preparada segundo o menor fluxo de injecdo, NCL F1, apresentou
uma meédia de 1,73.10%3 particulas, enquanto que a formulacdo preparada segundo o maior
fluxo de injecdo, NCL F6, apresentou uma média de 2,11.10% particulas. Segundo teste
estatistico realizado, as formulacbes apresentam numero de particulas significativamente

diferente.

As formulacdes apresentaram didmetro de particula diferente, 2209 nm para o
menor fluxo de injecdo, 5 mL min™, e 124+13 nm para o maior fluxo de injecdo, 38 mL
min~', segundo a técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons. Acredita-se que a
variacdo no namero de particulas foi devido aos diferentes diametros observados, uma vez
que as suspensdes aquosas foram preparadas utilizando a mesma quantidade de
componentes. Assim, a formulacdo que apresentou o maior numero de particula foi a

preparada segundo o maior fluxo de injecdo, 38 mL min™".
5.1.1.6. Analise morfoldgica

A anélise morfoldgica, através de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), foi
realizada para as formulacdes no menor (Figura 7) e maior (Figura 8) fluxo de injecdo

avaliados, 5 e 38 mL min™, respectivamente.
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Figura 7. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo para a formulacéo
preparada no menor fluxo de injecdo, 5 mL min™, utilizando acetona como solvente

organico.

Figura 8. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo para a formulacéo
preparada no maior fluxo de injecdo, 38 mL min™, utilizando acetona como solvente

organico.

Pela observacao das imagens obtidas, pode-se verificar a diferenca de diametro de
particula entre os dois fluxos de injecdo em estudo, corroborando com os resultados

obtidos segundo as técnicas de difracdo de laser e espectroscopia de correlacdo de fétons.
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5.1.2. Solvente organico

As suspensfes aquosas de nanocapsulas de ndcleo lipidico foram preparadas
conforme VENTURINI e col. (2011), variando somente o solvente organico utilizado na
preparacdo da fase organica, utilizando, inicialmente, o funil de injecdo, para avaliar o

comportamento do solvente organico frente ao sistema.

Os resultados referentes a acetonitrila se mostraram adequados para a preparagéo
destas formulacbes (Figura 9), uma vez que, observa-se, na técnica de difracdo de laser,
apenas um pico nanométrico na distribuicdo de diametro desta suspensdo. Quando da
utilizacdo do 1,4-dioxano como solvente organico para preparacdo da fase organica destas
suspensodes, observam-se dois picos na distribuicdo de tamanho pela técnica de difracdo de
laser (Figura 10), indicando que, nestas condigdes, este solvente ndo se mostrou adequado.

Todas as formulagcbes foram preparadas em duplicata, como mostram os resultados.
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Figura 9. Distribuicdo de tamanho obtido pela técnica de difracdo de laser para as

formulagdes preparadas com acetonitrila.

58



5. Resultados e discussao

Particks 23 Distribution
8
S
Lt}
£
>
2
B.[H 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)
—LMNC branca dioxano lote 4 - Average, quarta-feira, 15 de fevereiro de 2012 10:32:06
—LMC branca dioxano lote 3 - Average, quarta-feira, 15 de fevereiro de 2012 10:29:41

Figura 10. Distribuicdo de tamanho obtida pela técnica de difracdo de laser para as
formulagdes preparadas com 1,4-dioxano.

Segundo JORNADA e colaboradores (2012), a quantidade dos componentes
presentes nas fases organica e aquosa influencia na viscosidade dinamica observada para
estas fases. Foi verificado também que a tensdo superficial da fase organica néo
influencia no diametro medio obtido para a formulacdo, enquanto que a viscosidade
exerce um papel fundamental, sendo maior o didametro quanto maior for a viscosidade

desta fase.

Em vista disso, medidas de viscosidade dindmica foram realizadas para as duas
fases organicas em questdo, obtendo os resultados de 0,82 mPa.s para a fase organica
preparada com acetonitrila e 1,48 mPa.s para a fase organica preparada com 1,4-dioxano.
Sendo assim, duas hipoteses foram levantadas para explicar a distribuicdo bimodal
observada quando da preparacdo com o solvente 1,4-dioxano. A primeira hipotese
levantada esta relacionada com a medida de viscosidade dindmica, uma vez que a fase
organica preparada com 1,4-dioxano apresenta um valor significativamente maior quando
comparada com a fase organica preparada com acetonitrila e até mesmo com acetona, que
apresenta o valor de 0,79 mPa.s, o que corroboraria com os resultados obtidos por
Jornada e colaboradores (2012). A segunda hipOtese levantada para explicar este
resultado é de que os componentes utilizados no preparo da formulacdo podem estar em
excesso, 0 que justificaria o aparecimento do pico micrométrico. Para testar as hipoteses,

procedeu-se 0 estudo de viscosidade, secdo 4.2.2.6, em funcdo da concentracdo de
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polimero na fase orgénica, para obtencdo da concentragdo de agregacdo critica
(JORNADA et. al., 2012).

Tendo em vista os resultados obtidos para as formulagcdes preparadas com
acetonitrila e com 1,4-dioxano, pode-se dizer que a acetonitrila se enquadra na condi¢ao
6tima atingida por VENTURINI e col. (2011), podendo ser incluida no estudo fatorial. O
solvente orgéanico 1,4-dioxano, por sua vez, ndo se mostrou adequado frente a condi¢do em
estudo, ndo podendo ser incluido no estudo fatorial, sendo necessario realizar um estudo a

parte com este solvente.

5.1.2.1. Distribuicdo de diametro, diametro médio, polidispersdo, Diametro
médio e indice de polidispersdo das NCL preparadas com acetonitrila

As formulagbes com acetonitrila se mostraram adequadas também quando
utilizado o sistema citado no sub item 4.1.1, com variacfes de diametro e distribuicdo de
particula, tanto pelas técnicas de difracdo de laser quanto pelo espalhamento de luz
dindmico (Tabela 7). A formulacdo preparada segundo o menor fluxo de injecéo estudado,
5mL min™, foi chamada de LNC ACN F1, enquanto que a formulacéo preparada segundo

0 maior fluxo de injecéo estudado, 38 mL min™, foi chamada de LNC ACN F6.

Tabela 7. Resultados obtidos para as formulacGes preparadas com acetonitrila segundo o

menor e 0 maior fluxo de injecdo avaliados.

B Polidisperséo Z-average PDI
Formulacéo D[4,3] (nm)
(SPAM) (nm)
LNC ACN F1 207+10 1,71+0,05 199+3 0,102+0,00
LNC ACN F6 134+1 1,09+0,20 14345 0,118+0,02

O diametro médio e a distribuicdo de diametro, pelas técnicas de difracdo de laser e
espalhamento de luz dindmico, apresentaram diferenca estatistica, segundo ANOVA, para
as formulaces preparadas com acetonitrila, quando comparado os dois fluxos de injecdo

deste pré-estudo, assim como observado para as formulagdes preparadas com acetona.

Para a formulacdo preparada com acetona, no menor fluxo de injecdo avaliado, o
didametro médio, pela técnica espalhamento multiplo de luz, foi de 220+£8 nm, enquanto que

para a formulacdo preparada com acetonitrila, nas mesmas condicfes, o didmetro médio
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obtido foi de 19943 nm. Quando analisado o maior fluxo de injecdo, o didmetro médio
obtido para a formulacéo preparada com acetona foi de 124+13 nm, enquanto que, para a
formulacdo preparada com acetonitrila, o didmetro médio obtido foi de 143+5 nm. Para
uma avaliacdo completa dos solventes organicos estudados neste trabalho, preparou-se
formulagdes com o solvente 1,4-dioxano, no maior fluxo de injecdo, obtendo um valor de
didmetro médio de 133+3 nm. Assim sendo, observa-se que ndo ha diferenca estatistica no
didmetro médio avaliado segundo ANOVA, indicando que o solvente organico utilizado

ndo influencia no didmetro médio observado, assim como na distribuicdo de diametro.

Para justificar esta observacdo, procedeu-se o célculo dos valores de parametros
de solubilidade para os pares &gua/acetona, agua/acetonitrila e agua/l,4-dioxano, como
citado no item 4.2.4 (Tabela 8).

Tabela 8. Valores de parametros de solubilidade para os pares solvente/ndo solvente
avaliados neste trabalho.

Par solvente/n&o solvente Parametro de solubilidade (MPa%2)
Agua/acetona 35,74
Agua/acetonitrila 36,25
Agua/1,4-dioxano 37,84

Os valores deste parametro para os trés pares avaliados ndo apresentam diferenca
estatistica segundo ANOVA, o que significa que os trés solventes organicos avaliados
possuem aproximadamente a mesma solubilidade em agua, indicando que a difusdo do
solvente organico na agua, processo que ocorre durante a formacao das nanoparticulas, se
procede da mesma maneira. Sendo assim, o solvente organico ndo poderia influenciar no
didmetro médio obtido para estas particulas. Segundo GALINDO e colaboradores, o
parametro de solubilidade exerce um papel importante no didmetro obtido para as
nanoparticulas poliméricas. Os autores observaram, para os solventes organicos avaliados,
diferentes diametros de particula, e, consequentemente, diferentes valores para o0s
parametros de solubilidade solvente\ndo solvente. Assim sendo, em ambos 0S casos, 0
parametro de solubilidade se mostrou um parametro de influéncia no controle de didametro,

quando o solvente organico é variado.
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Visando elucidar o papel do solvente organico e como ocorre sua difusdo na agua
durante o preparo das suspensfes aquosas de nanocapsulas de nucleo lipidico, procedeu-se
ao célculo dos coeficientes de difusdo solvente organico/dgua e também agua/solvente
organico, assim como o célculo da razdo dos coeficientes de difusdo, segundo equacgdes 7 e
8 (Tabela 9).

Tabela 9. Coeficientes de difusdo para os trés solventes organicos avaliados.

Solvente D solvente/agua D agua/solvente R

Acetona 1,05.10° 6,21.10° 0,17
Acetonitrila 1,18.10° 5,60.107 0,21
1,4-Dioxano 0,96.107 1,64.10° 0,58

CHOI e colaboradores, em 2001, estudaram diferentes solventes organicos no
preparo de nanoesferas poliméricas, pelo método de emulsificagdo-difusdo. Nesta ocasido,
0s autores observaram que existe uma diferenca significativa nos coeficientes de difusao
calculados, e, consequentemente, na razao entre estes coeficientes, em uma ordem de até
dez vezes. O diametro medio de particula se mostrou diretamente relacionado com o valor
de R, sendo menor quanto menor a razdo entre os coeficientes de difusdo. Ou seja, para
este método de preparacdo, o valor de R se mostrou um parametro influente, justificando,

de maneira coerente, os valores de diametro médio observado no estudo realizado.

No preparo das nanocapsulas de nucleo lipidico, pelo método de deslocamento de
solvente, o diametro médio néo se alterou quando o solvente organico foi variado, podendo
dizer, entdo, que 0 R, a razdo entre os coeficientes de difusdo, ndo € um parametro
importante. Considerando o coeficiente de difusdo solvente orgéanico\dgua, os valores
encontrados para 0s trés pares ndo apresentaram diferenca estatistica segundo ANOVA,
enquanto que o coeficiente de difusdo agua\solvente organico apresentou valores
significativamente diferentes. Neste caso, a difusdo solvente organico\agua ocorre na
mesma velocidade para os pares acetona\agua, acetonitrila\agua e 1,4-dioxano\agua,

justificando os mesmos valores de diametro médio encontrados.

Assim sendo, pode-se dizer que o coeficiente de difusdo solvente organico\agua é o
parametro de maior influéncia para o sistema em estudo. Esta hipétese foi levantada por

CHOI e colaboradores, sendo comprovada pelos resultados obtidos neste trabalho.

62



5. Resultados e discussao

5.1.2.2. Medidas potenciométricas

Nas analises de pH, as formulagdes LNC ACN F1 e LNC ACN F6 apresentaram
valores proximos aos valores encontrados para as formulacGes preparadas com acetona,
nas mesmas condicGes (Tabela 10). Assim, pode-se dizer que a estrutura da particula ndo é
influenciada pela natureza do solvente organico, atuando apenas como veiculo no preparo
da formulagé&o.

Tabela 10. Valores de pH obtidos para as formulacdes preparadas com acetonitrila, no
menor e maior fluxo de injecdo avaliados.

Formulacéo pH
LNC ACN F1 4,75%0,304
LNC ACN F6 5,230,205

5.1.2.3. Potencial zeta

Anélises de potencial zeta também foram realizadas com as formulacdes
preparadas com acetonitrila, nos fluxos de 5 e 38 mL min™, verificando valores proximos
aos encontrados quando da utilizacdo da acetona como solvente organico, sem diferenca
estatistica segundo ANOVA (Tabela 11), indicando a mesma estrutura, mesmo com a

mudanca do veiculo no seu preparo.

Tabela 11. Valores de potencial zeta para as formulacdes preparadas com acetonitrila, no

menor e maior fluxo de injecao avaliados.

Formulacéo Potencial Zeta (mV)
LNC ACN F1 -18,68+0,884
LNC ACN F6 -13,9742,913

5.1.2.4. Estabilidade fisica

Nos testes de estabilidade fisica, as suspensdes de nanocapsulas de nicleo lipidico
preparadas com acetonitrila apresentaram transmitancia menor do que 0,2%, para 0s dois
fluxos de injecdo, LNC ACN F1 e LNC ACN F6. Sendo assim, foi analisado apenas o

sinal de Delta Backscattering (Figura 11). Observa-se, neste perfil grafico, que as
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variacbes sdo menores do que 10%, indicando que as suspensfes agquosas Sao
cineticamente estaveis no tempo e na temperatura de experimento (CELIA et. al., 2009).
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Figura 11. Perfil de variacdo de DeltaBackscattering para as formulagdes preparadas
com acetonitrila, LNC ACN F1 e LNC ACN F6, respectivamente.

5.1.2.5. Viscosidade da fase organica

Para testar a hipotese do resultado observado na difratometria de laser para a
formulacdo preparada com 1,4-dioxano (Figura 10), procedeu-se as analises de
viscosidade dinamica das fases organicas preparadas com este solvente, seguindo a
otimizacdo realizada por VENTURINI e colaboradores (2011), para todos os
constituintes. O componente da formulacdo que mais contribui com a viscosidade € a
PCL, assim sendo, obteve-se uma relacdo entre a concentracdo de polimero da fase
organica, em escala logaritmica, e a viscosidade acima citada (Figura 12) (JORNADA et.
al., 2012).

A diferenca no estado de agregacdo molecular é dependente da viscosidade
dinamica da fase organica, que, por sua vez, é dependente da varia¢do de concentracdo de
materiais desta fase. Observa-se uma solucdo no regime diluido, em que as cadeias
poliméricas encontram-se livres (reta 1 — Figura 12) e uma solucdo no regime semi
diluido, em que as cadeias poliméricas encontram-se enoveladas (reta 2 — Figura 12).
Pode-se relacionar estes dois regimes atraves de duas equacdes de reta (Equacdes 7 e 8),

igualando-as, obtendo a concentracdo de agregacdo micelar critica da PCL.
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n = 0,057log[PCL] + 0,946 (Equacéo 7)

n = 0,228log[PCL] + 0,884 (Equacédo 8)

Apo6s igualar as duas equacOes, encontra-se o valor de 2,30 mg mL™ para a
concentracdo de agregacdo micelar critica da PCL, em 1,4-dioxano. Mantendo a propor¢éo
dos materiais, a concentracdo do 6leo (triglicerideos dos acidos caprico e caprilico) e de
monoestearato de sorbitano da fase orgénica corresponde a 3,63 mg mL™" e 0,89 mg mL™,

respectivamente.
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Figura 12. Relacdo existente entre a viscosidade da fase organica em funcdo do

logaritmo da concentracdo de PCL, para o solvente 1,4-dioxano.

Para verificar a validade dos resultados obtidos, foram preparadas formulacdes
com as fases organicas que correspondem a concentracdo de agregacdo critica e tambem
uma imediatamente apds, na concentracdo de 4,1 mg mL™". Os resultados demonstram que,

quando as cadeias de polimero estdo livres, no regime diluido, até o ponto de inflexdo, a
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distribuicdo granulométrica das nanocépsulas de nucleo lipidico é unicamente nanométrica
(Figura 13), enquanto que, apos este ponto de inflexdo, no regime semi diluido, as cadeias
de polimero deixam de estar livres, devido a sua maior quantidade na fase organica,
fazendo com que a distribuicdo apresente, além do pico nanométrico, um pico também

micrométrico (Figura 14).

Comparando com o valor de concentracdo de agregacao critica obtida quando da
utilizacdo da acetona como solvente organico (JORNADA et. al., 2012), de 4,38 mg mL™",
Vé-se que 0 1,4-dioxano comporta uma menor quantidade de componentes, justificando o
pico micrométrico observado quando a formulacdo apresenta a otimizacdo atingida por
VENTURINI e colaboradores (2011) (Figura 10).
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Figura 13. Distribuicdo granulométrica das nanocapsulas de ndcleo lipidico preparadas

segundo a proporcao do ponto de inflexdo.
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Figura 14. Distribuicdo granulométrica das nanocéapsulas de ndcleo lipidico preparadas
imediatamente apds o ponto de inflex&o.

Da mesma forma, procedeu-se o estudo da viscosidade dindmica em funcdo do
logaritmo da concentracdo de PCL para as fases organicas preparadas utilizando
acetonitrila como solvente organico, também mantendo a otimizacdo dos componentes
(Figura 16). Foram obtidas duas equacdes de reta (Equacbes 9 e 10), que, igualadas,

fornecem uma concentracdo de agregacao micelar critica de 10,47 mg mL™".

n = 0,0921log[PCL] + 0,441 (Equacéo 9)

n = 0,383 1log[PCL] + 0,144 (Equacéo 10)
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Figura 15. Relacdo existente entre a viscosidade da fase organica em funcdo do
logaritmo da concentracdo de PCL, para o solvente acetonitrila.

Esta concentracdo de agregacao critica encontrada pode indicar uma vantagem de
sua utilizacdo frente a utilizacdo da acetona como solvente orgéanico, uma vez que a
fracdo volumétrica dos componentes pode ser aumentada, ou seja, a acetonitrila comporta
uma maior quantidade de componentes, mantendo a propor¢do otimizada, sem
comprometer suas caracteristicas nanoscopicas. Assim, visando a utilizacdo destas
formulacdes em um possivel estudo terapéutico, uma maior quantidade de nanoparticulas

seria formada, podendo, também, aumentar a quantidade de ativo encapsulada.
5.2. Estudo de gradiente de densidade

O estudo de gradiente de densidade realizado com as formulacdes preparadas com
acetonitrila e 1,4-dioxano mostrou uma Unica banda no tubo de experimento, indicando a
presenca de apenas um tipo de particula, as nanocapsulas. Este resultado mostra que a
mudanca do solvente organico no preparo destas suspensdes aquosas ndo altera a
formacdo unicamente de nanocapsulas, uma vez que poderiamos observar a formacdo de

nanoesferas ou nanoemulsdes, por exemplo.

A partir da calibracdo realizada, obteve-se uma densidade de particula de 1,022 g

mL™ para a formulacdo preparada com acetonitrila e 1,006 g mL™" para a formulacdo
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preparada com 1,4-dioxano. Estas formulacdes foram preparadas com diferentes fragdes
volumétricas, como visto no estudo de viscosidade da fase organica, resultando em
formulacbes com diferente nimero de particulas. Sendo assim, a espessura da banda
contendo a formulacdo preparada com acetonitrila deve ser maior, justificando sua maior

densidade.
5.3. Estudo fatorial

Com base nos dados obtidos no estudo de fluxo de injecéo e no estudo de solvente
organico, pode-se, entéo, elaborar o estudo fatorial deste projeto. Obtiveram-se trés fluxos
de injecdo possiveis de serem incluidos, NCL F1, NCL F4 e NCL F6, e apenas dois
solventes que se apresentaram adequados frente a condicdo em estudo, acetona e

acetonitrila.

Assim sendo, pode-se elaborar um fatorial de design 22, onde avaliam-se dois
parametros experimentais, ou seja, duas variaveis independentes, fluxo de injecdo (X,) e
solvente orgénico (X,), em dois diferentes niveis. Neste caso, a varidvel dependente é o
didametro médio, avaliado em duas técnicas diferentes de andlise, difracdo de laser (Y1) e
espalhamento de luz dindmico () (Tabela 12). Os dois niveis em estudo foram nomeados
de 1 e 2, onde 1 é o nivel correspondente ao fluxo de injecdo de 5 mL min™ em X; e ao
solvente orgénico acetona em X, e 2 é o nivel correspondente ao fluxo de injecdo de 38

mL min~" em X, e ao solvente organico acetonitrila em Xa.

Tabela 12. Resultado do fatorial 22, avaliando duas variaveis independentes, X; e X,, em

dois niveis, 1 e 2, obtendo Y, e Y.,.

Formulacéo X4 Xz Y, Y2
1 1 1 25619 220+8
2 2 1 12748 124+13
3 1 2 207+10 199+3
4 2 2 134+1 14345

A equacdo que modela este estudo fatorial é representada pela equagdo 11, onde

Yi é a variavel dependente, X; € a primeira variavel independente, X, é a segunda
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variavel independente do estudo. Os coeficientes de regressdo sdo representados por o,

B1, P2 € Bs.

Yi= B%+BiX1+ B2Xz + BsXiXe (Equacio 11)

O Yi apresentado acima, como ja citado, é representado pelo didmetro médio
obtido pelas técnicas de difracdo de laser, Y+, e espalhamento de luz dindmico, Y, sendo
possivel, entdo, modelar este estudo fatorial segundo duas equacbes (Equacéo 12 e 13),
obtidas pelo software estatistico Minitab 15.

Y. = 365—101X; — 21,3X, (Equagio 12)
Y, = 289 —76,6X; — 1,38X, (Equacio 13)

Para verificar a validade destas equacdes modeladas pelo software Minitab 15,
calculou-se o valor teorico, a partir das equagdes citadas acima, do didmetro médio obtido
segundo as duas tecnicas utilizadas (Tabelas 13 e 14), comparando-os com o0s valores

obtidos experimentalmente.

Tabela 13. Valores tedrico e experimental obtidos para o didmetro méedio segundo a

técnica de difracdo de laser, Y.

Formulacéo Y teorico (nm) Y experimental (nm)
1 243 256
2 142 127
3 221 207
4 120 134

Tabela 14. Valores teorico e experimental obtidos para o diametro médio segundo a

técnica de espalhamento de luz dindmico, Y.
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Formulacéo Y tedrico (nm) Y experimental (nm)
1 211 220
2 134 124
3 210 199
4 133 143

Observa-se, a partir das tabelas apresentadas, que os valores tedricos obtidos para
o diametro médio, pelas técnicas de difracdo de laser e espalhamento de luz dinamico, se
aproximam dos valores obtidos experimentalmente, ndo apresentando diferenca estatistica
segundo ANOVA. Assim sendo, as equacdes obtidas pelo software Minitab 15, para o
fatorial em estudo, mostram-se adequadas.

5.4.Calculo do Numero de Reynolds

Tendo em vista os resultados obtidos no decorrer do trabalho, o numero de
Reynolds foi calculado apenas para as formulacfes presentes no estudo fatorial, ou seja, as
formulacdes preparadas com os dois solventes deste trabalho, acetona e acetonitrila,
segundo os fluxos de injecdo de 5mL min™" e 38 mL min™. Para tanto, foram realizadas
determinacgdes da densidade relativa (p) e da viscosidade dinamica (n) das fases organicas
(Tabela 15).

Tabela 15. Densidade relativa (p) e viscosidade dindmica (n) obtidas para as fases

organicas.

Densidade relativa (p)  Viscosidade dinamica (n)
Fase organica

(kg.m?) (Pa.s)
Acetona 770 0,42.1073
Acetonitrila 754 0,44.1073

Sabe-se que o comprimento do tubo é de 40 cm (0,40 m) e que o seu diametro é
de 3,16 mm (3,16.107 m) e calculando a velocidade média de escoamento para cada caso,
pode-se, entdo, calcular o numero de Reynolds segundo a equacdo 5 (Tabela 16). As

formulacdes estdo nomeadas de acordo com a tabela 13.
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Tabela 16. Numero de Reynolds para cada formulagdo em estudo.

Formulagéo Numero de Reynolds
1 4,2
2 22,0
3 3,9
4 19,5

Segundo literatura, se o numero de Reynolds for Re < 2000 tem-se um
escoamento laminar, enquanto 2000 < Re < 3000 o escoamento é considerado instavel e
para Re > 3000 o escoamento é considerado turbulento. Sendo assim, para todas as
formulacdes em estudo, o escoamento é considerado laminar, pois todas as suspensdes
preparadas apresentaram Re < 2000. Desta forma, foi possivel manter um escoamento
laminar mesmo empregando-se uma bomba peristaltica para a adicdo da fase organica na
fase aquosa. Esses resultados abrem a possibilidade de automacdo do processo de
fabricacdo das nanocépsulas de ndcleo lipidico, seja em escala laboratorial ou mesmo em

escala industrial.
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A partir da realizagéo deste trabalho, pode-se concluir os seguintes itens:

O sistema utilizado neste trabalho, usando uma bomba peristéltica, se mostrou
adequado para o0 objetivo ao qual se propds, permitindo a variagdo e controle de
fluxo de injecdo, possibilitando a obtencdo de formulagcdes com diametros e
distribuicdo de diametro que apresentaram diferenca estatistica, segundo duas
técnicas diferentes de analise. Este controle se mostra importante,
principalmente, visando uma futura administracdo terapéutica, pois particulas de
diferentes tamanhos poderdo ter rotas bioldgicas diferentes.

Para o preparo das suspensdes aquosas de nanocapsulas de nucleo lipidico, foi
possivel a utilizacdo de dois solventes organicos diferentes do tradicionalmente
usado nestes sistemas, a acetonitrila e o 1,4-dioxano, apresentando distribuicédo
unicamente nanoscépica, com a mudanca da fracdo volumetrica.

Através do calculo do parametro de solubilidade e dos coeficientes de difuséo
solvente orgéanico\agua e agua\solvente orgéanico foi possivel explicar e elucidar
0 papel do solvente organico na preparacdo das suspensdes aquosas de
nanocapsulas de nacleo lipidico. Além disso, pode-se concluir que a difuséo
agua\solvente organico ndo se mostrou um parametro importante para este
método de preparacao.

A utilizacdo de um modelo fatorial de design 22 foi utilizado para modelar este
estudo, em que o fluxo de injecdo se mostrou o parametro de maior influéncia no
controle de diametro e distribuicdo de didmetro, quando comparado com o
solvente organico utilizado.

A utilizacdo da acetonitrila como solvente organico no preparo das fases
organicas, apresentou uma grande vantagem em relacdo a acetona, uma vez que
o valor de concentracdo de agregacdo critica foi de 10,47 mg mL™, cerca de
duas vezes maior que o valor encontrado para a acetona. Sendo assim, € possivel
aumentar a fracdo volumétrica, podendo aumentar o numero de particulas

presente na formulacéo.
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