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RESUMO
Dissertagcdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS CONTENDO CETOPROFENO E
AVALIACAO in vitro DA CITOTOXICIDADE
AUTORA: DANIELE ADRIANE RIBAS
ORIENTADORA: LETICIA CRUZ
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 28 de agosto de 2013.

O objetivo deste trabalho foi preparar, caracterizar e avaliar in vitro a citotoxicidade de
nanocapsulas (NC) de Eudragit S100® contendo cetoprofeno. As suspensdes nanoestruturadas
foram preparadas em triplicata pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-
formado. Triglicerideos de cadeia média (TCM) ou 0leo de rosa mosqueta (ORM) foram
utilizados como nucleo oleoso na preparacdo de tais formulagcdes. Previamente, foram
realizados testes de inchamento/dissolucdo dos filmes de Eudragit S100®, os quais revelaram
a viabilidade do emprego de ambos os Oleos como nucleo das NC. Os resultados da
caraterizacdo fisico-quimica dos sistemas (pH, tamanho, potencial zeta, teor, eficiéncia de
encapsulamento) ndo demonstraram diferengas consideraveis entre os diferentes tipos de
formulacBes. O teor de cetoprofeno nas suspensdes nanoestruturadas foi muito proximo a
concentracdo tedrica, indicando auséncia de perda ou degradacdo do farmaco durante o
processo de preparacdo. Obteve-se uma taxa de associacao do cetoprofeno as NC superior a
90%. O tamanho de particula nas formulagbes encontrou-se na faixa de 173 a 197 nm,
resultados compativeis com o método de preparacdo empregado. Quanto a liberacéo in vitro, a
analise matematica dos perfis demonstrou uma cinética de primeira ordem com difuséo do
farmaco como mecanismo de liberacdo. A fim de avaliar a influéncia do componente oleoso
frente a fotodegradacdo do cetoprofeno, amostras foram expostas a radiacdo UVC. A
fotodegradacdo foi menos evidente nas NC contendo ORM como nucleo, possivelmente pelo
maior potencial antioxidante deste 6leo. O teste de citotoxicidade in vitro avaliou a
sobrevivéncia de fibroblastos da linhagem 3T3 frente a quatro concentracdes de cetoprofeno
(1, 10, 50 e 100 uM) em 24 e 48 horas. ApGs 48h de exposicdo, observou-se uma reducdo da
viabilidade celular para todos os grupos testados. Contudo, esta diminui¢do ndo foi diferente
significativamente do grupo controle. Desta forma, as formulagdes preparadas podem ser
consideradas promissoras para veiculacdo do cetoprofeno em doengas como a artrite
reumatoide.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Nanocapsulas. Cetoprofeno. Oleo de rosa mosqueta.
Eudragit S100®. Citotoxicidade.
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The aim of this work was to prepare, characterize and evaluate the in vitro cytotoxicity
of Eudragit S100® nanocapsules (NC) containing ketoprofen. The nanostructured suspensions
were prepared in triplicate by the method of interfacial deposition of preformed polymer.
Caprilic/capric triglyceride or rosehip oil were used as the oil core in the preparation of such
formulations. Previously, tests of swelling/dissolution of the films of Eudragit S100® were
performed and showed the feasibility of using both oils as the core of the NC. The results of
the physico-chemical characterization of the systems (pH, size, zeta potential, content,
encapsulation efficiency) showed no significant differences between the various types of
formulations. The concentration of ketoprofen in the formulations was very close to the
theoretical concentration, indicating no loss or degradation of the drug during the preparation
process. The encapsulation efficiency of ketoprofen in NC was higher than 90%. The particle
size of the formulations was found in the range of 173-197 nm, which is in accordance to the
method of preparation employed. Regarding the in vitro release, the mathematical analysis of
the profiles showed a first order kinetics with drug diffusion as release mechanism. In order to
evaluate the influence of the oil component in the ketoprofen photodegradation, samples were
exposed to UVC radiation. The photodegradation was less evident in the rosehip oil NC,
probably due to the greatest antioxidant potential of this oil. The in vitro cytotoxicity assay
evaluated the viability of 3T3 cell line against four concentrations of ketoprofen (1, 10, 50 and
100 uM) for 24 and 48 hours. After 48 hours of exposure, there was a reduction in cell
viability in all tested groups. However, this decrease was not significantly different from the
control group. Thus, the prepared formulations can be considered promising alternatives for
the delivery of ketoprofen in inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis.

Keywords: Nanoparticles. Nanocapsules. Ketoprofen. Rosehip oil. Eudragit S$100®,
Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O uso de substancias quimicas para melhorar a dor e a inflamacdo é uma das
necessidades mais antigas da humanidade. Desde o isolamento da salicilina e a demonstracéo
de seus efeitos antipiréticos em 1829 por Leraux, um longo caminho de pesquisa vem sido
trilhado (MONTEIRO et al., 2008).

Dentre os agentes terapéuticos empregados no tratamento da dor e inflamag&o, os anti-
inflamatorios ndo-esteroides (AINES) estdo entre os mais utilizados, contabilizando cerca de
5% das prescricdes médicas em todo o mundo (SMALLEY et al.,, 1995). Os AINES
constituem um grupo heterogéneo de compostos que possuem funcdes terapéuticas em
comum, ou seja, sdo analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatérios. Estes farmacos, ao
inibirem a sintese de prostaglandinas (PGl,, PGE; e PGE;), diminuem a vasodilatacdo,
causam efeitos inibitdrios nos nociceptores, centro termorregulador hipotalamico e modulam
0s sinais e sintomas da inflamacdo (FELDMAN; McMAHON, 2000).

Os AINES apresentam propriedades anti-inflamatdrias, analgésicas e antipiréticas,
sendo os farmacos de primeira escolha no tratamento de doengas reumaticas e ndo-reumaticas,
assim como em traumas e contusdes. Acredita-se que seus efeitos farmacoldgicos estejam
relacionados a inibicdo de uma das isoformas da enzima ciclo-oxigenase, a COX-2, essencial
para a sintese de mediadores prostanoides da inflamacdo. Por sua vez, os efeitos indesejaveis
relacionados ao uso dos AINES podem ser resultantes de sua inibicdo da COX-1, enzima
constitutiva expressa na maioria dos tecidos, desempenhando fung¢Bes de “manutengdo” no
organismo (RANG et al., 2007).

O cetoprofeno, anti-inflamatdério ndo-esteroide pertencente a classe dos acidos
arilalcandicos, é considerado um dos mais potentes inibidores da COX dentro das
concentracdes terapéuticas. Além de inibir a sintese de prostaglandinas, o farmaco também
inibe a via lipo-oxigenase da cascata do acido araquidénico, atua como um potente inibidor da
bradicinina (importante mediador da dor e inflamacdo) e estabiliza as membranas
lisossémicas contra a alteracdo osmotica, impedindo a liberacdo de enzimas que medeiam
reacOes inflamatorias e causam destruicéo tecidual (ASHVINI et al., 2011).

Apesar da eficacia dos AINES para o controle da dor aguda e cronica ser bem
reconhecida, o tratamento oral com estes farmacos € acompanhado por alguns efeitos

colaterais, especialmente em nivel gastrintestinal. Os efeitos gastrintestinais comuns incluem
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desconforto géstrico, dispepsia, diarréia (algumas vezes constipacdo), nauseas e, em alguns
casos, hemorragias e ulceracdes gastricas (FRANCA; KOROLKOVAS, 2006).

Neste contexto, a administracdo oral de AINES associados a sistemas
nanoparticulados poliméricos tem sido pesquisada, especialmente em relacdo a diminuicéo
dos efeitos colaterais destes farmacos (AMMOURY et al., 1993; GUTERRES et al., 1995;
MULLER et al., 2001; GUTERRES et al., 2001; RAFFIN, et al., 2003). O desenvolvimento
de formulacbes que permitam a liberacdo controlada de farmacos em sitios especificos,
visando a diminuicdo de efeitos toxicos e/ou aumento do indice terapéutico, tem recebido
grande atengdo nos ultimos anos. Assim, tais sistemas coloidais poliméricos tém sido
propostos como vetores de farmacos no sentido de modificar a sua farmacocinética, incluindo
alteracdo no seu perfil de distribuicdo tissular, podendo, ainda aumentar a biodisponibilidade
de muitas substancias ativas (SCHAFFAZICK et al., 2002).

Apesar das inumeras vantagens relacionadas as nanoparticulas, muitos estudos tem
abordado a toxicidade de materiais nanoparticulados, incluindo as nanoparticulas metalicas,
guantum dots e nanotubos de carbono. No caso dos mamiferos, tem sido relatado que
materiais nanoparticulados com tamanhos de 0,1-1,0 um sdo toxicos para 0 sistema
respiratério (LIMA et al., 2011). O tamanho das nanoparticulas, propriedade que as torna
especiais para diferentes areas tecnoldgicas, também pode ser responsavel pelo aparecimento
de um novo padrdo de toxicidade, em que ainda ndo se tem totalmente esclarecido o real
potencial tdxico, as possiveis formas de exposicdo, as consequéncias para 0s sistemas
bioldgicos em geral, inclusive dos produtos de degradacdo destes materiais (CHEN et al.,
2006).

Tendo em vista o fato de que estudos sobre a toxicidade de nanoparticulas sdo ainda
insuficientes, toda e qualquer producdo cientifica a esse respeito contribui para a
regulamentacdo do uso e producédo destes materiais (BARRENA et al., 2009).

Considerando o exposto, o presente trabalho baseou-se no desenvolvimento de
nanocapsulas contendo cetoprofeno, tendo em vista, a potencialidade de associacdo de anti-
inflamatorios ndo-esteroides a nanoparticulas poliméricas, além de ter objetivado a avaliagdo
in vitro da toxicidade de tais formulacGes frente a uma linhagem de fibroblastos. Cabe
ressaltar que até o0 momento ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a preparagéo de

nanocapsulas poliméricas contendo o referido farmaco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver nanocapsulas poliméricas contendo cetoprofeno e avaliar in vitro a

citotoxicidade das formulagdes.

2.2 Objetivos Especificos

a) preparar suspensdes aquosas de nanocapsulas contendo cetoprofeno com
diferentes composicdes, atraves do método de deposicdo interfacial do
Eudragit S100°;

b) validar uma metodologia analitica para a determinacdo do cetoprofeno nas
nanocapsulas poliméricas;

c) caracterizar as formulacGes nanoparticuladas quanto ao teor de farmaco,
eficiéncia de encapsulamento, pH, tamanho de particula, indice de
polidispersdo e potencial zeta;

d) avaliar a fotodegradacdo do cetoprofeno incorporado aos sistemas
nanoestruturados frente a radiacdo UVC,;

e) estudar o perfil de liberacdo in vitro do cetoprofeno a partir das nanocapsulas
pelo método de difusdo em sacos de diélise;

f) avaliar in vitro a citotoxicidade das formulacbes selecionadas em células

fibroblasticas da linhagem 3T3.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Anti-inflamatdrios ndo-esteroides e Cetoprofeno

Os anti-inflamatorios ndo-esteroides estdo entre os mais usados de todos os farmacos.
Esses agentes proporcionam alivio sintomatico de dor e edema, como ocorre na osteoartrite e
artrite reumatoide, e em afeccdes inflamatdrias mais agudas, como os traumas e fraturas.
Também proporcionam alivio de dor pos-operatoria, dental, menstrual e de cefaléias e
enxaquecas (RANG et al., 2001).

Segundo a Associagdo Americana de Reumatologia, dentre as doengas cronicas
existentes, as doencas reumaticas sdo as que mais afetam os individuos, sendo os AINES os
farmacos de escolha no alivio dos sintomas dessas doencas, a fim de melhorar a qualidade de
vida dos pacientes (BORNE, 2008).

Os AINES apresentam trés tipos principais de acGes farmacolOgicas: agdo anti-
inflamatoria, acdo analgésica e acdo antipirética. Em geral, todos estes efeitos estdo
sintese de prostaglandinas e tromboxanos (RANG et al., 2001).

A COX encontra-se em duas isoformas: COX-1 e COX-2. A COX-1 é uma enzima
constitutiva expressa na maioria dos tecidos, estando envolvida na homeostase dos tecidos, e é
responsavel pela producdo de prostaglandinas envolvidas na citoprotecdo gastrica. Por sua
vez, a COX-2 é induzida nas células inflamatorias quando ativadas, sendo responsavel pela
producdo dos mediadores prostanoides da inflamacdo (TURINI; DUBOIS, 2002;
MIZUSHIMA, 2010).

Recentemente foi descoberta uma variante do gene da COX-1, descrito como COX-3.
Essa parece ser expressa em altos niveis no sistema nervoso central e pode ser encontrada
também no coracgéo e na aorta. Essa enzima € seletivamente inibida por farmacos analgesicos
e antipiréticos, como paracetamol e dipirona, e é potencialmente inibida por alguns AINEs.
Essa inibicdo pode representar um mecanismo primério central pelo qual esses farmacos
diminuem a dor e possivelmente a febre. A relevancia desta isoforma ainda ndo esta
totalmente esclarecida (HERSH et al., 2005; MONTEIRO et al., 2008).
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Dessa forma, acredita-se que a acdo anti-inflamatoria dos AINES deve-se a inibicdo da
COX-2, enquanto seus efeitos indesejaveis, principalmente os que afetam o trato
gastrintestinal, resultem de sua inibicdo da COX-1 (KUMMER; COELHO, 2002).

O maior grupo dos AINES é pertencente a classe dos &cidos arilalcanoicos, cuja

estrutura esta representada na Figura 1.

R

D S
| “NoH
H

Figura 1 — Representacdo estrutural dos cidos arilalcanoicos

S&o pertencentes a este grupo farmacos como indometacina, sulindaco, diclofenaco
sodico, ibuprofeno, tolmetina e cetoprofeno. Tendo em vista a relacdo estrutura atividade
desta classe de compostos, todos 0s agentes possuem um centro &cido (fungdo carboxilica), o
qual apresenta uma relacdo de similaridade com a func¢éo &cido carboxilico presente no &cido
araquidénico. A substituicdo de um grupo metila no carbono 2, aumenta a atividade anti-
inflamatdria, além de formar um centro quiral. Esses compostos de acido propidnico
substituido, com alta poténcia anti-inflamatdria sdo denominados profenos (BORNE, 1998).

O cetoprofeno, acido [2-(3-benzoilfenil) propanoico] (Figura 2) € um dos mais
potentes AINES. Apresenta-se como um pd branco ou quase branco, praticamente insollvel
em agua e solivel em solventes organicos como acetona e etanol e possui pKa de 4,76
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; SHENG et al., 2006). Seu mecanismo de agao esta
fundamentado na inibigdo reversivel da enzima ciclo-oxigenase, por competir com seu
substrato, o acido araquiddnico, resultando na inibicdo da sintese de prostaglandinas (PGE2 e
PGF2). Diferente dos outros AINES, o cetoprofeno, além de inibir a sintese de
prostaglandinas, também inibe a sintese de leucotrienos e estabiliza as membranas
lisossémicas contra a alteracdo osmotica, impedindo a liberacdo de mediadores da inflamacéo,
resultando em uma menor destrui¢do tecidual. Alem disso, tem sido relatada uma atividade
inibitoria sobre a bradicinina, um importante mediador da dor e da inflamacdo (ASHVINI et
al., 2011).
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Figura 2 — Estrutura quimica do cetoprofeno (&cido [2-(3-benzoilfenil) propanoico]).

Com relagdo a farmacocinética, o cetoprofeno é rapidamente absorvido pela via oral,
com pico plasmatico entre 0,5-2 horas. Apresenta alta ligacdo a proteinas plasmaticas (99%) e
é metabolizado em sua menor parte por hidroxilacdo e a maior parte pela conjugacdo com o
acido glicurénico (FRANCA; KOROLKOVAS, 2006).

O cetoprofeno é indicado para o tratamento em longo prazo da artrite reumatdide e
osteoartrite. Também possui indicagdo no tratamento de dores musculares, tendinites,
dismenorreia, entre outros processos inflamatdrios. A dose comumente empregada por via
oral situa-se entre 50 e 300 mg (dose maxima diaria). Apesar de sua eficacia no tratamento da
dor aguda e crénica ser bem reconhecida, sua administracdo é acompanhada por alguns
efeitos colaterais (FRANCA; KOROLKOVAS, 2006).

A principal limitacdo ao emprego terapéutico do cetoprofeno esta relacionada aos
efeitos lesivos no trato gastrintestinal. Seus efeitos adversos podem ser atribuidos ao contato
direto do farmaco com a mucosa gastrica e por acdo sistémica, apds absorcdo. A irritacdo
local causada pelo contato direto com a mucosa esta relacionada com a ionizacgéo do farmaco.
Por serem acidos organicos fracos, os AINES, em pH baixo, tornam-se moléculas nao-
ionizadas com caracteristicas apolares, o que lhes permite atravessar a membrana mucosa e
acumular-se nas células epiteliais. Com a mudanca de pH &cido para neutro no interior da
mucosa, 0 farmaco torna-se ionizado acumulando-se no interior das células epiteliais,
causando danos as mesmas. Entretanto, esse dano “topico” nao parece ser fundamental para a
patogénese da sintomatologia ulcerosa, motivo pelo qual, mesmo a administracdo
intramuscular ou intravenosa dos AINES pode causar Ulceras gastricas ou duodenais
(FIORUCCI et al., 2001).

Por sua vez, a atividade sisttmica compreende a inibicdo da COX-1 géstrica, que é
responsavel pela sintese das prostaglandinas. Estes eicosanodides agem inibindo a secrecdo
acida pelo estbmago, aumentando o fluxo sanguineo na mucosa gastrica e promovendo a

secrecdo de muco citoprotetor. A inibicdo da sua sintese, portanto, acarreta ao estbmago uma
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maior suscetibilidade as lesdes. Porém, estudos com camundongos que apresentavam
deficiéncia destas enzimas, demonstraram que as ciclo-oxigenases ndo estdo exclusivamente
relacionadas com os efeitos adversos dos AINES. Além disso, observou-se que os farmacos
COX-2 seletivos demonstraram uma baixa reducdo da acao lesiva. Estas informacdes sugerem
que ha um mecanismo independente da inibicdo da COX, como a indu¢do da liberacdo do
fator de necrose tumoral alfa, o qual pode dirigir células da membrana géastrica a apoptose
(FIORUCCI et al., 2001; MIZUSHIMA, 2010).

3.2 Nanoparticulas Poliméricas

Ha diferentes tipos de nanocarreadores tais como nanocapsulas, nanoesferas,
complexos lipidicos, micelas poliméricas e dendrimeros, conforme demonstrado na Figura 3
(TORCHILIN, 2001; HUGHES, 2005; RAWAT, 2006; AMUJI, 2007; PARK, 2007; JABR-
MILANE et al., 2008).

k: Lipid
= (solid)

(b) lipesomes

(a) nanotubes

o (i) nanospheres d (ii) nunocapsules () Polymeric micelles

MNanaparticle

s

Catalytic
active sites

(1) dendrimers (&) Functionalized nancparticles

Figura 3 — Diferentes tipos de carreadores

Legendas: (a) Nanotubos. (b) Lipossomas: vesiculas com um nucleo aquoso envolvido por uma membrana
lipidica. (c) Nanoparticulas lipidicas solidas (SLN): carreadores coloidais submicrométricos formados a partir de
lipideos sdlidos. (d) Nanoparticulas poliméricas. (i) Nanoesferas: Nanoparticulas com farmaco disperso em uma
matriz polimérica. (ii) Nanocépsulas: nanoparticulas com farmaco envolto por uma membrana polimérica. (e)
Micelas poliméricas: co-polimeros em bloco, anfifilicos associados em solucdo aquosa. (f) Dendrimeros: série
repetida de compostos macromoleculares que formam uma cavidade em seu interior. (g) Nanoparticulas
funcionalizadas: particulas monodispersas, de forma e tamanho uniformes com composigao superficial definida
(Adaptado de RAWAT, 2006).
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As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos que apresentam
tamanho inferior a 1 pum. As nanoparticulas podem ser classificadas em nanocépsulas e
nanoesferas, diferindo entre si pela sua organizagédo estrutural (Figura 4). As nanocapsulas
podem ser definidas como sistemas nano-vesiculares que apresentam uma estrutura “parede-
nucleo”, podendo o farmaco estar confinado no nucleo (aquoso ou oleoso) e/ou adsorvido a
parede polimérica. Por sua vez, as nanoesferas, isentas de 6leo em sua composi¢do, séo
constituidas por uma matriz polimérica, na qual o farmaco pode estar retido ou adsorvido
(SCHAFFAZICK et al., 2003; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Nanocapsulas Nanoesferas

DOG®

Farmaco Parede Ntcleo oleoso Matriz polimérica
polimérica

Figura 4 — Representac;éo esquemética de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas

Legendas: a) fArmaco dissolvido no ndcleo oleoso; b) fArmaco adsorvido a parede polimérica; ¢) farmaco retido
na matriz polimérica; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente & matriz polimérica.

Entre as vantagens das nanoparticulas poliméricas como carreadores de farmacos,
destacam-se: a) capacidade de aumentar o efeito terapéutico da substancia ativa, sem
ocasionar alteracdes na molécula; b) aumento da eficacia terapéutica de farmacos, por
vetorizar a liberacdo destes em alvos celulares especificos; ¢) tamanho submicrométrico, o
que permite a liberagcdo do farmaco através de uma série de barreiras, incluindo a endotelial,
d) liberacdo controlada ou sustentada de farmacos, reduzindo os possiveis efeitos adversos
destas substancias; e) sistemas versateis, ou seja, podem ser administrados por diversas vias
(oral, nasal, pulmonar, parenteral e oftalmica) (KAMALY, 2012).

Tendo em vista suas inimeras vantagens, as nanoparticulas tém sido empregadas com
sucesso em diversas areas, tais como a vetorizacdo de farmacos anticancerigenos, antibioticos,
peptideos ou proteinas e farmacos para uso oftdlmico (BARENHOLZ, 2012; NECKEL,;
LEMOS-SENNA, 2005).

Com relacdo a administracédo oral de nanoparticulas, novos sistemas de liberacdo vém
sendo desenvolvidos visando especialmente a diminuicdo dos efeitos colaterais de certos
farmacos, destacando-se os anti-inflamatérios ndo-esteroides, 0s quais causam
frequentemente irritagio a mucosa gastrintestinal (MULLER et al., 2004; FONSECA et al.,
2008; DOMINGUES et al., 2008; BERNARDI et al., 2009). Além disso, tais sistemas podem
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ser desenvolvidos visando a protecdo de farmacos degradaveis no trato gastrintestinal, como
peptideos, proteinas e/ou hormodnios, aumentando a biodisponibilidade dos mesmos
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

3.2.1 Métodos de preparagdo

As nanoparticulas podem ser preparadas por diferentes métodos e geralmente
apresentam tamanho entre 100 e 500 nm (QUINTANAR-GUERRERO et al, 1998). Os
métodos mais usuais para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas envolvem a dispersao
de polimeros pré-formados e a polimerizacdo interfacial de mondmeros dispersos (MORA-
HUERTAS et al., 2010; RAO; GECKELER, 2011).

Vérias técnicas podem ser utilizadas para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas,
tais como evaporacao de solvente, salting-out, fluido supercritico, micro e mini-emulséo e
polimerizacdo interfacial (RAO; GECKELER, 2011). A escolha do método de preparacédo
dependera de varios fatores, tais como o tamanho da nanoparticula que se pretende obter, o
qual deve ser compativel com a via de administracdo pretendida; solubilidade do farmaco
(lipo ou hidrofilico) e natureza do polimero empregado. Também deve-se avaliar a toxicidade
das matérias-primas envolvidas em cada método de obtencdo das nanoparticulas poliméricas
(AGNIHOTRI et al., 2004).

O método de polimerizacdo de monémeros dispersos apresenta algumas desvantagens
para a preparacdo de nanoparticulas, como a geracdo de residuos toxicos provenientes dos
mondmeros, tensoativos residuais ou catalisadores empregados na reacdo (QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998).

Por sua vez, a utilizacdo de polimeros pré-formados previne o aparecimento de
moléculas residuais resultantes do processo de polimerizacdo (mondémeros, oligbmeros,
precursores), as quais podem interagir com o farmaco durante a etapa de polimerizacao e, por
exemplo, levar a desnaturacgdo e inativagdo de peptideos (LAMPRECHT et al.,1999; REIS et
al.,2006; CHECOT-MOINARD et al., 2008).

Incluido na classificagdo de dispersdo de polimeros pré-formados encontra-se o
método de deposicdo interfacial de polimeros pré-formados para a preparacdo de
nanocépsulas, o qual foi empregado no desenvolvimento das formulagdes alvo de estudo deste
trabalho.
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A técnica de deposicdo interfacial, descrita inicialmente por Fessi e colaboradores em
1989, baseia-se na deposicdo interfacial de um polimero ap6s o deslocamento de um solvente
miscivel com a agua. A rapida difusdo do solvente resulta na reducdo da tensdo interfacial
entre as duas fases, 0 que causa um aumento na area superficial e conduz a formacédo de
pequenas goticulas de solvente organico. Esta técnica consiste em trés componentes basicos: o
polimero (natural, sintético ou semi-sintético), um solvente do polimero e um ndo-solvente do
polimero. Solventes organicos (etanol, acetona, diclorometano) misciveis com a agua e de
facil remocdo sdo empregados como solventes do polimero. Por esta razdo, a acetona é
frequentemente usada como solvente neste método (FESSI et al., 1989; RAO; GECKELER,
2011).

Os demais constituintes da fase organica (substancia ativa, polimero, 6leo e tensoativo
de baixo EHL) sdo dissolvidos para serem adicionados, sob agitacdo, a uma fase aquosa
contendo um tensoativo de alto EHL. A formag&o das nanoparticulas pode ser explicada pela
turbuléncia interfacial durante a difusdo dos solventes de diferente miscibilidade
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998). As goticulas do solvente de tamanho nanométrico
sdo estabilizadas pelos tensoativos e o polimero precipita na interface 6leo/agua. O diametro
médio das nanoparticulas formadas situa-se entre 100 e 500 nm (FESSI et al., 1989). As
caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas obtidas por esta técnica sdo afetadas por um
conjunto de parametros tecnoldgicos, que incluem a solubilidade do principio ativo, a
concentracdo do agente tensoativo e a natureza e volume do 6leo (SOUTO et al., 2012).

Como vantagens deste método pode-se citar a alta eficiéncia de encapsulamento para
farmacos lipofilicos, alta reprodutibilidade e melhor controle do tamanho das particulas. Entre
as desvantagens do método esta a grande quantidade de solvente orgénico empregado, além
da solubilidade das substancias empregadas (devem ser lipossoltveis) (LEGRAND et al.,
1999).

A preparacdo de nanocépsulas implica na obtencdo de uma solucéo oleosa, formada
pela dissolugdo da substancia ativa em um 6leo adequado. Por esta razéo, o 6leo selecionado
deverd ser um solvente adequado para o farmaco, de modo a prevenir a sua difusdo e
cristalizacdo na fase externa aquosa, durante a preparacdo das nanocapsulas, e ndo devera
degradar o polimero. Podem ser utilizados 6leos vegetais, parafina liquida ou misturas de
triglicerideos de cadeia media (TCM). As caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas
obtidas por deslocamento do solvente sdo afetadas por um conjunto de parametros
tecnologicos, que incluem a solubilidade do principio ativo, a concentragdo do agente
tensoativo e a natureza e volume do 6leo (DOMB et al., 2002; SOUTO et al., 2011).
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Os tensoativos ndo sdo essenciais para a formacdo das nanocdpsulas, mas sdo
importantes para a estabilizacdo da suspensdo, de forma a prevenir a aglomeracdo das
particulas, durante o armazenamento (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

Para a preparacdo dos nanocarreadores poliméricos podem ser empregados polimeros
naturais, sintéticos ou semi-sintéticos, sendo que o critério de selecdo esta condicionado a
solubilidade da substancia ativa a ser incorporada no sistema.

Os polimeros naturais, como peptideos, proteinas e polissacarideos (quitosana),
apresentam a propriedade de bioadesdo a mucosas como ocular, nasal, urinaria, gastrintestinal
e vaginal, proporcionando biocompatibilidade, biodegradabilidade e, consequentemente,
maior disponibilidade da substancia ativa administrada. No entanto, o processo de obtencéo e
purificacdo pode causar variacdo nos lotes, sendo esta uma desvantagem deste tipo de
material (SEVERINO et al., 2011).

Por sua vez, os polimeros sintéticos podem manifestar toxicidade quando degradados
ou hidrolisados, mas mantém-se a reprodutibilidade em cada lote, sendo assim, mais seguros
para a veiculacdo de farmacos (SEVERINO et al., 2011).

Considerando os polimeros sintéticos comumente utilizados na preparacdo de
nanocarreadores poliméricos, encontram-se os poliésteres biodegradaveis, especialmente a
poli-e-caprolactona (PCL), o poli(acido latico) (PLA) e o poli(acido latico-co-glicdlico)
(PLGA) (LAMPRECHT et al., 2000a; 2000b; LU; CHEN, 2004). Poli(acido latico),
poli(acido glicolico) e poli-e-caprolactona podem ser empregados também em formulagdes
destinadas a via intravenosa (RAVI KUMAR, 2000).

Outra classe de polimeros bastante empregada na preparacdo de nanocarreadores
poliméricos sdo os co-polimeros do &cido metacrilico e metacrilato de metila (Eudragit®), os
quais destacam-se por sua solubilidade pH-dependente (Eudragit S100®) e por aumentar o
tempo de residéncia de substancias ativas no sitio de acdo, devido as suas propriedades
bioadesivas (Eudragit RS®). Entre os varios tipos, os polimeros Eudragit® S e L que se
dissolvem, respectivamente, em valores de pH superiores a 7 e 6 S0 0s mais empregados.
Estes polimeros sdo resistentes ao pH gastrico, mas altamente solUveis no meio intestinal

alcalino, modulando assim a liberacao de farmacos (DITTGEN et al., 1997).
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3.2.2 Caracterizagdo Fisico-Quimica

Uma etapa posterior a preparacdo das nanoparticulas, porém, ndo menos importante,
diz respeito a caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados. Os pardmetros
mais estudados sdo: morfologia, distribuicdo de tamanho, potencial zeta, pH, teor e eficiéncia
de encapsulamento. Uma avaliagdo completa inclui a determinacéo da cinética de liberacédo in
vitro do farmaco. As informacOes obtidas na etapa de caracterizacdo sdo de grande
importancia para a proposicdo de modelos de sua organizacdo em nivel molecular, bem como
a elucidacdo do mecanismo de associacdo de farmacos a essas particulas nanométricas.
Porém, tal caracterizacdo é tecnicamente dificil tendo em vista a natureza coloidal das
particulas, sendo necessaria a combinacdo de diversas técnicas de analise (MAGENHEIN;
BENITA, 1991; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Macroscopicamente, as suspensdes coloidais apresentam um reflexo azulado (efeito
Tyndall), o qual resulta do movimento Browniano das particulas em um meio liquido. Para a
determinacdo do tamanho de particula, 0 método mais indicado € a espectroscopia de
correlacdo de fétons (PCS), o qual indica a distribuicdo de tamanho das nanoestruturas,
essencial para a caracterizacdo das formulagdes. A microscopia eletrénica de varredura
(MEV) torna-se importante quando se deseja obter uma imagem da particula isolada do meio
(SCHAFFAZICK et al., 2003; COUVREUR et al., 2002).

Quanto a analise da superficie das nanoparticulas, a medida do potencial zeta torna-se
uma ferramenta muito Gtil, uma vez que este reflete o potencial de superficie das particulas
através de técnicas de eletroforese. O potencial zeta das nanoparticulas depende
principalmente da natureza quimica do polimero e do tensoativo e do pH do meio. Quando
nanocapsulas sdo preparadas empregando-se poliésteres ou metacrilatos usando tensoativos
ndo-ibnicos, obtém-se valores de potencial zeta negativos devido a presenca de grupos
carboxilicos terminais. Todavia, valores positivos sdo obtidos quando sdo utilizados
polimeros catibnicos e agentes estabilizantes ndo-i6nicos. Quanto maiores os valores de
potencial zeta (em mddulo), mais estavel é o sistema, ou seja, menor é a tendéncia de que
ocorram fenbmenos de agregacdo e sedimentacdo das nanoparticulas dispersas
(SCHAFFAZICK et al., 2003; FESSI; ELAISSARI, 2010).

A determinacdo do potencial zeta também tem importancia na elucidacdo do
mecanismo de associacdo do farmaco as nanoparticulas e na proposicdo de organizacéo

destas. Um exemplo disto foi o trabalho desenvolvido por Calvo e colaboradores (1996), no



24

qual observaram os efeitos da composicdo das formulagdes sobre o potencial zeta. Verificou-
se que a presenca do 6leo nas nanocépsulas conferiu a estas um potencial zeta mais negativo
do que as nanoesferas, sugerindo que a camada polimérica ao redor do ndcleo oleoso seria um
filme polimeérico delgado. Por outro lado, Mosqueira e colaboradores (2000), demonstraram
que o Oleo estaria totalmente encapsulado, pois ndo observaram alteragdo do potencial de
superficie das particulas em funcéo da natureza do nucleo oleoso.

A andlise potenciométrica do pH das suspensdes também torna-se importante para
mensurar a estabilidade do sistema, ja que alteracdes significativas do pH em funcdo do
tempo podem indicar uma possivel degradacdo polimérica ou oxidacdo de componentes da
formulacdo (LEGRAND et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A determinacdo do teor de farmaco presente nas nanoparticulas é fundamental, porém
complexa, pela necessidade de separar o farmaco livre do associado, devido a natureza
coloidal do sistema. O teor total de farmaco é determinado pela completa dissolucdo das
nanoparticulas em solvente adequado (SCHAFFAZICK et al., 2003). A eficiéncia de
encapsulamento é determinada apds a separacdo do farmaco livre da parcela incorporada a
nanoparticula. Para as nanocapsulas, a técnica de separacdo mais empregada € a ultrafiltracéo-
centrifugacgdo, a qual consiste no emprego de uma membrana de porosidade definida (10
kDa), permitindo a separacdo entre a fase aquosa dispersante e a fracdo de nanoparticulas,
sendo o farmaco livre quantificado no ultrafiltrado (FESSI et al., 1989; MAGENHEIM,;
BENITA, 1991; GUTERRES et al., 1995). O teor de farmaco associado as nanoestruturas é
calculado pela diferenca entre o total de farmaco contido na suspensdo e a quantidade de
farmaco livre no ultrafiltrado (GUTERRES et al., 2000).

A caracterizacdo completa dos sistemas nanoestruturados envolve a determinacdo da
cinética de liberacdo in vitro do farmaco a partir das nanoparticulas. Diversos fatores
modulam a liberacdo do farmaco a partir dos sistemas nanoparticulados poliméricos, tais
como a dessorc¢do do farmaco da superficie das nanoparticulas; a difusdo através da matriz das
nanoesferas ou da parede polimérica das nanocapsulas; a erosdo da matriz polimérica ou uma
combinagdo dos processos de difusdo e erosdo (SOPPPIMATH et al., 2001; CRUZ et al.,
2006). Meétodos baseados na difusdo em membranas de didlise e a separagdo por
ultracentrifugacdo tem sido utilizados com o intuito de avaliar o perfil cinéetico de liberagéo do
farmaco associado as nanoestruturas (SCHAFFAZICK et al., 2003; GUPTA et al., 2010).
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3.2.3 Liberacdo de farmacos a partir de sistemas nanoparticulados

Formulacdes de liberacdo controlada de farmacos apresentam muitas vantagens que
superam as formas convencionais, tais como reducdo da frequéncia de doses, diminui¢do dos
efeitos adversos, maior atividade farmacoldgica e efeito terapéutico prolongado (ZHANG et
al., 2003).

O processo de difusdo € consideravelmente lento quando se trata de sistemas
macroscopicos. Por outro lado, o0 processo ocorre rapidamente para sistemas
submicrométricos, com tempos de liberacdo na ordem de horas ou minutos para particulas na
faixa de tamanho nanométrico. Neste caso, o carreador mantém sua integridade estrutural,
pois a liberacdo do farmaco resulta somente de uma alteracao no equilibrio de particdo entre a
particula e a fase continua. Ainda sobre difusdo, o solvente pode entrar na particula (através
de poros ou hidratagdo) e dissolver o farmaco, o qual difundird para o meio. Este processo é
denominado transporte caso-Il, difusdo ndo-Fickiana ou anémala (WASHINGTON, 1990).

Por outro lado, a erosdo da matriz polimérica decorre de processos que resultam na
hidrélise e desorganizacdo das cadeias de polimero, promovendo a passagem do farmaco para
0 meio de liberacdo (ZHANG et al., 2003).

Varios métodos foram propostos para estudar a liberacdo de farmacos in vitro,
baseados na difusdao por membranas (biologicas ou artificiais) (LOSA et al., 1993; CALVO et
al., 1996), ultracentrifugacdo (FONTANA et al., 1998; GREF et al., 2001) ou ultrafiltracéo-
centrifugacdo (LOPES et al., 2000). Entretanto, ainda existem algumas dificuldades técnicas
para estudar a liberacdo de farmacos in vitro, como a separacao das nanoparticulas do meio de
liberacdo. Neste aspecto, a técnica de dialise tem sido muito utilizada, pois neste método a
suspensdo € adicionada a membranas de dialise com tamanho de poro definido, impedindo a
passagem da nanoestrutura para o meio de liberacdo, permitindo somente a quantificagcdo do
farmaco no meio (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O perfil de liberacdo de farmacos a partir de nanoparticulas depende da natureza do
sistema. No caso de um sistema matricial, como as nanoesferas o farmaco esta distribuido
uniformemente e a liberacdo ocorre por difusdo ou erosdo da matriz. Uma répida liberacéo
inicial pode ser atribuida a fragdo do farmaco adsorvida na superficie das nanoparticulas. Em
seguida, uma taxa de liberacdo exponencial pode ser observada, devido a difusdo do farmaco
a partir da matriz. Este mecanismo de liberagdo descreve uma cinética de primeira ordem. No

caso das nanocépsulas (sistema reservatorio), o farmaco estd envolto pelo polimero e a
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liberacdo ocorre por difusdo através da parede polimérica. Assim, teoricamente, a liberacdo
segue uma cinética de ordem zero (SOPPIMATH et al., 2001; GRASSI; GRASSI, 2005).

Em um estudo de Calvo e colaboradores (1996) foram avaliados os perfis de liberacdo
corneal da indometacina a partir de diferentes carreadores: nanocapsulas, nanoesferas e
nanoemulsdes. Os resultados demonstraram perfis de liberacdo semelhantes para todas as
formulagdes, sendo que o farmaco foi completamente liberado em 4 horas. A similaridade
entre os perfis de liberacdo de nanocapsulas e nanoemulsdes evidenciou que o0 revestimento
polimérico ndo teve influéncia na liberacdo. Porém, a particdo do farmaco entre as goticulas
de 6leo e 0 meio aquoso foi o fator determinante na liberacdo da indometacina a partir das
nanocapsulas e nanoemulsbes. Por outro lado, a rdpida liberacdo a partir das nanoesferas
ocorreu, possivelmente, devido a difusdo do farmaco através da parede polimérica, visto que a
baixa temperatura de transicdo vitrea (Tg = -60 °C) torna a poli-e-caprolactona altamente
permeavel a farmacos de baixo peso molecular, como a indometacina.

O mecanismo descrito acima também foi observado em outro estudo. Lopes e
colaboradores (2005) avaliaram o perfil de liberacdo do antitumoral camptotecina, em
nanocapsulas de PLA e nanocéapsulas de PLA funcionalizadas com polietilenoglicol (PLA-
PEG). A cinética de liberacdo da camptotecina a partir das nanocapsulas foi avaliada pelo
método da difusdo através de membranas de diélise. A rapida difusdo da camptotecina livre
para 0 meio de liberacdo, alcancando cerca de 50% em 5 horas, sugere que a presenc¢a da
membrana polimérica das nanocapsulas retardou a liberacdo do farmaco. Porém, verificou-se
que o perfil de liberacdo ndo variou significativamente em fungdo da natureza do polimero,
concluindo que o fenbmeno de particdo da camptotecina entre o ndcleo oleoso e 0 meio
aquoso das particulas, e entre este e 0 meio de liberacdo, provavelmente é o fator que governa
a liberacdo, embora a presenca da parede polimérica tenha retardado a liberacao do farmaco.

No entanto, em um estudo de liberacdo da albumina sérica bovina a partir de
nanocapsulas de PLA, foi relatado que o revestimento polimérico teve influéncia sobre a
liberacéo, indicando que a difusdo através da parede polimérica foi 0 mecanismo determinante
neste caso (LU et al., 1999).

O perfil de liberacdo da primidona a partir de nanocapsulas de PCL contendo benzoato
de benzila como nucleo oleoso, foi avaliado através da técnica de ultrafiltracdo-centrifugacéo
em fluido gastrico e intestinal simulado. Para fins comparativos, formulou-se uma dispersédo
do farmaco em oleo (controle), na qual a liberagdo da primidona foi completa em 8 h de
experimento. No mesmo intervalo de tempo, a liberacdo do farmaco a partir das nanocépsulas

em pH 7,4 e pH 1,25 foi de 76% e 83%, respectivamente. Segundo os autores, uma possivel
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explicagdo para a menor quantidade de primidona liberada a partir das nanocapsulas, seria a
interacdo entre o farmaco e o polimero. Por outro lado, a rapida liberagcdo nas primeiras horas
de experimento (efeito burst) sugere que parte do farmaco estaria adsorvido na superficie das
nanocapsulas. Além disso, observou-se que o pH do meio ndo influenciou o perfil de
liberacdo do fa&rmaco (FERRANTI et al., 1999).

3.3 Associacao de aines a nanoparticulas poliméricas

Existem vérios trabalhos citados na literatura referentes a estudos realizados com anti-
inflamatdrios associados aos sistemas coloidais, demonstrando a sua eficacia terapéutica e
tecnoldgica. Dentre eles, pode-se citar a nimesulida, a indometacina, o piroxicam, o
diclofenaco e o ibuprofeno (GUTERRES et al., 1995; POHLMANN et al.,, 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2002; MULLER et al., 2004; ALVES et al., 2005; POHLMANN et
al., 2007; DOMINGUES et al., 2008; FONSECA, 2008). Porém, existem poucos relatos na
literatura sobre a associac¢do do cetoprofeno a sistemas nanoestruturados.

Guterres e colaboradores (1995) prepararam nanocapsulas de poli(acido latico)
contendo diclofenaco e avaliaram a estabilidade das mesmas durante o armazenamento a
temperatura ambiente. Parametros como o pH, tamanho de particula, teor de farmaco (total e
encapsulado) e peso molecular do polimero foram determinados em intervalos definidos (0, 1,
3, 6 e 8 meses). Observou-se que o0s sistemas mantiveram-se estaveis independentemente do
6leo empregado na formulagéo (benzoato de benzila ou Miglyol 810®), porém a degradacéo
do polimero ocorreu mais rapidamente na presenca do benzoato de benzila como ndcleo
oleoso das nanocapsulas, resultando em um decréscimo dos valores de pH. Verificou-se
também que a concentracao de diclofenaco ndo afetou o pH das suspensdes. Sistemas estaveis
foram preparados utilizando 0,75% de tensoativo lipofilico, uma concentragdo
consideravelmente menor que as anteriormente descritas na literatura para este tipo de
coloide.

Em outro estudo, Cetin e colaboradores (2010) desenvolveram e caracterizaram
nanoparticulas de Eudragit L100® e Eudragit L100®/PLGA contendo diclofenaco sédico
preparadas pelo método de nanoprecipitacdo. As nanoparticulas apresentaram-se esféricas
quando analisadas por microscopia de forca atdbmica. A faixa de tamanho, determinada por

espectroscopia de correlacdo de fotons, foi de 241-274 nm. Eficiéncias de encapsulamento
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relativamente baixas (26-68%) foram obtidas por se tratar de um farmaco hidrofilico. Os
perfis de liberacdo das formulagdes demonstraram um efeito burst, com uma liberacg&o inicial
do farmaco superior a 30% em 4 horas. Para as formulagdes de Eudragit L100®, praticamente
todo o farmaco foi liberado em 12 h de experimento. Por outro lado, as nanoparticulas
constituidas pela blenda polimérica foram capazes de promover uma liberacdo sustentada do
farmaco em 72 horas. A extensdo da liberagdo foi dependente da quantidade de Eudragit
L.100®, aumentando quanto maior a proporcao deste polimero na blenda.

A degradacéo e estabilizacdo do diclofenaco em nanocapsulas poliméricas de PCL foi
alvo de investigacdo de um estudo conduzido por Muller e colaboradores (2004). Verificou-se
uma reducdo do teor de diclofenaco nas suspensdes de nanocapsulas e seus produtos secos por
aspersdo, devido a formacdo simultanea de nanocristais durante a formulacdo e também ao
inicio da degradacdo do farmaco. Esta reducdo mostrou-se dependente do tipo e da
concentragdo do sistema tensoativo utilizado no preparo das formulagdes, sendo que a
presenca de Epikuron 170® em concentracdo superior a 3,06 mg/mL preveniu a diminuicio do
teor e o aparecimento de produtos de degradacdo. A exposicdo das suspensdes e dos pds
correspondentes a luz UVC, confirmaram a estabilizacdo do diclofenaco promovida pelo
tensoativo. A anélise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas permitiu a
identificacdo de dois produtos de degradacéo do diclofenaco nas formulagdes preparadas com
baixa concentrac&o ou auséncia de Epikuron 170°.

Nanocapsulas de poli (D,L-4cido latico) contendo diclofenaco na forma acida foram
preparadas por Guterres e colaboradores (1995). A avaliacdo da toxicidade gastrintestinal
destas formas, em ratos, demonstrou uma significativa protecdo da mucosa gastrintestinal
apos a administracdo do farmaco nanoencapsulado, quando comparada com a administracéo
de uma solucdo aquosa deste farmaco. Os mesmos resultados foram observados por Miller e
colaboradores (2001), quando foram avaliadas suspensdes de nanoesferas de PCL contendo
diclofenaco na forma acida. Guterres e colaboradores (2001) também avaliaram a toxicidade
gastrintestinal de formas solidas obtidas a partir secagem por aspersdo das suspensdes de
nanocapsulas e nanoesferas de PCL, contendo diclofenaco. O estudo demonstrou que 0s
produtos secos apresentaram um efeito protetor da mucosa gastrintestinal. Schaffazick (2001)
avaliou a toxicidade gastrintestinal de nanoparticulas liofilizadas contendo diclofenaco. Os
liofilizados de nanoesferas ou nanocapsulas também apresentaram um efeito protetor sobre a
mucosa gastrintestinal.

Kheradmandnia e colaboradores, em 2010, formularam e caracterizaram

nanoparticulas lipidicas solidas preparadas a partir de uma mistura de cera de abelha e cera de
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carnatba. Demonstrou-se uma eficiéncia de encapsulamento de 97% para o cetoprofeno,
indicando uma boa compatibilidade do farmaco com o nucleo lipidico das nanoparticulas. De
acordo com o0s autores, a curta meia-vida, a baixa solubilidade em &gua, a baixa
biodisponibilidade e os efeitos adversos no trato gastrintestinal, tornam o cetoprofeno um
bom candidato para a formulacéo de formas farmacéuticas de liberacéo controlada.

Em um trabalho de Sakeena e colaboradores (2010), foram preparadas nanoemulsdes
de ésteres do oleo de palma contendo cetoprofeno visando a aplicagdo topica. As
nanoemulsées contendo o farmaco foram comparadas com um produto comercial, Fastum®
Gel. Os estudos da atividade anti-inflamatdria e analgésica foram conduzidos em ratos atraves
da avaliagdo do edema de pata induzido por carragenina a fim de comparar as formulagoes
nanoparticuladas com o produto comercial. Através dos estudos realizados, os autores
concluiram que ndo houve diferencas significativas entre as nanoemulsdes contendo
cetoprofeno e o produto comercial, destacando a viabilidade do desenvolvimento de

formulagdes nanoestruturadas para a liberacao topica do cetoprofeno.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Matérias-primas

a) Cetoprofeno (Henrifarma — Séo Paulo);

b) Monoestearato de sorbitano (Span 60®) (Delaware - Porto Alegre);

¢) Monooleato de sorbitano (Span 80®) (Sigma Aldrich - Sdo Paulo);

d) Polissorbato 80 (Tween 80®) (Delaware - Porto Alegre);

e) Triglicerideos de cadeia média (Delaware - Porto Alegre);

f) Oleo de rosa mosqueta (Qualitha — Santa Maria);

g) Eudragit S100® (Co-polimero do &cido metacrilico e metacrilato de metila)

(Degussa — S&o Paulo).

4.1.2 Aparelhos e Equipamentos

a) Evaporador rotatério (Fisatom — S&o Paulo);
b) Cromatdgrafo a Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC Shimadzu LC-10A - Japao);
—Bomba LC-20 AT
— Controlador CBM-20A
— Vélvula de injecdo manual (Rheodyne)
— Pré-coluna (SecurityGuard Cyg 4 x 3.0 mm)
— Coluna Gemini Cyg (150 x 4,60 mm, 5um, Phenomenex — EUA)
— Detector UV-VIS SPD-M20A
c) Potencidmetro modelo pH21 (Hanna Instruments, Brasil);
d) Balanca analitica (Shimadzu - Japao);
e) Camara de fotoestabilidade (Lampada Phillips — UVC, 30 W);
f) Agitador magnético TE-0851 (Tecnal - S&o Paulo); 752-A (Fisatom — Sao Paulo);
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g) Microcentrifuga (Sigma - Alemanha).
4.1.3 Solventes e outros materiais

a) Acetona P.A. (Nuclear - S&o Paulo; Quimex - Porto Alegre);
b) Metanol (grau HPLC) (Tedia - Sdo Paulo);

¢) Acido acético glacial P.A. (Impex - S&o Paulo);

d) Membrana de celulose regenerada 0,45um (Sartorius - EUA);

e) Dispositivo de ultrafiltracdo/centrifugacdo (Amicon Ultra® 10,000 MW, Millipore -
EUA).

4.1.4 Avaliacdo in vitro da citotoxicidade

a) Meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), fungizone,
penicillina/estreptomicina, tripsina/EDTA e albumina bovina sérica (Gibco BRL,
EUA);

b) Dimetilsulfoxido (Sigma Aldrich, S&o Paulo);

c) Linhagem celular 3T3 (American Type Culture Collection, Carsbald, EUA);

d) Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Sigma Aldrich,
Séo Paulo);

4.2 Métodos

4.2.1 Validacéo da metodologia analitica por CLAE para determinacdo do cetoprofeno nos
sistemas nanoestruturados

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi 0 método empregado para a
quantificacdo do cetoprofeno nas formulacGes nanoestruturadas.
A fase mdvel foi constituida por metanol/agua (70/30, v/v), tendo seu pH ajustado a

3,0 com &cido acético a 10%. O fluxo empregado foi de 1 mL/min e o volume de injecéo foi
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de 20 uL. O comprimento de onda de deteccdo para o cetoprofeno foi de 254 nm. As
condicBes cromatogréficas foram estabelecidas segundo o método de Najmuddin e
colaboradores (2010).

O método foi previamente validado através da avaliagdo dos seguintes parametros:
especificidade, linearidade, precisdo intermediaria, repetibilidade, exatiddo, limite de detecgédo
e limite de quantificacdo, conforme a Resolucdo n° 899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL,
2003).

O parametro de especificidade foi determinado através da analise dos cromatogramas
obtidos para as suspensdes de nanocapsulas isentas do farmaco (brancas) em comparacdo com
0s obtidos para as formulacdes contendo cetoprofeno. A presenca de detector de arranjo de
diodos possibilitou a determinacdo da pureza do pico cromatografico, descartando a
interferéncia dos excipientes na quantificacdo do farmaco ou uma possivel degradacdo deste
durante a anélise.

Para a obtencdo da curva analitica do cetoprofeno (linearidade), foram escolhidos 6
pontos com as seguintes concentracfes: 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 e 15,0 pg/mL. Essas solugdes
foram obtidas a partir de diluicbes de uma solucdo-mée de concentra¢do 1 mg/mL, sendo que
as aliquotas foram diluidas com metanol para um volume final de 10 mL. As amostras foram
injetadas em cromatografo sob as condicgdes citadas anteriormente.

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade e da precisdo
intermediaria. Para a determinacdo da repetibilidade, foram preparadas seis diluicdes da
amostra na concentracdo de trabalho (9 pg/mL) e estas analisadas por CLAE em um Unico
dia. A precisdo intermediaria foi avaliada da mesma forma, porém em trés dias consecutivos.

O parametro exatiddo foi avaliado através do método do placebo contaminado. O
método consistiu da adicdo de aliquotas de uma solu¢do contendo o farmaco a uma
formulacdo branca. Foram realizadas nove determinag6es, contemplando o intervalo linear do
método, ou seja, trés niveis de concentracdo (baixa, média e alta). Os resultados foram
expressos em termos de recuperacdo da substancia ativa adicionada.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados diretamente a
partir da inclina¢ao (c) e do desvio padrdo do intercepto (DP), obtidos a partir das curvas
analiticas. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram expressos, respectivamente através

das Equacbes 1 e 2.

LD=330/S (1)
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LQ=100/S (2)
Onde o ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo y (b); e S é a média do coeficientes

angulares (a) das curvas analiticas.

4.2.2 Teste de inchamento/dissolucao de filmes poliméricos

Para a obtencdo dos filmes poliméricos, foram dispersos aproximadamente 2 g de
Eudragit $100® em 10 mL de acetona. Apds a evaporago do solvente, o filme foi dividido em
fragmentos pesando cerca de 100 mg. A seguir, os filmes foram imersos no 6leo a ser
empregado no preparo das formulagBes (triglicerideos de cadeia média ou 6leo de rosa
mosqueta). Em intervalos de tempo pré-definidos, os filmes foram retirados do contato com o
oleo e pesados a fim de verificar alteracbes na massa do polimero decorrentes de sua interacdo

com o 6leo.

4.2.3 Preparacao das suspensdes de nanocapsulas

As suspensGes de nanocapsulas foram preparadas em triplicata pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado (FESSI et al., 1989), de acordo com a
composicdo de fases descrita na Tabela 1. Uma fase organica constituida de acetona, do
polimero (Eudragit S100®), do 6leo (triglicerideos de cadeia média ou 6leo de rosa
mosqueta), de um tensoativo de baixa hidrofilia (Span 60 ou Span 80) e do farmaco foi
mantida sob agitacdo magnética e aquecimento 40°C até a completa dissolucdo de seus
componentes. Separadamente, uma fase aquosa foi preparada sob agitacdo magnética através
da dispersdo de um tensoativo de alta hidrofilia (Polissorbato 80) em agua. Apds, a fase
organica foi vertida na fase aquosa e a mistura permaneceu sob agitacdo durante 10 minutos, a
temperatura ambiente. Posteriormente, a acetona foi eliminada e a agua concentrada por
evaporagdo sob presséo reduzida em rotaevaporador. O volume final foi ajustado para 10 mL.
Para fins comparativos, foram preparadas formulagdes sem adi¢cdo do farmaco (nanocéapsulas
brancas - NCB).
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Tabela 1 — Composicdo quali-quantitativa das diferentes formulagdes de nanocépsulas.

Composicéo NC-TCM NC’>-TCM NC-ORM  NC*ORM

Fase organica

Acetona (mL) 27 27 27 27
Eudragit S100°” (g) 0,1 0,1 0,1 0,1
TCM ~ (uL) 330 330 - -
Oleo rosa mosqueta - - 330 330
Cetoprofeno (g) 0,01 0,01 0,01 0,01
Span 60 (g) 0,077 - 0,077 -
Span 80 (Q) - 0,077 - 0,077
Fase aquosa

Agua (mL) 53 53 53 53
Tween 80 (g) 0,077 0,077 0,077 0,077

*Co-polimero do acido metacrilico, solivel em pH alcalino.
**Mistura de triglicerideos de cadeia média.

4.2.4 Caracterizacao das suspens@es de nanocapsulas

4.2.4.1 Determinacdo do teor de cetoprofeno nas formulac6es

A determinacdo da concentracdo de cetoprofeno nas formulagdes foi realizada por
CLAE ap06s a extracdo do farmaco presente nas nanoparticulas poliméricas. Para isso, retirou-
se uma aliquota da suspensdo correspondente a concentragdo de 9,0 pg/mL, a qual foi diluida
em metanol (g.s.p. 10mL). As amostras foram filtradas em membrana (0,45 pm) e analisadas

guanto ao seu teor.

4.2.4.2 Determinacéo do pH
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O pH foi determinado diretamente nas suspensfes de nanocapsulas mediante a
utilizacdo de potencidometro previamente calibrado com solucGes-tampéo de pH 4,0 e 7,0. As
determinac6es para cada formulagdo foram realizadas em triplicata.

4.2.4.3 Determinacdo do tamanho de particula das suspensdes coloidais

O tamanho de particula e a distribuicdo de tamanho foram determinados por
espectroscopia de correlagdo de fétons (PCS) em Zetasizer® Nano, ap6s diluicdo das amostras
em agua ultra-pura. As medidas sdo resultantes do espalhamento de luz causado pela presenga
de particulas em um meio liquido. A partir do movimento Browniano, tais particulas geram
um determinado raio hidrodindmico que € detectado por flutuacdes da luz incidente. A
distribuicdo de tamanho das particulas foi determinada pelo indice de polidispersao (PDI), o
qual € medido pela extensdo da distribuicdo do tamanho das vesiculas na amostra (MULLER
et al., 2004). As leituras foram realizadas em triplicata.

4.2.4.4 Determinacdo do Potencial Zeta das particulas

O potencial Zeta foi determinado por mobilidade eletroforética em Zetasizer™ Nano

apos a diluicdo das amostras em NaCl 10 mM (n=3).

4.2.4.5 Eficiéncia de Encapsulamento

Para a determinacao da concentragdo de farmaco livre (cetoprofeno nao-associado), as
nanoparticulas foram submetidas a técnica de ultrafiltragdo-centrifugagcao (Amicon® 10000
MW, Millipore). A concentragdo de cetoprofeno no ultrafiltrado foi determinada por CLAE,
sob as condi¢des cromatograficas anteriormente descritas. A eficiéncia de encapsulamento
(%) foi calculada pela diferenca entre as concentragdes total e livre, conforme a equacao

abaixo:



EE

_ Teor total - Teor livre

Teor total

x 100

(3)
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4.2.5 Perfil de liberag&o in vitro

A avaliagdo do perfil de liberag8o in vitro do cetoprofeno a partir das nanoparticulas
foi realizada utilizando-se a técnica de difusdo em sacos de dialise. Uma aliquota de 1,5 mL
da suspensdo de nanocapsulas foi transferida para o interior da membrana de diélise, a qual,
apos o seu fechamento, foi colocada em um béquer contendo 150 mL de meio intestinal
simulado (tampéo fosfato pH 6,8). Este sistema foi mantido em banho termostatizado a 37°C
sob agitacdo. Em intervalos de tempo pré-determinados (0, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300,
360, 420 e 480 min) aliquotas de 1 mL do meio de liberacdo foram coletadas e analisadas por
CLAE, segundo condicBes cromatograficas previamente estabelecidas no estudo. O volume
retirado foi imediatamente reposto com o meio de liberagéo, a fim de manter a condicdo sink,
ou seja, a nao saturacdo do meio de liberacdo. O ensaio foi realizado em triplicata para todos
os tipos de formulagcbes nanoestruturadas contendo cetoprofeno, assim como para o farmaco
livre. A modelagem matematica dos dados foi empregada para analisar os perfis de liberacédo

do farmaco livre e nanoencapsulado.

4.2.6 Modelagem Matematica dos Perfis Cinéticos

A descrigdo matematica das curvas cinéticas foi realizada pelo ajuste dos dados

experimentais a0 modelo monoexponencial (Equacado 4).

C=Cee™ (@

Onde: C ¢ a concentracdo no tempo #; Cyrepresenta a concentracao inicial e

k ¢ a constante cinética.

Com a finalidade de elucidar o mecanismo de liberagdo do farmaco a partir dos

sistemas em estudo, foi aplicado o modelo da Lei da Poténcia (Equacdo 5). Este modelo

relaciona a liberacéo do farmaco com o tempo através da seguinte equacéo:
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f,=a.t’ (5)

Onde: a ¢ uma constante que incorpora caracteristicas estruturais ¢ geométricas da
formulagdo; n é o expoente de liberagdo, indicativo do mecanismo de libera¢ao do farmaco; e
a fun¢do de ¢ € aliberagdo fracional do farmaco (SIEPMANN e PEPPAS, 2001).

O valor de n foi utilizado para caracterizar o mecanismo de liberagao, conforme a

Tabela 2.

Tabela 2 — Mecanismos de liberacdo de farmacos a partir de sistemas poliméricos de
diferentes geometrias.

Expoente de liberacao (n) Mecanismo de liberagao do farmaco
Filmes Cilindros Esferas
0,5 0,45 0,43 Difusdo Fickiana
0,5<n<1,0 | 0,45<n<0,89 | 043<n<0,85 Transporte andmalo
1,0 > 0,89 > (0,85 Transporte caso II
>1,0 Transporte Super-caso 11

A modelagem dos perfis cinéticos obtidos foi realizada através do programa
Micromath Scientist”, a partir do qual foram considerados o coeficiente de correlacio ¢ a
andlise visual do grafico como pardmetros para indicadores de bom ajuste ao modelo

matematico.

4.2.7 Estudo de fotoestabilidade do cetoprofeno nas suspensdes

A fotodegradacao do cetoprofeno foi avaliada usando uma lampada artificial UVC.
Para a condugio do estudo, uma dispersdo de tensoativos ou suspensdo de nanocapsulas NC*-
TCM e NC*-ORM (200 pL em cubeta de quartzo de 10 cm), foram expostas a radiagio UVC
por 6 horas a uma distancia fixa de 10 cm (n=3). Apos a exposicao durante 6 horas, foram
retiradas aliquotas de 90 puL de cada amostra, as quais foram diluidas em metanol (q.s.p. 10
mL em baldo volumétrico) para analise por CLAE. O mesmo procedimento também foi
realizado para as amostras protegidas da luz, a fim de refutar a hipotese de degradacao

térmica.
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4.2.8 Avaliagéo in vitro da citotoxicidade

Os estudos de citotoxicidade foram realizados em linhagem celular de fibroblastos
3T3 proveniente da ATCC. As culturas celulares foram mantidas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal e mantidas em estufa imida a 37°C com 5% de
CO,. Apos chegar a 90% de confluéncia (1 milhdo de celulas/frasco), as células foram
tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e distribuidas em placas de 96 pocos de fundo
redondo. As placas foram mantidas em estufa imida a 37°C com 5% de CO; e posteriormente
tratadas com cetoprofeno livre ou formulacées de nanocépsulas (NC2-TCM e NC*-ORM) nas
concentragfes 1, 10, 50 e 100 uM. Células tratadas com DMSO ou nanocépsulas brancas
NC?B-TCM e NC’B-ORM foram usadas como controles.

Apds 24 e 48 horas de tratamento, a viabilidade celular foi determinada pelo método
do MTT, que avalia a funcionalidade mitocondrial. Este método € baseado na capacidade que
células viaveis possuem em reduzir o MTT e formar a partir deste o formazan, um produto de
coloracdo azul. Uma solucdo de MTT (solucdo-estoque estéril de 5 mg/mL) foi adicionada ao
meio de incubacdo contido nos pogos a uma concentracdo final de 0,5 mg/mL. As células
permaneceram por mais 60 minutos em estufa imida a 37°C com 5% de CO,_ Na sequéncia, 0
meio foi removido e as placas foram submetidas a agitacdo com DMSO por 30 minutos. A
densidade Optica de cada poco foi medida em 492 nm. As absorbancias observadas foram
usadas para o célculo do percentual de viabilidade celular tendo como referéncia a

absorbancia do meio com DMSO somente.

4.3 Analise Estatistica dos Resultados

A metodologia estatistica dos dados incluiu analise descritiva de variaveis como a média,
desvio padréo relativo, estudos de correlacdo, regressdo linear simples, analise de variancia

(ANOVA) e teste de Tukey, considerando-se niveis de significancia de 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validagdo do método analitico por CLAE

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confidveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser validado. A validagdo de um método é um
processo continuo que comega no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de
todo o seu desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004). O processo de validagédo
deve garantir que o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, garantindo a
confiabilidade dos resultados (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

A validagdo do método para o doseamento do cetoprofeno a partir das formulagoes
nanoestruturadas foi realizada através da avaliacdo dos seguintes parametros analiticos:
especificidade, linearidade, repetibilidade, precisdo intermediaria, exatiddo, limites de
deteccdo e de quantificacao.

A especificidade é o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um método
instrumental de separacdo e pode ser definida pela capacidade que o método possui de medir
exatamente a substancia de interesse em uma amostra complexa, ou seja, na presenca de
outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da prépria
matriz (CASSIANO et al., 2009). Uma maneira de se obter a especificidade do método
cromatografico € através da avaliacdo com detectores modernos, como por exemplo, o
detector de arranjo de fotodiodos, ferramenta util para verificar a pureza dos picos
cromatograficos, demonstrando que o pico € atribuido a um s6é componente (RUELA et al.,
2009). Os cromatogramas apresentados na Figura 5 mostram a especificidade do método,
através da comparacdo de formulacbes isentas do farmaco (brancas) com formulacdes
contendo cetoprofeno encapsulado. Pode-se observar que ndo ha interferéncia dos

componentes da formulagao no pico do farmaco.
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Figura 5 — Cromatogramas das nanocapsulas brancas (a) e nanocapsulas contendo cetoprofeno (b).

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito de interesse, dentro de um determinado intervalo
(BRASIL, 2003). A relacdo matematica entre o sinal medido (area do pico) e a concentracao
da substéncia de interesse pode ser expressa através de uma curva analitica.

A média das nove curvas analiticas do cetoprofeno em metanol, na faixa de
concentracdo de 3 a 15 pg/mL, pode ser visualizada na Figura 6. Os coeficientes de
correlagéo (r) das curvas intra- e inter-dias apresentaram valores acima de 0,99, de acordo
com o que é preconizado pela ANVISA (BRASIL, 2003).
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Figura 6 — Meédia das nove curvas analiticas do cetoprofeno em metanol.

A exatiddo representa a proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico em
estudo em relacdo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003). Entre os processos mais utilizados
para avaliar a exatiddo de um método analitico estdo os ensaios de recuperacdo. Tal ensaio
pode ser conduzido pela adicdo de concentracGes conhecidas da substancia ativa a uma
mistura dos componentes da formulacao (método do placebo contaminado).

Para a determinacdo deste parametro foram preparadas amostras de NC brancas
acrescidas de uma solucdo de cetoprofeno nas concentracfes de 7,0, 10,0 e 13,0 pg/mL. O
percentual de recuperacdo para todas as amostras foi préximo de 100% (Tabela 3), de acordo
com o que é estipulado pela ANVISA (BRASIL, 2003).

Tabela 3 — Avaliacdo da exatiddo do método analitico de doseamento do cetoprofeno.

Niveis Concentracédo Concentracdo média a
- Recuperagdo média
de adicionada recuperada (%)
concentragdo (ng/mL) (ng/mL)
Baixa 7,00 6,78 £ 0,09 96,55 + 1,55
Média 10,00 9,93+0,28 98,76 * 3,95
Alta 13,00 13,20 £ 0,37 100,84 + 2,55

A precisdo em validacdo de métodos € considerada em trés niveis diferentes:
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade (BRASIL, 2003).

A repetibilidade é a concordancia dos resultados dentro de um curto periodo de tempo,
com o0 mesmo analista e instrumentacdo. Por sua vez, a precisdo intermediaria indica o efeito
de eventos aleatorios intra-laboratorio, tais como diferentes dias, diferentes analistas,

diferentes equipamentos ou uma combinacdo destes fatores, no desempenho do método
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analitico. Assim sendo, a precisao intermediaria pode fornecer de forma mais representativa, a
variabilidade dos resultados em um mesmo laboratério (RIBANI et al., 2004; CASSIANO et
al., 2009).

A determinacdo destes parametros foi realizada mediante a andlise de seis amostras
diferentes, porém de mesma concentracdo (9 pug/mL), sob condigdes operacionais idénticas,
no mesmo dia (repetibilidade) e em trés dias consecutivos (precisdo intermediéria). Os

resultados podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4 — Avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermediéria do método analitico por
CLAE para quantificacdo do cetoprofeno em nanocapsulas.

Concentracdo tedrica Concentragdo experimental

(ug/mL) (Hg/mL) PPR (6)
Dia 1 (n=6) 9,00 8,58 + 0,16 2,05
Dia 2 (n=6) 9,00 8,36+ 0,18 2,66
Dia 3 (n=6) 9,00 8,73+0,16 1,94
Inter-dias 9,00 8,56 + 0,19 1,63

Os resultados referentes aos ensaios de exatidao, repetibilidade, precisdo intermediaria
e linearidade apresentaram-se adequados, com valores de desvio padréo relativo abaixo de
3%, permitindo considerar validada a metodologia para a quantificacdo do cetoprofeno na
faixa de concentracdo de 3,0 a 15,0 pg/mL.

Os termos limite de quantificacdo e de detec¢do s@o utilizados para demonstrar a
habilidade do método em quantificar/detectar baixas concentragdes de um analito. O limite de
quantificacdo refere-se a menor quantidade do analito presente em uma amostra, que pode ser
detectado sob as condi¢des experimentais estabelecidas. Ja o limite de deteccdo é dito como a
menor concentracdo do analito que pode ser detectada em uma amostra, porém sem ser
quantificada (BRASIL, 2003).

A menor concentracdo de cetoprofeno, detectada e quantificada com precisdo e
exatidao aceitaveis, foi 0,29 pug/mL e 0,89 pg/mL, respectivamente. Estes resultados indicam
a sensibilidade do método para a quantificacdo do farmaco nas nanocapsulas e nos ensaios de

liberacdo.
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5.2 Dissolugdo/Inchamento dos filmes poliméricos

Filmes de Eudragit S100® foram colocados em contato com os dois tipos de 6leos
empregados no preparo das formulages com o intuito de verificar uma possivel interacéo
destes com o material usado como revestimento polimérico das nanocépsulas. A massa inicial
do polimero em contato com o TCM e o ORM foi de 19,0 £ 3,5 mg e 33,1 £ 1,0 mg,
respectivamente. Apds 60 dias em contato com os diferentes tipos de 6leo, os filmes de
Eudragit S100® sofreram pequenas variacdes em seu peso, apresentando uma massa de 18,0 +
4,4 mg para os filmes em contato com TCM (Figura 7a) e 31,4 £ 1,4 mg para aqueles em
contato com 0 ORM (Figura 7b). A analise estatistica indicou que as diferencas observadas
ndo foram significativas (p < 0,05), sugerindo a viabilidade de emprego do TCM ou ORM na

formulacdo de nanocapsulas de Eudragit S100°®.
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Figura 7 — Representacdo gréfica do inchamento/dissolucdo dos filmes de Eudragit S100®
(n=3) em contato com TCM (a) e contato com o 6leo de rosa mosqueta (b).
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Este resultado corrobora o estudo de Schaffazick e colaboradores (2002) que
verificaram, através de ensaios de dissolugdo/inchamento de filmes de Eudragir S90®, que
este ndo sofre alteracdo de massa quando em contato com Miglyol® 810 (triglicerideos de
cadeia média). Sendo assim, nanocapsulas de Eudragit S90®/Miglyol® 810, puderam ser

adequadamente formadas, sem prejuizo a sua estrutura parede-nucleo.

5.3 Caracterizagao fisico-quimica

Apbs a preparacdo, todas as suspensdes de nanocapsulas apresentaram-se
macroscopicamente homogéneas e com aspecto leitoso. Observou-se também o efeito
Tyndall, ou seja, um reflexo azulado resultante do movimento browniano das particulas em
suspensdo. A Tabela 5 relaciona as caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de

nanocapsulas preparadas.

Tabela 5 — Caracteristicas fisico-quimicas das suspensfes de nanocapsulas (n=3).

. Teor de Tamanho de . . Potencial
Formulagcdo  r4rmaco pH Particula  Polidispersao Zeta
(mg/mL) (nm) (mV)

NC-TCM  0,97#0,01  4,3+0,2 196+11 0,18+0,04 -12,1+1,6
NC?-TCM  0,99+0,03  4,240,3 19349 0,19+0,01 -8,7+1,5
NC'-ORM 0,99+0,02 4,1%0,2 188+26 0,26+0,08 -11,2+0,9
NC>ORM  1,00£0,02 4,2+0,02 186+14 0,19+0,03 -12,9+2,6

NCBLTCM - 5,4+0,05 186+9 0,19+0,03  -21,8+4,0
NCB.TCM - 4,7+0,05 180+13 0,13+0,03  -18,4+4,7
NCB-ORM - 5,2+0,05 197+18 0,26+0,04 -15,3+1,6
NC®2-ORM - 4,440,2 173+4 0,13+0,02 -21,240,3

O teor de farmaco nas formulagBes foi muito préximo a concentracdo tedrica (1,0
mg/mL), indicando auséncia de perda ou degradacdo do farmaco durante o processo de
preparacdo. Assim como em outros estudos envolvendo a associacdo de AINES a
nanoparticulas poliméricas, a taxa de associa¢do do cetoprofeno as nanocépsulas foi superior
a 90%, resultado este, devido a elevada solubilidade do farmaco no nucleo oleoso das
nanocapsulas (WEISS, 2001; CRUZ, 2005; DOMINGUES, 2006).
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A polidispersao foi inferior a 0,2 para a maioria das formulagdes, indicando uma
distribuicdo estreita de tamanho (Figura 8). O tamanho de particula nas formulacdes
encontrou-se na faixa de 173 a 197 nm. Tais resultados sdo compativeis com outros sistemas
coloidais preparados pelo método de deposicdo interfacial de polimeros pré-formados
(MULLER, 2003; GUTERRES et al., 2007; MORA-HUERTAS et al., 2010). Com relagdo a
influéncia da composicdo das formulagGes no didmetro médio das particulas, ndo foram

observadas diferencas significativas (p < 0,05).
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Valores de pH ligeiramente menores foram encontrados para as nanocapsulas
contendo cetoprofeno, quando comparados com as formulagBes isentas do farmaco. Os
menores valores de pH para as nanocapsulas contendo o farmaco devem-se, provavelmente, a
natureza 4cida do cetoprofeno (pKa 4,76).

Com relagdo ao potencial zeta, todas as formulagdes apresentaram valores negativos,
resultado compativel com a natureza do polimero empregado (Figura 9). Observou-se valores

menores de potencial zeta (em modulo) para as nanocapsulas contendo cetoprofeno.
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5.4 Estudos de liberagdo in vitro

Os ensaios de liberacdo revelaram um perfil semelhante para todas as formulacdes de
nanocépsulas, independente do 6leo utilizado (Figura 10). Constatou-se que aproximadamente
100% do farmaco foi liberado das nanocépsulas em 4 horas de experimento. Por outro lado, as

solugdes metanolicas de cetoprofeno, liberaram a totalidade do farmaco em aproximadamente
2 horas de ensaio.
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Figura 10 — Perfis de liberacdo do cetoprofeno em solucdo metandlica e nas suspensdes de
nanocapsulas (n=3).

A descricdo matematica dos perfis cinéticos foi realizada pelo ajuste dos pontos
experimentais aos modelos monoexponencial (Equacdo 4) e Korsmeyer-Peppas (Equacédo 5),
a fim de entender o mecanismo de liberacdo do farmaco a partir das nanocapsulas. Para a
escolha do modelo matematico que melhor se ajusta aos pontos experimentais foram
observados os melhores ajustes graficos, bem como os maiores coeficientes de correlacdo e
valores de critério de selecdo do modelo (MSC) obtidos.
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Tabela 6 — Parametros da modelagem matematica.

NC:-TCM NC>-TCM NC!-ORM NC?*-ORM
Primeira ordem

r 0,9827+0,0135 0,9973+0,0007 0,9991+0,0006 0,9838+0,0063
k (h™ 0,0292+0,0049 0,0263+0,0024 0,0266+0,0018 0,0272+0,0016
Korsmeyer-Peppas

r 0,9209+0,0268 0,9514+0,0111 0,9374+0,0086 0,9685+0,0045
a 0,2429+0,0620 0,2340+0,0509 0,2133+0,0232 0,2109+0,0029
n 0,2755+0,0448 0,2796+0,0359 0,2981+0,0202 0,2972+0,0016

De acordo com os coeficientes de correlagdo mostrados na Tabela 6 todas as
formulagBes apresentaram um bom ajuste a equacdo que descreve uma cinética de primeira
ordem, visto que os coeficientes de correlagdo foram proximos de 0,99. Neste caso, a
liberacdo depende apenas da concentracdo do farmaco, sem efeito burst (liberacdo abrupta), o
que indica que o farmaco esta confinado no nucleo oleoso das nanocéapsulas. Em relacdo ao
mecanismo de liberacdo do farmaco, o expoente n obtido indica que a liberagdo do
cetoprofeno é ocasionada por difusdo deste a partir das nanoestruturas, pois os valores foram

inferiores a 0,43 em todos 0s casos.

5.5 Estudo de Fotoestabilidade

Com o objetivo de avaliar a influéncia do componente oleoso frente a fotodegradacéo
do cetoprofeno, as amostras foram expostas a radiacdo UVC. As formulagdes selecionadas
para este ensaio foram as seguintes: nanocapsulas preparadas utilizando Span 80®, alternando-
se o tipo de Oleo utilizado (TCM ou ORM). A selecdo destas formulacGes para a realizacdo do
estudo de estabilidade foi motivada pelos resultados do experimento de liberacdo, ja que o
tipo de tensoativo ndo influenciou o perfil de liberacdo do cetoprofeno a partir das
nanocapsulas. Além disso, segundo a literatura (JAGER et al., 2009), nanocapsulas
preparadas com monoestearato de sorbitano (Span 60) sdo consideradas de nucleo lipidico,
pois este é sdlido a temperatura ambiente, ao contrario do monooleato de sorbitano (Span 80).
Cada formulacao foi comparada ao seu respectivo controle-escuro, a fim de refutar quaisquer
variagbes no método, tal como oscilagdes de temperatura no interior da camara de

fotoestabilidade. Para fins comparativos, também foram preparadas nanodispersdes do
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farmaco na mesma concentracdo (1,0 mg/mL). Apds 6h de exposi¢do a radiacdo UVC, o teor
remanescente de cetoprofeno na NC-TCM e NC-ORM foi de 57% e 63% (Figura 11),
respectivamente; enquanto que na nanodispersdo apenas 29% do farmaco manteve-se intacto.
A maior protecdo ao farmaco, conferida pelas nanocapsulas contendo 6éleo de rosa mosqueta
como nucleo, pode ser justificada pelo alto poder antioxidante deste 6leo, o qual € rico em
acidos graxos insaturados, como os acidos oléico, linoléico e linolénico. Franco e
colaboradores (2007) evidenciaram o poder antioxidante da planta, obtendo uma inibicdo de

80% do radical DPPH para o extrato etanolico.
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Figura 11 — Fotodegradacdo do cetoprofeno associado a nanodispersdo (ND) e as formulacGes
de nanocépsulas (NC2-TCM e NC2-ORM).

5.6 Avaliacéo in vitro da citotoxicidade

O teste de citotoxicidade in vitro permitiu observar a sobrevivéncia de celulas
fibroblasticas da linhagem 3T3 frente a quatro concentracdes de cetoprofeno (1, 10, 50 e 100
uM) e avaliando-se dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas. As absorbancias observadas
para 0 meio celular na presenca de DMSO (controle) foram usadas como referéncia para o
calculo do percentual de viabilidade celular. Os resultados podem ser visualizados nas figuras
12a e 12b.
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Figura 12 — Graficos demonstrativos da viabilidade celular ap6s 24 h (a) e 48 h (b) de
exposicao.

Apds 24 horas, a viabilidade celular foi acima de 80% para todos os grupos testados.
Entretanto, com o aumento do tempo de exposicao para 48 horas, foi observada uma reducédo
da viabilidade celular em todos os casos. Para as concentragdes mais elevadas de cetoprofeno,
ou seja, 50 e 100 uM, esta reducdo foi mais expressiva. Por exemplo, enquanto que 88% das
células foram viaveis frente as nanocapsulas de dleo de rosa mosqueta na concentracdo de 100
uM de cetoprofeno apos 24 horas, as mesmas celulas mostraram viabilidade de 48% apés 48
horas nas mesmas condigdes experimentais.

Comparando-se o cetoprofeno livre com o nanoencapsulado pode-se observar que a

viabilidade celular foi superior para as formulac@es de nanocédpsulas no tempo de 24 horas,
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exceto para NC:-ORM e NC?TCM na concentragdo de 100 pM, pois o percentual de
viabilidade celular foi 0 mesmo. Ainda, para a formulacido NC?-ORM nas concentracdes de 1
e 50 uM os percentuais foram levemente inferiores aos correspondentes ao farmaco livre. Em
48 horas de experimento, a mesma comparacao resultou na observagdo contraria, ou seja, as
células tratadas com nanocépsulas apresentaram uma viabilidade inferior ao farmaco livre em
todas as situacdes. Neste caso, 0s demais componentes da formulacdo poderiam também ser
0s responsaveis pela queda na viabilidade celular, visto que as formulacdes brancas também
apresentaram reducgéo neste parametro.

Campos e colaboradores (2012) também realizaram um estudo de citotoxicidade com
células fibroblasticas 3T3, porém avaliaram nanoesferas de PCL contendo o anestésico
lidocaina. Observou-se uma maior viabilidade celular (cerca de trés vezes maior) para oS
fibroblastos expostos as formulagfes nanoestruturadas, quando comparados ao farmaco livre
na mesma concentracdo (0,5% de lidocaina), evidenciando o efeito protetor conferido pelo

encapsulamento do farmaco.
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6 CONCLUSOES

a) a validacdo da metodologia analitica por CLAE para a quantificacdo do
cetoprofeno nas nanocépsulas poliméricas, provou ser especifica, linear,
precisa e exata, podendo ser aplicada para a determinacdo do teor do
cetoprofeno em nanocapsulas poliméricas;

b) o método de precipitacdo do polimero pré-formado foi adequado para preparar
nanocapsulas poliméricas com o Eudragit S100® contendo cetoprofeno;

c) todas as suspensbes de nanocapsulas desenvolvidas neste trabalho
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas e compativeis com
outros sistemas nanoestruturados relatados na literatura;

d) o estudo de liberacdo in vitro demonstrou que as nanocéapsulas de Eudragit
S100°, preparadas com os diferentes tipos de 6leo, foram capazes de liberar o
farmaco no meio intestinal simulado através de difuséo, descrevendo uma
cinética de primeira ordem;

e) as nanocapsulas poliméricas foram capazes de aumentar a fotoestabilidade do
cetoprofeno, sendo que a protecdo conferida foi maior para as formulacdes
preparadas com 6leo de rosa mosqueta;

f) a avaliacdo da citotoxicidade in vitro em células 3T3 demonstrou que as
formulacdes de nanocapsulas (NC'-ORM e NC'-TCM) apresentaram
viabilidade celular superior no tempo de 24 horas, quando comparadas ao
cetoprofeno livre;

g) ainda sobre a citotoxicidade, constatou-se, pelos resultados obtidos no tempo
de 48h, uma reducdo mais expressiva da viabilidade celular, no entanto, esta

foi equivalente a do grupo controle.
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