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RESUMO

O ibuprofeno (IBU), antiinflamatério ndo esteroidal (AINE), possui acdo analgésica,
antipirética e antiinflamatéria. E indicado clinicamente para alivio sintomatico de cefaleias,
mialgias e no tratamento de doencas cronico-degenerativas como osteoartrite e artrite
reumatéide. E fato conhecido na literatura que o IBU apresenta um tempo de meia vida
relativamente curto e baixa solubilidade em agua. Além disso, o tratamento com IBU pode
resultar em elevados niveis de toxicidade gastrointestinal. Para contornar tais limitagdes, uma
alternativa seria a encapsulacdo do IBU em sistema de liberagdo, como as nanoparticulas
lipidicas so6lidas (NLS). Nos ultimos tempos as NLS vém sendo desenvolvidas como
transportadores de farmacos lipofilicos, a fim de se obter uma liberagdo controlada e
direcionada do farmaco com reduzido efeito colateral, aumentando, portanto, a eficacia do
tratamento. Assim, o objetivo deste trabalho foi a obtencdo e caracterizagdo de NLS contendo
IBU. As NLS foram preparadas pela técnica de sonicacdo na qual foi utilizado o
monoestearato de glicerila (GMS), fosfatidilcolina de soja hidrogenada (FSH) e poloxamer
188 (P-188) como excipientes para o desenvolvimento da formulacdo. As NLS sem e com
farmaco apresentaram diametro médio de particula em escala nanometrica, o diametro foi
maior conforme aumentou a concentragdo de farmaco no sistema. A caracterizacao
morfoldgica demonstrou formato irregular da NLS e conforme aumentou a concentracdo de
farmaco no sistema o formato se aproximou do esférico. As formulagdes apresentaram uma
alta eficiéncia de encapsulagdo. O estudo de estabilidade mostrou que as NLS contendo IBU
foram estaveis no periodo de 60 dias. A calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
demonstrou que o farmaco estd molecularmente disperso na matriz lipidica e a matriz se
encontra no estado sélido. A termogravimetria (TG) demonstrou que o IBU incorporado na
NLS tém uma maior estabilidade térmica em relagdo ao fa&rmaco puro. A liberagao do farmaco
foi controlada para todas as concentragdes e apresentaram perfil de liberagdo in vitro segundo
o modelo matematico de Korsmeyer-Peppas, sendo que o transporte de IBU através das NLS
ocorre por um processo de difusdo fickiana. Esta andlise juntamente com os resultados de
DSC e TG mostrou que conforme aumenta a concentragdo de farmaco na NLS maior ¢ a
interacdo do IBU com a matriz lipidica e mais lenta ¢ a liberacdo. Estes resultados

demonstrados fazem das NLS um promissor sistema de liberag¢ao de IBU.

Palavras chave: liberacao controlada, nanoparticula lipidica sélida, ibuprofeno.



ABSTRACT

The ibuprofen (IBU), a non-steroidal anti-inflammatory (NSAID), has analgesic,
antipyretic and anti-inflammatory action. It is clinically recommended for symptomatic relief
of headache, myalgia and of chronic degenerative diseases such as osteoarthritis and
rheumatoid arthritis. It is well known in the literature that the IBU has a short half-life, and is
a poorly water soluble drug. In addition, the treatment with IBU can result in high levels of
gastrointestinal toxicity. To work around these limitations, an alternative would be the
encapsulation of IBU in delivery systems, such as solid lipid nanoparticles (SLN). Currently
SLN have been developed as carriers for lipophilic drugs, in order to obtain a controlled
release and targeted drug with reduced side effects, thus having an increasing efficacy of the
treatment. The objective of this work was obtaining and characterization of SLN containing
IBU. The SLN were prepared by sonication technique, glyceryl monostearate (GMS),
hydrogenated soy phosphatidylcholine (FSH) and poloxamer 188 (P-188) were used as
excipients for the development of formulation. The SLN without and with drug showed mean
particle size in the nanometer range, the size was greater as increased the concentration of
drug in the system. Morphological characterization showed irregular shape of the SLN and
when increased as the concentration of drug in the system approached the spherical shape.
The formulations showed high encapsulation efficiency. Stability study showed that the SLN
containing IBU were stable over the period of 60 days. The differential scanning calorimetry
(DSC) showed that the drug is molecularly dispersed in the lipid matrix and the matrix is in
solid state. The thermogravimetric analyzer (TG) showed that the IBU incorporated in SLN
have a greater thermal stability compared to pure drug. The release of drug was controlled for
all concentrations and showed an in vitro release profile according to Korsmeyer-Peppas
mathematical model and the transport of IBU from the SLN occurs through a process of
diffusion fickiana. This analysis with the results of DSC and TG showed that with increasing
concentration of drug in the SLN is greater interaction of IBU with the lipid matrix and
slower is the release. These results demonstrated make the SLN a promising delivery system

to IBU.

Keywords: controlled release, solid lipid nanoparticles, ibuprofen.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, as nanoparticulas lipidicas so6lidas (NLS) vém sendo estudadas, como
sistemas de liberagao prolongada de fArmaco, pois apresentam inimeras vantagens, tais como,
protecao das substancias ativas contra degrada¢des quimicas, efeitos colaterais minimizados,
melhores propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas e permitem modular a
velocidade de liberagao do farmaco (SANTOS-MAGALHAES et al., 2000). As NLS retinem
as principais vantagens encontradas nos sistemas lipossomais ¢ nas micro e nanoparticulas
poliméricas (OLBRICH et al., 2001). Sao sistemas compostos por substancias
fisiologicamente bem toleradas possuindo baixa citotoxicidade, possibilitando a obtencao de
particulas nanométricas sem o uso de solventes organicos.

O ibuprofeno (IBU) ¢ um antiinflamatorio ndo esteroidal indicado clinicamente para o
alivio sintomatico de ceféleias, mialgias, osteoartrite, artrite reumatoide, febre associada com
inflamacdo, luxacdes, entre outros (COSTA et al., 2006). Estratégicas terapéuticas para as
doengas cronico-degenerativas, encontram obstaculos no tratamento com o ibuprofeno,
devido aos efeitos indesejaveis deste farmaco que causa irritagdo da mucosa gastrica podendo
levar a formagao de tlcera e apresenta meia vida relativamente curta o que faz com que tenha
que ser administrado varias vezes ao dia para a manutencao dos niveis terapéuticos (JONES et
al., 2008). Para superar estas limitagdes, os sistemas nanoestruturados de liberacdo de
farmacos tém sido aplicados para este fim.

A administragdo oral ¢ a via mais comumemente utilizada para administragdo de
farmacos devido a maior facilididade e adesdo do paciente ao tratamento. Segundo ROGER e
colaboradores (2010), a absorcdo oral ¢ limitada por varias barreiras fisiologicas, que
necessitam ser moduladas para alterar a biodisponibilidade de varios farmacos e o
direcionamento alvo no sitio de agdo. Com isto sistemas nanotransportadores de liberacdao
prolongada tém sido proposto para direcionar o fArmaco, minimizar os efeitos adversos e por
fim, para que o efeito terapéutico seja atingido de forma prolongada através da liberagdo

continua de fArmaco ap6s a sua administragao oral.
1.1 IBUPROFENO

O ibuprofeno (4cido 2-(4-isobutilfenil) propidonico) ¢ um antiinflamatoério nao esteroidal
(AINE) pertencente a classe do acido propidnico, que apresenta atividade antiinflamatoéria,

antipirética e analgésica (BERAJANO, 2006).
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Possui caracteristicas anfifilicas e ¢ utilizado para reduzir a dor, febre e inflamacao;
indicado principalmente no alivio dos sinais e sintomas da artrite reumatoide, osteoartrite e
reumatismo articular (COSTA et al., 2006).

O ibuprofeno apresenta-se como um pd branco ou como cristais incolores, com leve
odor caracteristico, sendo praticamente insoluvel em agua, mas solivel em solugdes aquosas
diluidas de hidréxidos alcalinos e de carbonatos, e em alguns solventes organicos como o
etanol, acetona, metanol e cloroférmio. Possui peso molecular de 206,28 ¢ pKa de 5,3.

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Figura 1. Estrutura quimica do ibuprofeno (CARVALHO et al., 2006)

CH3 /

1.1.1 Mecanismo de acio

Os AINEs sdo inibidores especificos da enzima ciclooxigenase (COX), que possui duas
formas ligeiramente diferentes, designadas COX-1 e COX-2. O ibuprofeno ¢ um inibidor nao
seletivo da COX-2, ou seja, inibe simultaneamente a COX-1 e a COX-2, que sdo enzimas
chave na producao de substincias pro-inflamatoria como as prostaglandinas, prostaciclina e
tromboxanos, na qual causam inflamacao e contribuem para a percep¢ao de dor pelo cérebro
(OSSWALD e GUIMARAES, 2001).

O ibuprofeno liga-se no sitio ativo destas enzimas impedindo a ligagdo do &cido
araquidonico, uma substancia formada a partir de lipidios presentes na membrana celular pela
acao da fosfolipase A2, de formar as prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos inibindo o
proceso de inflamacao e dor (NEWA et al., 2008).

A administragdo oral do ibuprofeno, como a dos demais AINEs, pode levar a erosdes
gastricas, ulceras, sangramentos € morte por hemorragia gastrintestinal. Pelo fato que as
prostaglandinas tém efeito citoprotetor € com sua inibicdo ha uma diminui¢ao da protecdo
gastrointestinal. Os AINEs também interferem em algumas func¢des da coagulagdo sanguinea

(BEJARANO, 2006).
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1.2 NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS (NLS)

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) sdo sistemas de liberacdo de farmacos,
compostos, como o proprio nome diz, por particulas com tamanho nanométrico entre 50 e
1000 nm, cuja matriz ¢ formada por lipidios que na temperatura corpoérea encontram-se no
estado so6lido. As NLS podem ser utilizadas como sistemas transportadores de farmacos
hidrofébicos e hidrofilicos, possuindo limitada capacidade de carga para farmacos
hidrossoluveis (FRICKER et al., 2010; VIGHI et al., 2010).

Normalmente as NLS sdo compostas por lipidios (&cidos graxos, ésteres graxos,
glicerideos e ceras biodegradaveis), tensoativos (anfoteros, ndo-ionicos) e farmaco, podendo
também ser adicionado um co-tensoativo a formulagio (MUHLEN; SCHAWRZ;
MEHNERT, 1998). A fase externa da NLS ¢ composta pelo tensoativo, agua e co-tensoativo
e a fase interna pela matriz lipidica na qual o farmaco encontra-se disperso (MANJUNATH;
REDDY; VENKATESWARLU, 2005).

O crescimento continuo na drea de medicamentos tem buscado o desenvolvimento de
novos sistemas, a descoberta das NLS tem sido objeto de pesquisa como um sistema de
liberagdo controlada de farmacos administrados por diferentes vias, como oral, parenteral,
topica, retal, nasal entre outras. Este novo sistema oferece inimeras vantagens quando
comparados com as formas farmacéuticas convencionais. (MEHNERT e MADER, 2001;
WONG et al., 2007).

As NLS tém como vantagens a possibilidade de controle de liberacao de farmaco, o
direcionamento do fiarmaco para alvos especificos (“drug targeting”), o aumento da
estabilidade dos farmacos encapsulados, a atoxicidade de seus componentes; uso de materiais
biodegradaveis em sua produgdo, a incorporacao de farmacos labeis e sensiveis a degradagao
e coalescéncia; a ndo utilizacao de solventes organicos em sua producdo além da facilidade de
producdo em larga escala industrial e de esterilizagdo (MAIA; SCHAFER-KORTING;
MEHNERT, 2000; LIPPACHER; MULLER; MADER, 2001; MEHNERT ¢ MADER, 2001;
NICOLI et al., 2001).

1.2.1 Métodos de desenvolvimento das NLS
As nanoparticulas podem ser obtidas por diversas técnicas, que por sua vez podem
interferir nas caracteristicas da particula. A seguir sera descrito os principais métodos

descritos na literatura de obtencao das NLS.
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Microemulséo

O método de microemulsdo inicia-se fundindo o lipidio a uma temperatura de 5 a 10°C
acima de seu ponto de fusdo, e posteriormente a fase aquosa, contendo tensoativo e co-
tensoativo aquecidos a mesma temperatura, ¢ vertida sobre a fase oleosa formando uma
microemulsdo, que por sua vez ¢ dispersada na agua gelada (2 a 3°C) sob agitacdo vigorosa. O
excesso de agua ¢ removido pela técnica de ultrafiltragdo ou liofilizacdo. Este método foi
desenvolvido e introduzido por GASCO (1993), tem a finalidade de encapsular farmacos
lipofilicos. Para encapsular farmacos hidrofilicos ¢ necessario o desenvolvimento de uma
emulsdo inicial A/O/A ao invés de uma simples emulsdo O/A. A desvantagem deste método ¢
a dificuldade na remocao do excesso de agua e a utilizagdo de agentes tensoativos € co-
tensoativos em altas concentragdes (HOU et al., 2003; MULLER; MADER; GOHLA, 2000;
UNER, 2006).

Método de dupla emulsdo A/O/A

Este método consiste na solubilizagao de farmacos hidrofilicos para ser encapsulado
na fase aquosa interna da dupla emulsdo A/O/A, com um estabilizador capaz de prevenir
menos farmaco na fase externa durante a evaporagao do solvente. Primeiramente uma solugao
contendo alta concentragdo de farmaco ¢ dispersa na fase oleosa contendo o lipidio e
tensoativo, formando-se uma emulsdo O/A. Esta primeira emulsdo ¢ dispersa em uma solug¢ao
aquosa contendo outro tensoativo sob vigorosa agitacdo, formando-se uma emulsdao A/O/A.
Por fim, esta emulsdo a quente ¢ dispersa em agua gelada e agitada vigorosamente para a

obtencdo das NLS (MUHLEN; SCHAWRZ; MEHNERT, 1998; CORTESI et al., 2002).

Emulsificacdo e evaporacdo do solvente

Na técnica de emulsificagdo e evaporagdo o lipidio ¢ solubilizado em um solvente
organico imiscivel com a agua e ¢ incorporado o principio ativo, por dissolucdo ou por
dispersdo. A fase organica ¢ entdo emulsificada numa fase aquosa, que contém um tensoativo
do tipo O/A. A evaporacdo do solvente da fase organica ¢ realizada sob baixa pressao
formando assim as NLS através da precipitagdo do lipidio no meio aquoso. E uma técnica
bastante utilizada para a incorporacdo de fairmacos termoldabeis, pois ndo ha necessidade de
aplicacdo de calor durante o processo de obtengdo das nanoparticulas, porém tem a

desvantagem da presenca residual de solvente organico na dispersdo final e presenca de
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microparticulas lipidicas na formulagdo (MEHNERT e MADER, 2001; WISSING;
KAYSERB; MULLER, 2004).

Difuséo de solvente

De maneira geral nesta técnica utiliza-se solvente organico parcialmente miscivel com
a agua. Inicialmente os solventes sdo saturados pela agua com a finalidade de obter um
equilibrio termodindmico entre os liquidos, logo entdo o lipidio ¢ dissolvido nesta solu¢do que
¢ subseqliente dispersa e emulsificada em uma solu¢do aquosa saturada de tensoativo em
temperatura acima do ponto de fusdo do lipidio. A obten¢ao da dispersao de NLS ocorre apos
a evaporagao do solvente organico em baixa pressao (MENDOZA et al., 2009). Este método
¢ simples e fornece tamanho de particula cerca de 100 nm com distribuigdo estreita do
tamanho de particula, porém pode apresentar residuo de solvente organico no produto final e

dificuldade de escalonamento (HU; JIANG; DU, 2005; HU et al., 2006).

Homogeneizagdo a quente empregando alto cisalhamento e/ou ultrasonicacéo

Para a técnica de homogeneizagdo a quente empregando alto cisalhamento e/ou
ultrassonicagdo, a fase oleosa ¢ aquecida a uma temperatura de 5 a 10°C acima do ponto de
fusdo do lipidio. A fase aquosa ¢ aquecida a mesma temperatura e vertida sobre a fase oleosa
sob agita¢do e submetida ao homogeneizador de alto cisalhamento como o Ultra-turrax e/ou
sonicador. A emulsdo obtida ¢ resfriada em temperatura ambiente. A grande vantagem desta
técnica ¢ o fato que o equipamento ¢ comum em todos os laboratorios e o preparo ¢ de facil
manuseio, sendo uma técnica altamente difundida, além de ndo requerer utilizagdo de
solventes organicos, grande quantidade de surfactante ou aditivos. A qualidade da dispersao
das nanoparticulas produzidas por esta técnica ¢ muitas vezes afetada pela presenga de
microparticulas levando a uma instabilidade fisica durante o armazenamento. (MEHNERT e
MADER, 2001; UNER, 2006; MENDOZA et al., 2009). Outra desvantagem é que a
concentracao lipidica € baixa (<1%) e a concentracao do surfactante ¢ comparativamente alta.
A contaminacdo de metal € outro importante problema da técnica de ultrasonicagdo

(WISSING; KAYSER; MULLER, 2004).

Homogeneizagéo por alta Presséao
Esta técnica pode desenvolver nanoparticulas a elevadas temperaturas

(homogeneizacao a quente) ou a baixas temperaturas (homogeneizagdo a frio). Para ambas as
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técnicas, o farmaco ¢ dissolvido ou solubilizado no lipidio fundido a uma temperatura de 5 a
10°C, acima do seu ponto de fusao.

Na homogeneizagdo a quente, o farmaco ¢ disperso ou dissolvido no lipidio so6lido
fundido e a mistura ¢ dispersa em uma solucdo aquosa de tensoativo mantida na mesma
temperatura e agitada a alta velocidade, formando uma pré-emulsdo O/A. A pré emulsdo ¢
passada através do homogeneizador de alta pressdo por uma pressdao de 100 a 1500 bar, e
normalmente um ou trés ciclos sdo suficientes para obtencdo da nanoemulsao O/A quente. A
solidificacdo da nanoemulsao por resfriamento em temperatura ambiente leva a formagao das
NLS. Esta técnica pode ser utilizada para encapsulagdo de farmacos lipofilicos.
(SIEKMANN e WESTERSEN, 1992; UNER, 2006).

Na homogeneizagdo a frio, o firmaco ¢ disperso ou dissolvido no lipidio fundido, o
tensoativo pode ser utilizado para melhorar a solubilizacdo. Em seguida a mistura ¢
solidificada por gelo seco ou nitrogénio liquido que facilita o processo de moagem para a
obtencdo de microparticulas de tamanho de aproximadamente 50 a 100 um. As
microparticulas sdo dispersas em uma solugdo aquosa de tensoativos e emulsionadas sob
agitacdo para a obtencdo da pré-emulsdo. Por fim a pré-emulsdo ¢ passada pelo
homogeneizador de alta pressdo em temperatura proxima a 0°C ou em temperatura ambiente
para obtenc¢do das nanoparticulas. Esta ¢ uma técnica utilizada para encapsulacdo de farmacos

hidrofilicos (MEHNERT e MADER, 2001; LANDER et al., 2000).

1.2.2 Tipos de NLS

Existem trés tipos de mecanismo de incorporagdo do farmaco nas nanoparticulas. A
Figura 2 representa trés modelos: matriz homogénea (modelo 1), na qual o firmaco estd
molecularmente disperso na matriz, capsula rica em farmaco (modelo 2) e nucleo rico em

farmaco (modelo 3).

Figura 2. Trés modelos de incorpora¢io de firmaco nas NLS (MULLER; MADER,;
GOHLA, 2000)

cédpsula rica em farmaco capsula de lipidio

cdo s6lida

ssam

niclieo de:Hpidio: nucleo rico em farmaco
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O primeiro mecanismo de incorporagdo de farmaco nas NLS ocorre quando as particulas
sdo produzidas pela técnica de homogeneizagdo a frio formando uma solugdo de sélido, ou
seja, o farmaco esta molecularmente disperso na matriz lipidica (Modelo 1), ndo se utiliza
tensoativo que solubiliza o farmaco na formulacdo. Os outros modelos sdo obtidos pela
técnica de homogeneizacao a quente.

O modelo 2 representa a capsula rica em fairmaco que ¢é caracterizada por uma camada
externa rica em farmaco e a camada interna ¢ de lipidio. Este modelo pode ocorrer devido a
solubilidade do farmaco na mistura de tensoativo e dgua da fase aquosa quando o sistema
encontra-se em temperaturas elevadas no processo de desenvolvimento das NLS, assim, parte
do farmaco deixa a matriz lipidica e solubiliza na fase aquosa. Normalmente a matriz lipidica
cristaliza-se antes do fArmaco devido ao seu maior ponto de cristalizagdo, com isto o fArmaco
ao invés de distribuir-se no interior da matriz lipidica, distribui-se na superficie. O mecanismo
reverso acontece para o terceiro modelo em que o farmaco ¢ precipitado antes da cristaliza¢ao
do lipidio. Isto ocorre porque a concentragao do farmaco esta préxima da sua concentragdo de
saturagdo no lipideo fundido e o resfriamento da nanoemulsao O/A leva a uma supersaturagao
do farmaco no lipidio e subseqiientemente a cristalizagdo do farmaco acontece primeiro que a
recristalizacdo do lipidio, formando assim um sistema reservatorio com nucleo rico em
farmaco (FRICKER et al., 2010; MEHNERT e MADER, 2001; MENDOZA et al., 2009).

O perfil de liberagao do farmaco depende do método de produg¢do da nanoparticula
lipidica solida, da composigao da formulagdo e concentragdo do tensoativo, da propriedade de
solubilizagdo do tensoativo para incorporar o farmaco e da solubilizagdo do firmaco na matriz
lipidica. Dependendo da estrutura da matriz, o perfil de liberacao pode variar de muito rapido,
médio ou extremamente prolongado (SOUTO e MULLER, 2008). O modelo 2 (capsula rica
em farmaco) pode promover um “efeito burst”, ou seja uma liberacdo imediata do fdrmaco,
enquanto que a liberagdo prolongada ocorre quando o farmaco esta localizado no nucleo da
nanoparticula (modelo 3). Para o sistema reservatorio composto pela mistura farmaco e
lipidio a liberagdao pode apresentar dois perfis de liberacao: liberagdo imediata e prolongada.
(KUCHLER et al., 2010; WONG et al., 2007).

A liberacdo do farmaco nas nanoparticulas geralmente ocorre por dois mecanismos: o
primeiro acontece por um processo de difusao do farmaco através da matriz lipidica, na qual a
agua difunde-se para a matriz e o fArmaco dissolve-se e difunde-se para o exterior da matriz.

O segundo mecanismo ocorre pela erosdo gradual e continua da superficie do sistema por
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lipélise enzimatica, pela degradagdo do lipidio, por hidrolise ou solubilizagdo por ionizacao

(MENDOZA et al., 2009).

1.2.3 Excipientes utilizados para a obtencao das NLS

As NLS geralmente sdo compostas por lipidios, tensoativos e firmaco. Neste estudo para
obtenc¢do das NLS foi utilizado os seguintes componentes:

O monoestearato de glicerila (GMS) é conhecido pelo nome comercial de Imwitor™ 900
¢ um monogliceridio ndo-idnico de caracteristica lipofilica que apresenta um equilibrio
hidréfilo-lipéfico (EHL) igual a 3,8. O GMS ¢ utilizado como agente emulsificante,
estabilizante, emoliente, solubilizante. Possui acdo lubrificante no desenvolvimento de
comprimidos e capsulas e tem sido utilizado em matriz lipidica de sistema de liberagao
controlada de farmaco. Tém ponto de fusdo em torno de 55-60 °C. A formula estrutural do

GMS esta representado pela figura 3 (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Figura 3. Monoestearato de glicerila
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O Poloxamer 188 (P-188) conhecido com o nome comercial de Lutrol® F68 ¢ um
tensoativo  hidrofilico ndo 1i6nico constituido de copolimero de polioxietileno-
polioxipropileno. O segmento polioxipropileno € a por¢do hidrofébica enquanto que a porgao
hidrofilica ¢ representada pelo segmento de polioxietileno. O P-188 possui diversas funcdes
sendo utilizado como agente dispersante, emulsionante, solubilizante, molhante e lubrificante
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
O P-188 ¢ utilizado na administracdo oral, parentérica e em formulagdes tdpica
farmacéutica. Recentemente estd sendo um excipiente utilizado em sistema de liberacao de
farmaco. O P-188 ¢ um material nao toxico e nao irritante. O P-188 ndo é metabolizado pelo

organismo. Tem ponto de fusdo em 5257 °C. A figura 4 representa a formula estrutural do P-

188 (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
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Figura 4. Poloxamer 188
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A fosfatidilcolina de soja hidrogenada (FSH) ¢ uma mistura complexa de fosfolipidios e
de outros materiais e ¢ referida como 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina. A estrutura quimica
¢ representada por duas longas cadeias de hidrocarbonetos que caracteriza a por¢ao apolar da
molécula e também possui cabecas de grupamentos zwiteridnicos polares. E comumente
utilizada em cosméticos, produtos farmacéuticos e alimenticios, como agente dispersante,
emulsionante e estabilizante. Pode ser utilizada como adjuvante farmacotécnico para formas
farmacéuticas injetaveis de administragdo intravenosa e intramuscular, para dietas enterais e
parenterais, para a administragdo pulmonar e oftalmica e produtos topicos como creme e pomadas
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

A molécula da FSH possui EHL entre 3-4, com isto ¢ considerada bastante lipofilica,
portanto para gerar uma estabilidade eletrostatica plena as nanoparticulas, deve-se utilizar em
associagcdo com um tensoativo hidrofilico como o P-188 que possui EHL igual 29 (PARK et al.,

1999). A figura 5 representa a estrutura quimica da fosfatidilcolina.

Figura 5. Fosfatidilcolina

0
0 CHZ—D—H— R,
Hz—y—D—&H 0
éHE—D—%—D—CI-lzCHEPTJ(Cngg
=

Este trabalho propde desenvolver nanoparticulas lipidicas solidas como transportadores
do IBU, visando uma menor incidéncia dos importantes efeitos colaterais relacionados a este
farmaco e uma liberagdo modificada, aumentando assim, o tempo de meia vida do IBU a

partir da administracao oral.
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2  OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar as Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS) contendo o farmaco

ibuprofeno.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtencao de NLS contendo ibuprofeno;

Caracterizagao fisico-quimica das NLS;

Validacao de metodologia analitica para quantificagdo de ibuprofeno nas NLS;
Avaliagao da estabilidade das NLS;

Avalir o perfil de liberagao “in vitro” do ibuprofeno a partir das NLS.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

e Acido estearico (Sigma Aldrich®);

e Agua ultra pura;

e Trimiristina - Dynasan® 114 (Sigma Aldrich®);

e Fosfatidilcolina de soja hidrogenada, Epikuron 200SH, (Lucas Meyer);
e Fosfato de Potassio dibésico anidro, (J.T.Baker™);

e Fosfato de potassio monobasico anidro PA, (Quemis®);

e Ibuprofeno (po), (Henrifarma®);

e Membrana sintética de acetato de celulose 0,45 pm (Sigma Aldrich®);
e Monoestearato de glicerila, Imwitor™ 900, (Synth);

e Poloxamer 188 - Lutrol® F68, (BASF);

e Palmitoestearato de glicerila - Precirol® ATO5 (Sigma Aldrich®);

e Sephadex G-25, (Pharmacia Biotech);

e Cocogliceridio hidrogenado - Softisan” 100 (Sigma Aldrich®);

e Triglicerideo de 4cido graxo - Witepsol E85” (Sigma Aldrich®).

3.1.1 Equipamentos

e Agitador-aquecedor FANEM, modelo 258;

e Analisador de particulas por Light Scattering Malvern, Zetasizer Nano ZS
Malvern Instruments;

e Balanca analitica, METTLER®, modelo H51;

e Balanga semi-analitica Sartorius BP 210S;

e (élula calorimétrica TA Instruments, modelo DSC — Q100;

e Centrifuga Fisher Modelo 225;

e Espectrofotometro de UV-VIS, Kayak XA — Hewlett, Packard 89090;

e Graph Pad Prism® software;

e Liofilizador JJ Cientifica, modelo KJJ04;

e Microette Plus (HANSON Microette 0700-1251);

e Microscopio de For¢ca Atdmica Bruker-Dimension Icon Scan Asyst do Instituto

de Fisica de Sdo Carlos;
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e Peagdmetro Micronal;

e Purificador de 4gua (Milli-Q Plus - Millipore®);

e Software TA Instruments Universal Analysis 2000;
e Sonicador BRANSON Sonifier 250;

e Termobalanca TA Instruments, modelo SDT-Q600;

e TermoOmetro Inconterm.

3.2 METODOS

3.2.1 Estudo de solubilidade do ibuprofeno em diferentes lipidios

A analise da solubilidade do IBU em 6 diferentes lipidios so6lidos, (4cido estedrico,
Dynasan® 114, Imwitor® 900, Precirol® ATOS5, Softsan® 100 e Witepsol® E85) foi verificada
por meio da homogeneizagdo, em concentragdes crescentes do IBU (2, 5, 10, 15, 20 e 30%)
no lipidio fundido a temperatura de 75 + 2°C, a qual foi mantida durante todo o experimento.
A solubilidade do IBU foi determinada visualmente durante o aquecimento, observando a

presenca (+) ou auséncia (-) de cristais do farmaco a cada 15 min por um periodo de 1h.

3.2.2 Padronizacio da metodologia analitica para quantificacio do ibuprofeno por

espectrofotometria UV - Visivel.

3.2.2.1 Determinac¢io do comprimento de onda de maxima absorc¢io do IBU em tampao

fosfato de potassio 0,1M; pH 7,4

O comprimento de onda de maxima absor¢do do IBU foi determinado a partir de uma
solugdo de 20 pg/mL do farmaco em tampao fosfato de potassio 0,1M; pH 7.4; analisada por

espectrofotometria na regido do ultravioleta na regido entre 200 a 600 nm.

3.2.2.2 Validacao da metodologia analitica por espectrofotometria UV-Visivel

A validacao, utilizando a metodologia espectrofotométrica por UV-Visivel para o IBU,
foi realizada de acordo com a RDC n° 899 de 29 de maio de 2003 publicado pela ANVISA
(BRASIL, 2003) e o ICH (2005).

3.2.2.2.1 Linearidade

A linearidade foi obtida com as concentragdes 1,0; 1,5; 2,5; 5,0; 7,0; 10 e 20 pug/mL.

Para a realizagdo do ensaio foi preparada primeiramente uma solugao estoque de 500 pg/mL
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de IBU e desta foram transferidas aliquotas para baldes volumétricos de 10 mL, completando
com tampao fosfato de potéassio 0,1M; pH 7,4 obtendo as concentracdes desejadas. Foram
construidas curvas analiticas relacionando-se as absorbancias obtidas com as suas respectivas
concentragdes. A linearidade foi avaliada por meio do céalculo da regressao linear através dos

minimos quadrados.

3.2.2.2.2 Precisao

A precisdo intracorrida (repetibilidade) foi avaliada no mesmo dia, sendo uma feita no
periodo da manha e outra no periodo da tarde, sob as mesmas condi¢des experimentais e
mesmo analista. A precisao intercorrida (intermediaria) foi analisada com analistas diferentes
e em dias diferentes. As duas precisdes foram avaliadas usando trés concentragdes diferentes
da curva analitica 1, 5 e 20 pug/mL. Os ensaios da precisdo foram realizados em triplicata e

analisou-se o valor do desvio padrdo relativo percentual (DPR%) entre as determinagdes.

3.2.2.2.3 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada a partir de nove determinagdes contemplando o
intervalo linear do procedimento, no qual quantidades conhecidas de padrao nas
concentragdes de 1, 5 e 20 pg/mL foram analisadas no espectrofotometro em triplicada. A
exatidao foi expressa pela relagdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente

e a concentracao tedrica correspondente.

3.2.2.2.4 Limite de deteccdo e quantificacéo

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados com base
no desvio padrao do intercepto e na inclinagdo da curva a partir das equacdes 1 e 2,
respectivamente (BRASIL, 2003). Foram realizadas trés curvas diferentes para a obten¢ao dos

dados necessarios para os céalculos.

LD= DL*?, Equacio 1
ic
Dpa =10
LO=——— Equacio 2
© ic
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nas quais:
Dpa= desvio padrdo do intercepto

IC = inclinagdo da curva analitica

3.2.3 Preparacio das nanoparticulas lipidicas solidas

As concentragdes percentuais (%) de lipidio, tensoativos e dgua foram obtidas como
proposto por ANGELIERI (2013), trabalho desenvolvido por nosso grupo com nanoparticulas
lipidicas solidas contendo terpinen-4-ol, nas quais foram utilizadas concentra¢des ideais para
a formagdo de um sistema estavel e de baixa viscosidade.

O lipidio utilizado para o preparado da NLS foi escolhido a partir do ensaio de
solubilidade do ibuprofeno em diferentes lipidios. No preparo das NLS utilizou-se 5% do
lipidio monoestearato de glicerila (GMS), 3% dos tensoativos na propor¢do 1:1 de poloxamer
188 (P-188) e fosfatidilcolina de soja hidrogenada (FSH) e q.s.p 4gua.

A emulsdo obtida foi desenvolvida aquecendo, em agitador-aquecedor, a fase oleosa
(GMS, FSH) a 70 = 2°C, ou seja, 10°C acima do ponto de fusdo do GMS (60°C). A fase
aquosa (4dgua e P-188) foi aquecida a mesma temperatura. A fase aquosa foi vertida sobre a
fase oleosa e agitada manualmente até obter uma emulsdo e submetida ao sonicador a uma
poténcia nominal com amplitude de 50% em pulso continuo. Foi realizado estudo preliminar
para determinar o tempo de sonicagcdo. As nanoparticulas obtidas foram resfriadas a
temperatura ambiente 25 + 2°C. Por fim, as amostras foram levadas a centrifuga por 20
minutos, a 5000 rpm, para retirada do titanio residual.

Para a produc¢do de NLS contendo ibuprofeno, o farmaco foi adicionado diretamente na
fase lipidica utilizando a mesma abordagem experimental descrita anteriormente. As

concentracoes de farmaco utilizadas foram de 2, 3, 5, 10, 15, 20 ¢ 30%.

3.2.3.1 Determinacdo do diAmetro médio e indice de polidispersividade das

nanoparticulas lipidicas solidas

O diametro médio e indice de polidispersividade (Pdi) das NLS sem farmaco e NLS com
diferentes concentracdes de IBU foram determinados pela técnica de “Dynamic Light
Scattering”, utilizando equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd) a
25 °C sob angulo de 173° e comprimento de onda do feixe de laser de 633 nm. Para as
analises as amostras foram diluidas em agua ultra pura na propor¢do de 1:100. As medidas

foram feitas em triplicata e os valores médios e desvios padrdes foram calculados. A anélise
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estatistica foi feita pelo Tukey, one-way da varidancia (ANOVA) sendo estatisticamente

significativos os valores comparados ao nivel de significancia de p < 0,05.

3.2.3.2 Determinac¢ao do potencial zeta das nanoparticulas lipidicas solidas

O potencial zeta (Pz) das NLS sem farmaco ¢ NLS com diferentes concentragoes de IBU
também foi determinado utilizando o equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd). Para a realizagdo da medida do Pz as amostras foram diluidas em agua ultra
pura na proporcao de 1:100. As andlises foram feitas em triplicata com 10 determinacdes de
potencial zeta para cada uma delas. Foram calculados os valores médios e os respectivos

desvios padroes.

3.2.3.3 Eficiéncia de encapsulacio, capacidade de carga

Para determinacao da eficiéncia de encapsulagao foi necessario primeiramente separar o
IBU nao encapsulado das NLS pela metodologia de cromatografia por exclusdo utilizando gel
de Sephadex G-25 (gel dextrana) como fase estaciondria.

Cerca de 10 g de Sephadex G-25 foram pesados em um béquer e hidratados com tampao
fosfato de potassio 0,1M; pH 7.4; por 24 horas. Em seguida o gel hidratado foi transferido
para uma coluna de vidro (25 x lcm) e iluidos 500 mL de tampao fosfato de potassio na
coluna para favorecer o empacotamento.

Para aplicagdo das amostras na coluna de Sephadex G-25, primeiramente foi eluido 2
mL de NLS isentas de farmaco sobre a coluna para saturar os sitios de ligacdo do Sephadex,
sendo a preparacdo escoada até o nivel do Sephadex. O meio de eluicdo (fase movel) foi
sempre o tampao fosfato de potassio 0,IM; pH 7,4. Em seguida diluiu-se 0,5 mL de NLS,
contendo concentracdes crescentes de IBU, em 2 mL de tampao fosfato de potassio 0,1M; pH
7,4; e aplicou-se sobre a coluna, utilizando o tampdo para a eluigdo. Foram coletadas 50
fragdes de aproximadamente 1,0 mL cada, sendo o fluxo de 1 mL/min.

Cada fracao coletada foi diluida com 1,0 mL de tampao fosfato de potéassio 0,1M pH 7,4,
e analisadas por técnica espectrofotométrica UV-VIS em 410 e 223 nm. No comprimento de
onda de 410 nm observou-se o perfil de eluicado das NLS e no comprimento de onda de 223
nm a elui¢do do farmaco.

A eficiéncia de encapsulagdo foi feita com as NLS contendo 2, 3, 5, 10 e 15% de

farmaco.
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3.2.3.3.1 Calculo da eficiéncia de encapsulacdo

As fragdes que apresentaram turbidez em 410 nm correspondem aquelas contendo NLS
com farmacos. As fragdes que apresentaram absorbancia em 223 nm correspondem ao IBU
livre. Tais fragdes foram reunidas e suas absorbancias foram determinadas por
espectrofotometria utilizando comprimento de onda de 223 nm. A quantidade livre (Q livre)
do IBU foi calculada pela curva analitica do farmaco aplicando-se a equagao de reta do IBU,
levando em consideragdo o fator de dilui¢do para determinacdo da concentracdo tedrica da Q
livre. A quantidade de farmaco encapsulado nas NLS (Q encap.) foi calculada pela diferenca
entre o total de IBU na formulagdo (Q teodrica) e a quantidade de IBU nao encapsulada (Q
livre) (Equagdo 3). O célculo da eficiéncia de encapsula¢dao (EE%) foi realizado pela Equagao

4.

Q encap. = Qtedrica — @ livre Equacio 3

% encap.= (Q encap./Q tedrica) x 100 Equacio 4

3.2.3.3.2 Capacidade de Carga

A “capacidade de carga” percentual (CC%) do processo ou “loading capacity” relaciona
a quantidade de farmaco encapsulado em funcdo da quantidade de lipidio presente na

formulagdo. Foi calculado com a equagao 5.

CC% = (Q encap./Qlipidios) X 100 Equacio 5

3.2.3.3.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Nas andlises estatisticas
foram utilizadas o Tukey, one-way da variancia (ANOVA) empregando-se o programa Graph
Pad Prism® software, considerando estatisticamente significativos os valores comparados ao

nivel de significancia de p < 0,05.

3.2.4 Avaliacdo morfologica das nanoparticulas lipidicas sélidas por microscopia de
forca atomica
Na andlise de microscopia de forca atdmica (AFM) o substrato utilizado foi a mica,

previamente clivada com fita adesiva para obter-se uma superficie o mais uniforme possivel e

livre de impurezas. Foi utilizado o equipamento de microscopia de forca atdmica (Bruker-
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Dimension Icon Scan Asyst) do Instituto de Fisica de Sao Carlos. Os ensaios foram realizados
em parceria com o Prof. Dr. Roberto Mendonga Faria e Dr. Marcelo de Assungao Pereira da
Silva.

As amostras foram diluidas em &gua ultra pura na propor¢ao de 1:100 e a técnica
utilizada foi a de “gotejamento” na qual 10 pL da diluicdo foi gotejada sobre a mica ¢ a
amostra foi seca por um periodo de 20 minutos na temperatura de 22 + 3°C antes dos ensaios.
O ensaio foi conduzido em operagdao de "ndo contato" com sondas de silicone e cantilever
triangular, com frequéncia de varredura de 1Hz.

As amostras analisadas por AFM foram as NLS sem e contendo farmaco (2, 3, 5, 10 e

15% de IBU).

3.2.4.1 Avaliacao da estabilidade das nanoparticulas lipidicas solidas sem e com

ibuprofeno

A estabilidade fisica da NLS sem farmaco ¢ NLS com 2, 3, 5, 10 ¢ 15% de IBU foram
avaliadas por um periodo de 1, 7, 30, 45 e 60 dias pelas medidas de diametro médio e
potencial zeta apds armazenamento a temperatura ambiente (25 = 3°C). As analises foram
feitas em triplicata com 10 determinagdes de diametro médio, Pdi e potencial zeta para cada

uma delas. Foram calculados os valores médios e os respectivos desvios padroes.
3.2.5 Analise térmica

3.2.5.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Foram obtidas curvas DSC em atmosfera de nitrogénio (50 mL/min), em equipamento
TA (modelo: DSC Q100). Primeiramente as amostras foram passadas em um granulometro
com abertura livre de 0,59 mm e malha 28, para uniformizar o tamanho das particulas. Pesou-
se 4-5mg da amostra e adicionou-se em cadinho de aluminio com tampa e como referéncia
um similar vazio. A condi¢do operacional seguiu os seguintes procedimentos: razdo de
aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no intervalo de 0 a 120°C. Convencionalmente
adotou-se como exotérmico a disposi¢ao dos picos indicados no sentido ascendente.

As amostras analisadas por DSC foram o ibuprofeno, as matérias primas GMS, FSH e P-
188, misturas fisicas (GMS/IBU, FSH/IBU, P-188/IBU) com 2, 3, 5, 10 ¢ 15% de IBU,
mistura fisica sem farmaco (P-188/GMS/FSH) e com concentragdo crescente de IBU e NLS

liofilizadas com e sem o farmaco.
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Para a liofilizagdo, aliquotas de SmL das dispersdes de NLS com e sem farmaco foram
congeladas por 3 horas a -80 = 0,2°C e em seguida foram liofilizada por mais 60 horas no
equipamento JJ Cientifica, modelo LJJ04.

Os célculos de entalpia (AH) obtidos foram feitos empregando o “software” TA

Instruments Universal Analysis 2000 e o AH esperado foi calculado pela equagao 6.

. 100 AH obtide
= AH esperado = Y

n
(]
I

Equacio 6

No qual: i(%) = concentragdo ponderal percentual do componente na mistura.

3.2.5.2 Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram obtidas empregando a termobalanca modelo SDT Q600 TA
Instruments sob atmosfera dindmica de N,. Realizou a granulometria das amostras em tamis
com abertura livre de 0,59 mm e malha 28. Foram adicionadas 4-5 mg das amostras em
cadinho de platina. As condigdes operacionais utilizadas foram: razdo de aquecimento de 10
°C/mim no intervalo de temperatura ambiente a 600°C, com vazdo média de 50 mL/min. Os
calculos de perda de massa e termogravimetria derivada (DTG) foram feitos empregando o
“software” TA Instruments Universal Analysis 2000.

As amostras analisadas para a determinagdo das curvas termogravimétricas foram o IBU,
matérias primas isoladas GMS, P-188 e FSH, MF sem e com farmaco (P-188/GMS/FSH) ¢ a
NLS liofilizada sem e contendo farmaco (2, 3, 5, 10 e 15%). As NLS foram liofilizadas pelo

mesmo procedimento descrito no item 3.2.5.1.

3.2.6 Avaliacao da solubilidade do IBU em tampao fosfato de potassio 0,1M; pH 7,4

Para a realizagdo do teste de solubilidade do IBU em tampao fosfato de potéssio 0,1M;
pH 7.4; excesso do farmaco foi adicionado ao meio para garantir a satura¢dao, € mantido sob
agitacdo em homogeneizador rotatorio por 48 horas. Em seguida foi centrifugado a 3000 rpm
por 10 min. Coletou-se o sobrenadante, filtrou-se em filtro com poro de 0,45 um e foi
analisado por espectrofotometria UV-VIS em 223 nm. A determinacdo da concentracdo do
farmaco soluvel no meio foi obtida a partir da respectiva curva analitica do IBU através da

valida¢ao do método descrito no item 3.2.2.
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. As andlises foram feitas em triplicata.

3.2.7 Estudo in vitro de libera¢io do ibuprofeno incorporado nas NLS

O estudo de liberagdo foi realizado no equipamento Microette Plus (HANSON
Microette, 0700-1251), utilizando células de difusdo vertical tipo “Franz”.

Para este teste foi utilizado membrana sintética de acetato de celulose com poro de
0,45 um e como meio receptor o tampao fosfato de potassio 0,1 M; pH 7.4; que foi
previamente validado quanto a condi¢do sink conforme descrito no item 3.2.6.

Primeiramente o compartimento receptor foi preenchido com 7 mL de solugdo
receptora, colocou a membrana sintética, hidratada previamente com 4gua por um periodo de
aproximadamente 12 horas, entre o compartimento doador e receptor da célula de difusdo.
Aliquotas de 300 puL da formulagdo foram colocadas no anel dosador com area de exposi¢ao
de 1,77 cm®. A solugdo receptora foi agitada a 300 rpm por meio de agitador magnético e
mantida a 37 + 2°C por banho circulante.

Foi utilizado no experimento seis células de difusao de Franz modificada. Aliquotas de
2 mL foram coletadas nos intervalos de Y4, 1, 2, 4, 8, 10, 12, 18 e 24 horas para avaliar a
cinética de liberagdo, sendo que o mesmo volume da solugdo receptora fresca foi reposto. Um
volume de 0,8 mL foi desprezado antes do inicio de cada coleta. O volume coletado e o
volume desprezado foram utilizados nos calculos da quantidade real liberada por tempo em
funcao da area de exposicao.

A quantifica¢do do IBU na solugao receptora foi realizada por espectrofotometria UV-
VIS em 223 nm, utilizando a curva analitica obtida do farmaco, levando em consideracao o
fator de diluigdo, através da validacdo do método descrito no item 3.2.2.

As amostras analisadas no estudo in vitro de liberagao foi as NLS contendo 2, 3, 5, 10 ¢
15% de IBU.

O perfil de liberagdo foi avaliado, seguindo modelos matematicos para determinacao da
ordem de reagdo, seguindo modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-
Peppas, Weibull e Hixson-Crowell. Os coeficientes de determinago (R?) da fragdo linear das
curvas de liberagdo foram estabelecidos pela inclinagdo da reta obtida por regressdo linear
(AULTON, 2005).

A quantidade real de farmaco liberado (Q real) em deteminado tempo, foi determinada

equacao 7:
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Qreal,t = Ct. Vr + £ Ve.Cc Equacio 7

Na qual:

Qreal, t = quantidade real liberada referente ao tempo t;
Ct = concentragao obtida referente ao tempo t;

Vr = Volume da solugdo receptora (7ml);

Cc = concentra¢ao de amostragem anterior;

V¢ = volume amostrado (coletado + limpeza).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.1 Estudo de solubilidade do ibuprofeno em diferentes lipidios

O teste de solubilidade do IBU foi realizado com 6 lipidios diferentes com a finalidade de
selecionar o lipidio mais adequado para o desenvolvimento da NLS que permitisse maior

eficiéncia de encapsulacdao do farmaco.

Tabela 1. Estudo de solubilidade utilizando o Acido esteérico, Imwitor® 900 e Precirol®

ATOS
% IBU Acido estearico Imwitor® 900 Precirol® ATO5
15 min 15 min 15 min
2 + + +
5 + + +
10 + + +
15 + + +
20 + + +
30 + + +

(+): Soluvel; (-): Presenga de cristais de IBU

A tabela 1 apresenta a solubilidade do IBU no 4cido estearico (acido octadecandico),
Imwitor® 900 (monoestearato de glicerila) e Precirol® ATO5 (palmitoestearato de glicerila).
Observou-se que o IBU foi soltvel em todas as concentracdes em 15 min devido a formacao de
uma mistura homogénea, enquanto que os outros lipidios solubilizaram o IBU em tempos
crescentes, na qual podem ser observados na tabela 2, 3 e 4. Estes resultados podem ser
atribuidos nao s6 a elevada afinidade do IBU com as cadeias do acido estedrico ou dos seus
respectivos ésteres (Imwitor™ 900, Precirol® ATOS5), mas principalmente pela interagdo dos
grupos carboxilicos do IBU, com as hidroxilas livres dos glicerideos presentes na cadeia
lipidica (KUNTSCHE e MADER, 2010).

Nas tabelas 2, 3 e 4 & possivel observar o perfil de solubilidade do IBU no Witepsol® E85
(triglicerideo de 4cido graxo), Dynasan® 114 (trimiristina) e Softisan® 100 (cocogliceridéo

hidrogenado).
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Tabela 2. Estudo de solubilidade do IBU utilizando o Witepsol® E85

% IBU 15 min 30 min 45 min 60 min
2 + + + +
5 + + + +
10 - - + +
15 - - - -
20 - - - -
30 - - - -

(+): Soluvel; (-): Presenca de cristais de IBU

Tabela 3. Estudo de solubilidade do IBU utilizando o Dynasan® 114

% IBU 15 min 30 min 45 min 60 min
2 + + + +
5 + + + +
10 - + + +
15 - - - +
20 - - - +
30 - - - +

(+): Soluvel; (-): Presenca de cristais de IBU

Tabela 4. Estudo de solubilidade do IBU utilizando o Softisan® 100

% IBU 15 min 30 min 45 min 60 min
2 + + + +
5 - - - +
10 - + + i
15 - - - +
20 - - - +
30 - - - +

(+): Soluvel; (-): Presenca de cristais de IBU
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Analisando os valores apresentados nas tabelas 2, 3 e 4 podemos verificar que conforme
aumentou-se a concentracao do farmaco a solubiliza¢dao foi mais lenta. Na tabela 2 observa-se
que as concentragdes de 15, 20 ¢ 30% de IBU ndo foram soliveis no lipidio Witepsol® E85, na
qual observou-se a presenca de uma mistura imiscivel. O Dynasan® 114 e Softisan® 100
solubilizaram a concentragdo de 15, 20 e 30% de IBU no tempo de 60 min como pode ser
observado na tabela 3 e 4.

Deste modo, devido a solubilizagdo mais rapida de todas as concentracdes de IBU no
acido estearico, Imwitor™ 900 e Precirol® ATOS3, estes podem ser os lipidios de escolha para o
desenvolvimento de uma NLS com elevadas concentragdes de farmaco permitindo assim maior
eficiéncia de encapsulagio.

O monoestearato de glicerila, conhecido com o nome comercial de Imwitor® 900, foi o
selecionado para o desenvolvimento das NLS contendo IBU devido ao custo baixo e de facil
obtencdo. Além de que este lipidio ja foi testado com sucesso para administragdo oral por
MULLER e colaboradores (2006) que avaliaram in vivo o aumento da biodisponibilidade oral
da ciclosporina incorporada nas nanoparticula lipidica sélida utilizando Imwitor® 900 como

fase lipidica.

4.1.2 Padronizacdo da metodologia analitica para quantificacio do ibuprofeno por
espectrofotometria UV-Visivel.

Foi feita a varredura da solugdo de IBU em tampao fosfato de potassio 0,1M; pH 7.,4. O

pico de maxima absor¢do de IBU na concentracdo de 20 pg/mL foi verificado em 223nm

conforme pode ser observado na figura 6.

Figura 6. Espectro de varredura do IBU em tampao fosfato de potassio 0,IM pH 7.4, por

espectrofotometria UV-Visivel entre o comprimento de onda de 200 e 600 nm.
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4.1.2.1 Linearidade

A Figura 7 apresenta a curva analitica obtida para o IBU, na faixa de concentragdo de 1 a
20 pg/mL, determinado por espectrofotometria no UV/Vis, no comprimento de onda de 223
nm. A equa¢do da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, ¢: y = 0,0473x +
0,0027, com coeficiente de correlagdao (r) igual a 0,9997. O critério minimo aceitavel pela

ANVISA (2003) é (r) = 0,99.

Figura 7. Representacdo grafica da curva analitica do IBU por espectrofotometria na

regido do UV-Visivel
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4.1.2.2 Precisao

Os resultados encontrados para a andlise da precisdo (intradia e interdia) mostraram
desvio padrao relativos (DPR%) menores que 5%, conforme pode ser verificado nos valores

que se encontram nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Valores obtidos na determinagdo da precisdo intracorrida (n=3)

Concentracio tedrica em ug/ml Média da Concentracgiao DP* DPR (%)**
encontrada
1 1,09 0,01 0,75
5 4,92 0,08 1,65
20 20,03 0,05 0,26

*DP: desvio padrao
**DPR: desvio padrao relativo

Ana Claudia da Canha Depaoli



RESULTADOS E DISCUSSAO 47

Tabela 6. Valores obtidos na determinagdo da precisdo intercorrida (n=3)

Concentracio tedrica em ug/ml Média da Concentracao DP*  DPR (%)**
encontrada
1 1,08 0,02 1,58
5 4,98 0,05 0,94
20 19,76 0,04 0,20

*DP: desvio padrio
**DPR: desvio padrao relativo

4.1.2.3 Exatidao

A exatidao ¢ a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em relagdo ao valor
verdadeiro. O resultado expresso pelo limite de recuperagdo demonstrou exatiddo do método de

100,20%, como podem ser constatado pelos resultados que se encontram na tabela 7.

Tabela 7. Determinagdo da exatiddo de metodologia analitica para quantificagdo do IBU

(n=3)
Concentracao média Concentracio média real Exatidao Média DPR*
tedrica (ug/mL) (ng/ml) (%) Exatidao (%)
(%)
1 1,02 102,1%
5 4,95 99,1% 100,20 1,65
20 19,88 99,4%

*DPR: desvio padrao relativo.

4.1.2.4 Limite de Deteccao e Quantificacao

O LD calculado para o método analitico foi de 0,222 pg/mL enquanto que o LQ foi de
0,671 pg/mL.

4.1.3 Desenvolvimento das NLS

As NLS foram desenvolvidas pelo método de sonicacdo sendo preparada 5 ml de
formulacao total. A porcentagem de IBU incorporada nas NLS esta diretamente relacionada a
concentragdo em massa de lipidio.

Inicialmente, para o desenvolvimento das NLS por sonica¢do foi realizado um estudo
preliminar para avaliar o melhor tempo de sonicacdo. O didmetro médio e Pdi das NLS foram

comparados nos tempos de 10, 15 e 20 min de sonicacdo. Na Figura 8 pode-se observar que
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com o aumento do tempo de sonicagdo ocorreu diminui¢do no didmetro e Pdi das particulas.
Para os tempos entre 15 e 20 minutos pode se verificar que o didmetro e o Pdi estdo muito
proximos e praticamente constantes. Portanto, o tempo de 15 minutos foi escolhido para o
desenvolvimento das NLS, conforme citado anteriormente, pois neste intervalo ndo ocorreu

reducdo significativa (p < 0,05) do didmetro médio e Pdi das nanoparticulas.

Figura 8. Comparacdo do didmetro médio de particula e Pdi das NLS sem farmaco

aplicando tempos de sonicagdo de 10, 15 e 20 minutos

250

I 0,445

@~ tamanho Médio (nm)
—H— Pdl

240 - - 0,440

0,435
230
- 0,430

o425 B

- 0,420

Diametro médio (nm)
N
o

210
0,415

200 4 0,410

0,405

T T T T T T
10 12 14 16 18 20
tempo de sonicag&o (min.)

As concentragdes de farmaco utilizadas para o desenvolvimento das nanoparticulas foram
de 2, 3,5, 10, 15, 20 e 30% em relagdo a massa lipidica, porém as NLS com concentracdes de
20 e 30% de IBU apresentaram separagdo de fase apos centrifugacdo para retirada do titanio
residual. Sendo assim, ndo foi possivel prosseguir os estudos com estas concentragoes.

As formulacdes desenvolvidas utilizadas neste estudo contendo porcentagem crescente de

farmaco estdo representadas na tabela 8.

Tabela 8. Composi¢ao das Nanoparticulas Lipidicas Solidas

Formulagdes com %IBU Composi¢ao (p/v) (%)
IBU GMS FSH P-188 AGUA q.s.p.
NLS 2 0,10 4,90 1,50 1,50 100
NLS 3 0,15 4,85 1,50 1,50 100
NLS 5 0,25 4,75 1,50 1,50 100
NLS 10 0,50 4,50 1,50 1,50 100
NLS 15 0,75 4,25 1,50 1,50 100
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4.2 RESULTADO DA CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NLS

4.2.1 Determinac¢ao do diAmetro médio, indice de polidispersividade e potencial zeta das

nanoparticulas lipidicas sélidas

As figuras 9 a 14 representam os resultados da distribui¢do do diametro médio em fungado
da intensidade de espalhamento de luz das NLS sem e contendo farmaco. As analises foram
realizadas 1 dia ap6s a obtengdo das NLS. As medidas foram feitas em triplicata para cada uma

delas, e os valores médios e desvios padrdo foram calculados.

Figura 9. Distribuicdo do diametro médio das NLS sem farmaco
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Conforme ilustrado na Figura 9, a NLS sem farmaco apresentou distribuicao bimodal de
diametro de particulas. O maior pico apresentou 315,5 nm com intensidade de 90,1% e o menor
pico apresentou 56,19 nm com intensidade de 9,9%. A média dos resultados do didmetro de

particula foi de 203,00 nm e Pdi 0,438.

Figura 10. Distribuicdo do diametro médio das NLS contendo 2% IBU

Statistics Graph (3 measurements)
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Figura 11. Distribui¢do do didmetro médio das NLS contendo 3% IBU
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Figura 12. Distribui¢do do didmetro médio das NLS contendo 5% IBU
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Figura 13. Distribuicdo do diametro médio das NLS contendo 10% IBU
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Figura 14. Distribui¢do do didmetro médio das NLS contendo 15% IBU

Statistics Graph (3 measurements)
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Pode-se observar nas figuras 10 a 12 que a distribuicdo do diametro médio das
nanoparticulas contendo farmaco nas concentracdes de 2, 3 e 5 % respectivamente,
apresentaram uma distribui¢do trimodal de tamanhos e podemos identificar uma pequena
intensidade de particulas em escalas micrométricas. Segundo UNER (2006), a qualidade da
dispersdo das NLS produzidas pela técnica tradicional de sonicacdo ¢ muitas vezes afetada pela
presenca de microparticulas, o que ndo acontece com outras técnicas modernas. Porém a
sonicagdo ndo envolve a utilizagdo de solventes organicos e nao se utiliza grande quantidade de
surfactante, fato vantajoso quando se pensa em desenvolver a formulagdo em um laboratorio de
pesquisa cientifica, j4 que ¢ uma técnica simples, barata e geralmente o equipamento ¢
disponivel em muitos laboratorios.

Viérios estudos vém sendo desenvolvidos por grupos de pesquisadores para melhorar a
estabilidade da dispersdo das nanoparticulas obtidas pela técnica de sonicacdo. HOU e
colaboradores (2003) modificaram o método de sonicagdo para obtencdo de nanoparticulas
lipidica solida contendo mifepristone, na qual o lipidio foi aquecido a temperatura de
aproximadamente 80°C + 3°C e posteriormente a fase aquosa foi aquecida na mesma
temperatura e vertida sobre a fase oleosa, resfriando-se a dispersao a temperatura refrigerada
(10°C £ 3°C) para obtencdo das NLS. Desta forma, os autores verificaram que com a
modificagdo do método foi possivel preparar sistema de NLS com tamanhos menores e baixo
indice de polidispersidade.

Para a NLS contendo 10 e 15% de IBU a distribui¢do ¢ bimodal, porém observa-se uma
maior intensidade de nanoparticulas lipidicas sélidas com diametro maiores comparados as
NLS contendo 2, 3 e 5% de IBU, esse resultado pode ser observado nas figuras 13 e 14. As

NLS contendo 10% de IBU apresentaram um pico menos intenso com particulas de 71,46 nm
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com intensidade de 16,4% e outro mais intenso com particula de 436,6 nm com intensidade de
83,6%. A concentragdo 15% de IBU apresentou pico menor com didmetro médio da NLS de
64,05 nm com intensidade de 12,8% e um pico maior com didmetro médio da nanoparticula de
471,4 nm com intensidade de 87,2%.

Na tabela 9 encontram-se os resultados da analise de didmetro médio da particula, Pdi e
Pz da NLS sem farmaco e NLS contendo diferentes concentragdes de IBU (2, 3, 5, 10 e 15%).
As medidas foram feitas em triplicata para cada uma delas, Os valores entre parénteses

representam o desvio padrao da amostragem em triplicata.

Tabela 9. Valores obtidos na anéalise do diametro médio da particula, Pdi e potencial zeta

(Pz) com os respectivos desvio padrido

Formulacao Diimetro Médio de Pdi Potencial Zeta
Particula (nm) (mV)

NLS sem fairmaco 2234 (£ 2,81) 0,438 (£ 0,015) -30,0(x051)
NLS 2%IBU 210,6 (£2,11) 0,423 (£ 0,005) -26,8 (£0,25)
NLS 3%IBU 226,3 (£8,20) 0,389 (£ 0,050) -30,4 (£ 0,60)
NLS 5%IBU 2314 (£ 1,48) 0,430 (£ 0,003) -18,4 (£ 0,67)
NLS 10%IBU 272,7 (£8,62) 0,458 (£ 0,070) -193 (£ 0,61)
NLS 15%IBU 312,1 (x10,15) 0,520 (£ 0,100) 21,7 (£0,47)

Pode-se observar nos resultados encontrados na tabela 9 que o diametro médio das NLS
com menores concentracdes de farmaco (2 e 3%) ndo possui diferenga significativa (p > 0,05)
em relacdo a NLS sem farmaco. Porém ocorreu um aumento significativo (p < 0,05) no
diametro médio das nanoparticulas em fun¢do do aumento da concentracdo de farmaco nas
formulagdes contendo 5, 10 e 15%.

O indice de polidispersividade das formulagdes foram maiores que 0,3 indicando que o
sistema possui dispersdao heterogénea, pois, segundo MEHNERT ¢ MADER (2001), somente
Pdi menores que 0,3 podem ser considerados sistema homogéneos. Nao houve variancia
significativa (p > 0,05) do Pdi nas formulagdes em relagdo ao aumento da concentracdo de
farmaco.

O resultado do Pz mostrou que as NLS sem farmaco apresentaram Pz de -30 mV. As NLS
contendo 2 e 3% de farmaco apresentaram Pz parecido com o da NLS sem farmaco, porém
com o aumento da concentragdo de IBU nas formulagdes houve diminui¢cdo do potencial zeta

(Tabela 9). Sabe-se que o Pz ¢ uma medida de carga elétrica da superficie da particula muito
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utilizado para caracterizagdo das NLS, pois prevé a estabilidade de sistemas coloidais. O valor
de Pz maiores que = 30 mV indica de modo geral a presenca de estabilidade termodinamica do
sistema em longo prazo (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; UNER, 2006). Assim, neste
caso, o Pz das NLS contendo 5, 10 e 15% de IBU comparada com as outras concentragdes,
possui tendéncia de menor estabilidade do sistema nesta faixa de concentragdo. Porém esta
regra ndo pode ser aplicada irrestritivamente, pois a utilizacdo de estabilizante estereoquimico
na formulagao pode resultar em um potencial zeta menor e ndo € por isto que a formulagao nao
é estavel (MULLER et al., 1996).

Outro fato ¢ que o uso de fosfolipidio (como a fosfatidilcolina) na fase oleosa ¢ um
estabilizante estereoquimico (por exemplo, o poloxamer) na fase aquosa externa da formulagao,
forma uma barreira mecanica e/ou elétrica que impede a coalescéncia das particulas durante a
sua formagdo e também a sua agregacdo durante o armazenamento, quando comparado com

formulagdes que contém apenas um tensoativo (YANG et al., 1999).

4.2.2 Eficiéncia de Encapsulacido e Capacidade de Carga

Na cromatografia por exclusdo conhecida também como “filtragdo em gel”, “permeacao
em gel” ou “cromatografia em peneira molecular de difusdo restrita” as estruturas maiores
eluem mais rapidamente, enquanto que as menores ficam retidas no gel, tendo sua eluigdo
retardada. Trata-se de uma técnica simples, que permite o uso de diferentes solventes e
temperaturas e possibilita a separacdo de substancias com massas molares abaixo de 1.000 ou
de varios milhdes, quando se varia a matriz do gel (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

As figuras 15 e 16 mostram a absorbancia das 50 fracdes recolhidas apos eluicao pela
coluna de Sephadex G-25 saturada com NLS isenta de farmaco e tampao fosfato de potassio
0,1M; pH 7,4 como eluente. A elui¢do da NLS pode ser observada no comprimento de onda de
410 nm, enquanto que o IBU ¢ visualizado em 223 nm. O comprimento de onda de 410 nm foi
escolhido, pois permite observar o espalhamento de luz das nanoparticulas.

Desta forma, observa-se na figura 16 um pico de elui¢do nas fragdes recolhidas de 10 a
18, que corresponde a eluicao das NLS sem farmaco. Em seguida de modo mais lento, ocorre a

saida do IBU nao encapsulado nas NLS nas fracdes recolhidas de 25 a 35.
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Figura 15. Perfil de eluicdo de NLS isenta de farmaco, A =410 nm

Figura 16. Perfil de eluicdo de NLS contendo 2, 3, 5, 10 e 15% de IBU, A =223 nm

A cromatografia de exclusao em gel utilizando Sephadex G-25 mostrou-se eficiente na
separa¢do do farmaco nao encapsulado para todas as formulagdes.

Ap0s separagdo do farmaco livre das NLS contendo farmaco encapsulado foi possivel
reunir as fragdes contendo ibuprofeno livre, que foram analisadas no comprimento de onda de
223 nm e quantificadas por espectrofotometria UV-VIS. A absorbancia obtida foi aplicada a

equacao da reta da curva analitica do IBU, levando em considerac¢do o fator de dilui¢do, para
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determinagdo da quantidade de farmaco livre. Foi calculada também a eficiéncia de
encapsulacao (EE%) e capacidade de carga (CC%) para as NLS contendo farmaco.

Na tabela 10 encontram-se os valores obtidos para a (EE%) e a (CC%) das NLS com
diferentes concentragdes de farmaco, na qual as concentragdes de IBU em “%” representam a

quantidade relativa de IBU em relacdo a quantidade de lipidio na formulagao.

Tabela 10. Valores obtidos para a eficiéncia de encapsulagdo (EE%) e capacidade de

carga (CC%) das NLS com farmaco, (n=3)

IBU (%) EE% CC%
2 60,04 (+0,89) 0,12% (+0,12)
3 59,48 (+3,01) 0,18% (+0,89)
5 59,78 (+3,61) 0,32% (+0,20)
10 71,81 (£2,47) 0,80% (& 1,52)
15 72,53 (+2,52) 1,28% (< 1,78)

Observa-se na tabela 10 que a eficiéncia de encapsulacdo foi aproximadamente de 60 a
72% conforme aumentou-se a concentracdo de farmaco no sistema. Segundo DINGLER e
colaboradores (1999), a capacidade de encapsulagcdo das NLS pode ser superior a 50% em caso
de farmacos lipofilicos. Portanto os resultados obtidos da EE % estdo de acordo com dados da
literatura.

Os valores de EE % para as concentracdes de farmaco de 2, 3 e 5%, ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p > 0,05). Nas concentracdes de 10 e 15% de farmaco ocorreu
aumento significativo da EE% (p < 0,05) comparada com as concentragdes de 2, 3 e 5% de
IBU. Conforme aumenta a concentragao de farmaco de 10 e 15%, aumentam a EE (%) e
também a capacidade de incorporacdo do farmaco em relacdo a quantidade total de lipidio na
formulagao.

Vale ressaltar que a quantidade de IBU encapsulada na formulagdo de 10 e 15% ¢ maior
que na de 2, 3 e 5% simplesmente por ter sido adicionada maior quantidade de farmaco ao

processo de producgdo das NLS.

4.2.3 Microscopia de Forca Atomica

A microscopia de For¢ca Atdmica (AFM) foi realizada a fim de verificar a morfologia e o

tamanho das nanoparticulas lipidicas solidas. Esta técnica possui a vantagem de ndo precisar
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fazer pré-tratamento da amostra, ndo existe necessidade de recobrimento com material
indutivo, ndo se utiliza vacuo, permite quantificacao direta da rugosidade da amostra e fornece
informacdes com alta resolucao, em trés dimensdes e em escala nanométrica, porém o método
de deposicao utilizado para a AFM faz com que as NLS formem pequenos aglomerados
(DUBES et al., 2003; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A Figura 17 mostra a imagem da amplitude da AFM obtida da NLS sem farmaco. O
tamanho de particula obtido na analise morfolégica da NLS sem farmaco apresenta resultado
proximo ao obtido no espalhamento de luz. Foi possivel observar que as particulas apresentam
formato anisométrico, ou seja, irregular (Teeranachaideekul et al., 2007; Teeranachaideekul et
al., 2008). Observa-se na imagem a heterogeneidade do sistema, que ilustra a caracteristica

bimodal da amostra, com distribui¢ao de tamanho que varia entre 97,33 a 303,04 nm.

Figura 17. Imagem de amplitude de AFM da NLS sem farmaco na escala de 5,0 um
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Figura 18. Imagem topografica da NLS sem farmaco na escala de 5,0 pm

Na imagem topografica da figura 18 da NLS sem farmaco, obtida pela AFM foi possivel
observar que a altura maxima das nanoparticulas foi de 53,7 nm, porém o didmetro médio
apresentado na imagem de amplitude (Figura 17) ¢ maior. Isto pode ser devido as NLS nao
apresentarem uma matriz completamente rigida e com isto espalham-se e achatam-se sobre o
substrato da mica aumentando de tamanho. (WESTESEN e SIEKMANN, 1997; BUNJES;
STEINIGER; RICHTER, 2007).

A Figura 19 apresenta as imagens das nanoparticulas contendo farmaco em que A, B, C,

D e E representam as concentragdes de 2, 3, 5, 10 e 15% de IBU respectivamente.
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Figura 19. Imagem de amplitude de AFM da NLS contendo 2, 3, 5, 10 ¢ 15% de IBU na

escala de 10,0 pym
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As imagens de amplitude da figura 19 (A, B e C) representam as NLS contendo 2, 3 ¢ 5%
de IBU, na qual observou-se que conforme aumentou a concentra¢ao de farmaco na formulacao
maior foram os tamanhos de particulas obtidos. Observou-se uma heterogeneidade no sistema
das NLS de 2, 3 e 5%. Particulas em escala micrométricas ndo foram encontradas. Estas
nanoparticulas apresentaram formatos irregulares. AJI ALEX e colaboradores (2011), ao
analisarem a microscopia de forga atdmica das nanoparticulas lipidicas sélidas contendo
lopinavir desenvolvidas com o Compritol 888 ATO como lipidio e Pluronic F127 como
tensoativo pela técnica de sonica¢do, encontram resultados similares com este estudo. A
imagem da AFM demonstrou que as NLS contendo farmaco apresentaram tamanho médio de
particula de 200 nm e apresentou formato nao esférico da particula.

As formulagdes com concentracao de 10 e 15% de farmaco apresentaram tamanho de
particula maior, em torno de 728,16 e 873, 79 nm, respectivamente. Nao se observou agregados
com particulas de tamanhos em escala micrométrica. Observou-se que conforme aumenta a
concentracao do farmaco na NLS a particula apresenta um formato aproximadamente esférico,
como pode ser visualizado na figura 19D e 19E. Portanto sugere que o aumento da
concentracdo de IBU contribui para a formacdo de um sistema com grau de esferoinizagio

maior. Resultados semelhantes foram encontrados por SOUZA e colaboradores (2012), na qual
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observaram na analise morfolégica da NLS, uma maior homogeneidade de particulas esféricas
quando o praziquantel foi incorporado nas NLS, sugerindo assim que o farmaco aumentava o
grau de esferoinizagdo do sistema.

Um trabalho que exemplifica a utilizagao da AFM foi o realizado por FENG e HUANGB
(2001), que ao utilizarem a microscopia eletronica de transmissdo perceberam que precisavam
utilizar outra técnica auxiliar para visualizar a superficie em nivel atomico da particula. Logo,
empregou a AFM visando um estudo morfolégico mais detalhado de nanoesferas de PLGA,
sendo possivel observarem as estruturas com resolugdo muito elevada da superficie das

particulas revelando a presenga de pequenas cavidades e de poros.

43 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS LIPiDICAS
SOLIDAS CONTENDO OU NAO O IBUPROFENO

A NLS sem farmaco ¢ NLS contendo 2, 3, 5, 10 ¢ 15% de IBU foram armazenadas na
temperatura ambiente e analisadas por 60 dias quanto ao didmetro médio de particula, Pdi e
potencial zeta.

Nas tabelas 11 a 16 encontram-se os resultados do diametro médio, Pdi ¢ Pz da NLS sem
farmaco e NLS contendo 2, 3, 5, 10 e 15 % de IBU, com os respectivos desvio padrdo da

amostragem em triplicata.

Tabela 11. Resultados das anélises de didmetro médio, Pdi e potencial zeta da NLS sem

farmaco (n=3)

Tempo (dias) Didmetro Médio Pdi Potencial Zeta
Particula (nm) (mV)
1 2233 (+£2,51) 0,438 (£0,027) -30,0 (£0,51)
7 227,6 (£ 1,01) 0,432 (= 0,01) -29,1 (£0,55)
15 2249 (£4,27) 0,422 (= 0,01) 27,3 (£0,32)
30 236,7 (£ 3,34) 0,454 (= 0,01) -29,6 (£ 0,26)
45 2440 (£ 2,30) 0,448 (£ 0,02) -28,6 (£0,53)
60 247.9(x 1,96) 0,458 (= 0,04) -29,8 (£ 0,01)

Observou-se nos resultados encontrados na tabela 11 que houve um leve aumento de
diametro médio das NLS, se estabilizando por volta dos 45 dias. O Pdi e o Pz mantiveram-se

praticamente constante durante o periodo de 60 dias.

Ana Claudia da Canha Depaoli



RESULTADOS E DISCUSSAO 61

Tabela 12. Resultados das andlises de didmetro médio, Pdi e potencial zeta da NLS

contendo 2% IBU (n=3)

Tempo (dias) Diimetro Médio Pdi Potencial Zeta
Particula (nm) (mV)

1 210,6 (£2,11) 0,423 (= 0,005) -26,8 (£0,25)
7 210,3 (+ 3,20) 0,464 (= 0,01) 24,1 (£ 0,4)
15 217,7 (£ 2,44) 0,47 (£0,02) -24.9 (+0,4)
30 208,3 (£ 1,56) 0,497 (£ 0,01) -25.8 (£0,56)
45 304,4 (+8,56) 0,554 (= 0,04) -24,6 (£0,53)
60 315,2(x 5,94) 0,564 (£ 0,04) -25.1 (£0,51)

Analisando-se os resultados obtidos de didmetro médio das particulas da NLS contendo
2% de IBU, que se encontram na tabela 12, houve um leve aumento do didmetro da particula. O
Pdi manteve-se constante em 60 dias. Na analise do Pz os resultados se mantiveram proximos

entres si.

Tabela 13. Resultados das anailises de didmetro médio, Pdi e potencial zeta da NLS

contendo 3% IBU (n=3)

Tempo (dias) Diametro Médio Pdi Potencial Zeta
Particula (nm) (mV)
1 226,3 (£8,20) 0,389 (£ 0,05) -30,4 (= 0,60)
7 249,7 (+10,21) 0,463 (+0,01) -24.1 (£ 0,40)
15 222,6 (£ 3,14) 0,425 (£ 0,01) -42.9 (£ 1,35)
30 210,0 (£ 1,88) 0,393 (£ 0,005) -37,0 (£0,40)
45 319,7 (£ 9,10) 0,488 (= 0,05) - 38,6 (£ 0,40)
60 343,7(= 3,14) 0,498 (+0,07) -37,1 (£ 0,50)

Analisando-se os resultados apresentados na tabela 13 pode-se observar que o didmetro
médio da NLS contendo 3% de IBU apresentou aumento com o tempo. Na andlise do Pdi
observou um leve aumento, mantendo-se constante por volta de 45 dias. Na anélise do Pz foi

possivel observar que ocorreu aumento do PZ com o passar do tempo.
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Tabela 14. Resultados das andlises de didmetro médio, Pdi e potencial zeta da NLS

contendo 5% IBU (n=3)

Tempo (dias) Diametro Médio Pdi Potencial Zeta
Particula (nm) (mV)

1 231,4 (= 1,48) 0,430 (£ 0,003) - 18,4 (£0,67)
7 195,4 (= 3,30) 0,453(=0,01) -21,4 (£ 0,40)
15 2142 (+4,81) 0.464(= 0,02) -29,7 (£ 0,80)
30 275,3 (£4,06) 0,478(= 0,01) -27,1 (£ 1,21)
45 326,8 (< 3,60) 0,504+ 0,01) -30,1 (£2,47)
60 346,3 (£ 14,01) 0,625(+ 0,08) -31,7 (£2,67)

As NLS contendo 5% de IBU apresentaram aumento do didmetro de particula conforme
resultados que se encontram na tabela 14. No decorrer do experimento foi possivel observar
que o Pdi da particula aumentou. Na analise do Pz observou-se que houve um aumento

gradativo do PZ com o decorrer do tempo.

Tabela 15. Resultado da andlise de didmetro médio, Pdi e potencial zeta da NLS contendo

10% IBU (n=3)

Tempo (dias) Diametro Médio Pdi Potencial Zeta
Particula (nm) (mV)
1 272,7 (+£8,62) 0,458 (£0,07) -193 (£0,61)
7 255,1 (= 7,80) 0,536 (£ 0,01) -253 (£0,50)
15 289,3 (+4,67) 0,543 (£ 0,06) -33,6 (£1,14)
30 296,4 (+2,15) 0,513 (£0,01) -25,6 (x1,44)
45 346,7 (£ 8,60) 0,576 (£ 0,11) -29,7 (£ 1,67)
60 341,8 (£2,55) 0,597 (£ 0,48) -30,0 (£2,03)
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Tabela 16. Resultados das anélises de didmetro médio, Pdi e potencial zeta da NLS

contendo 15% IBU (n=3)

Tempo (dias) Diametro Médio Pdi Potencial Zeta
Particula (nm) (mV)
1 312,1 (2 10,15) 0,520 (£ 0,10) -21,7(£0,47)
7 294,5 (+8,72) 0,481 (£ 0,03) -27,5 (£ 0,64)
15 316,3 (£27,40) 0,666 (= 0,01) -30,7 (£ 1,14)
30 348,1 (+8,47) 0,579 (= 0,03) -34,3 (£ 0,67)
45 377,0 (£6,50) 0,629 (£ 0,06) -32,1 (£2,03)
60 399,0 (= 3,02) 0,637 (£ 0,06) -339*1,67)

Foi possivel observar pela analise dos resultados que se encontram nas tabelas 15 ¢ 16
que as NLS contendo 10 e 15% de IBU apresentaram aumento do didmetro médio da particula.
E importante ressaltar que estas formulagdes possuem um maior didmetro de particula
comparado com as NLS contendo 2, 3 e 5% de IBU. Nao ocorreu diferenca significativa na
analise do Pdi com o decorrer do tempo para as concentragdes de 10 e 15% como pode ser
observado nas tabelas 15 ¢ 16. O Pz para as NLS contendo 10% de IBU foi de -19,3 a -30,0
mV no tempo de 1 a 60 dias e a concentracao de 15% foi de -21,7 a -33,9 mV. Logo houve um
aumento gradativo do PZ com o decorrer do tempo.

As figuras 20 a 22 apresentam os resultados obtidos do didmetro médio, Pdi e Pz das NLS
sem farmaco e NLS contendo 2, 3, 5, 10 € 15 % de IBU.

Figura 20. Comparac¢do do diametro médio das NLS sem farmaco e contendo 2, 3, 5, 10 e

15% de IBU em fung¢do do tempo
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Figura 21. Comparag¢do do indice de polidispersividade das NLS sem farmaco e contendo

2,3,5,10 e 15% de IBU em fung¢ao do tempo
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Figura 22. Comparagdo do potencial zeta das NLS sem farmaco e contendo 2, 3, 5, 10 e

15% de IBU em fungdo do tempo
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Foi possivel observar nas figuras 20 a

21 que ocorreu aumento do didmetro médio da

particula e Pdi das NLS sem e com farmaco, estabilizando apds 30 dias. Este fato ¢ comum

acontecer devido a técnica de obtencdo das NLS, na qual inicialmente obtém-se uma emulsao e

depois emprega-se uma energia necessaria para diminuir a energia interfacial do sistema para
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poder quebrar as goticulas em tamanhos nanométricos. Apds o processamento das NLS as
particulas tendem a entrar nas condi¢des de equilibrio, com isto ocorre aumento da energia
interfacial aumentando assim o tamanho da particula. Diante disto o aumento nos parametros
analisados em todas as formulagdes ocorre pelo fato que o sistema estd se rearranjando e
quando entram em equilibrio os parametros mantém-se constante. Este fendmeno geralmente
ocorre para nanosuspensdes e nanoparticulas lipidicas so6lidas que tem um nucleo soélido
(KOCBEK; BAUMGARTNER; KRISTL, 2006).

Foi possivel analisar na figura 22 que os valores obtidos do potencial zeta em funcao do
tempo das NLS mantiveram-se por volta dos — 25 a — 37 mV no periodo de 60 dias, indicando
uma boa estabilidade fisica das NLS.

Com isto as NLS sem farmaco ¢ contendo 2, 3, 5, 10 e 15% de IBU armazenadas na
temperatura ambiente (25 £ 3°C), apresentaram um sistema estavel termodinamicamente no

periodo de 60 dias.
44 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSCO)

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) ¢ uma técnica bastante empregada na
caracterizacdo das NLS pelo fato de fornecer informagdes sobre o estado fisico e o grau de
cristalinidade da amostra por meio do comportamento térmico. Esta técnica também possibilita
obter informacdes sobre o comportamento de fusdo e cristalinizacdo do material cristalino e,
por conseguinte, ¢ utilizada para avaliar o polimorfismo, a ordenagdo do cristal, misturas
eutéticas e/ou interagdes entre o lipidio e o farmaco (ZIMMERMANN; SOUTO; MULLER,
2005).

Para obten¢@o das curvas de DSC foi programado aquecimento e posterior resfriamento
para verificar a ocorréncia de possiveis interagdes do farmaco com os respectivos excipientes
das NLS e modificagdes durante o processo de producao das NLS.

A Figura 23 apresenta a curva de DSC de aquecimento e resfriamento obtida para o
farmaco ibuprofeno. Foi considerada como exotérmico a disposi¢do dos picos indicados no

sentido ascendente.
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Figura 23. Curva DSC do Ibuprofeno. Condi¢des experimentais: atmosfera de nitrogénio

50 mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no intervalo de 0 a 120°C
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A figura 23 exibe o dado do comportamento térmico do ibuprofeno, em que no evento de

aquecimento, o IBU apresenta um pico Unico, bem definido e endotérmico na temperatura de

78,07 °C (T-onset 75,55 °C) com entalpia de fusdo (AH) de 100,4 J/g. No resfriamento ndo

houve nenhum evento térmico. Estes resultados estdo de acordo com a literatura (XU et al.,

2004).

A Figura 24 mostra a curva de DSC da matéria prima GMS, utilizada para o

desenvolvimento da NLS.

Figura 24. Curva DSC do GMS, (A) Aquecimento (B) Resfriamento. Condic¢des

experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de

10°C/min no intervalo de 0 a 120°C
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No evento de aquecimento o GMS apresenta um pico de fusdo em 64,22 °C (T-onset
59,12 °C) e AH igual a 124,2 J/g. Na curva de resfriamento observa-se dois picos exotérmicos,
o primeiro em 52,39 °C e o segundo em 48,78 °C com AH -77,82 J/g referente a cristalizacao
do lipidio. O que corresponde com dados da literatura (YAJIMA et al., 2002).

ZIMMERMANN e colaboradores (2005) desenvolveram nanoparticulas lipidicas
solidas com o lipidio monoestearato de glicerila (Imwitor®™ 900) e verificaram pela curva de
DSC do lipidio que o ponto de fusao de 56-61°C diminuia o risco da formagao de “supercooled
melts” no processo de cristalinizagdo da matriz lipidica. Este fendmeno tem sido observado nos
triacilglicerol, pois possuem baixo ponto de fusdo e na cristalizacdo ndo formam matriz sélida e
sim sistemas liquidos super-resfriados.

Os resultados de DSC deste estudo mostraram que o ponto de fusdo do GMS ¢
relativamente alto, com isto ocorre a cristalinizagdo da matriz lipidica e conseqiientemente a
formagdo de nanoparticulas lipicas solidas. Segundo BUNJES e colaboradores (1998), a
formagdo de matriz cristalina na temperatura ambiente do GMS pode ser atribuida ao fato de
que o lipidio ¢ uma mistura complexa de triacilglicerol. Assim a tendéncia de formacdo de
“supercooled melts” em misturas de triacilglicerol ¢ bem menor comparado ao triacilglicerol
puro.

A figura 25 representa as curvas de DSC da mistura fisica GMS/IBU contendo 2, 3, 5, 10
e 15% de IBU em que a figura 25 (A) representa o primeiro evento de aquecimento e a figura
25 (B) o evento de resfriamento. A tabela 17 exibe os dados de temperatura de fusdo, T-onset,

AH e as curvas de DSC das misturas fisica GMS/IBU contendo 2, 3, 5, 10 e 15% de IBU.

Figura 25. Curva de DSC da mistura fisica GMS/IBU contendo 2, 3, 5, 10 e 15% de IBU,
(A) Aquecimento (B) Resfriamento. Condi¢des experimentais: atmosfera de nitrogénio 50

mL/min, razao de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no intervalo de 0 a 120°C
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Heat Flow (W/g)
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Nos valores listados na tabela 17 ¢é possivel observar que ocorreu diminui¢do na
temperatura onset da mistura fisica do GMS/IBU 2, 5, 10 e 15% de farmaco em relagdo ao
lipidio puro, porém para a concentragdo de 3% ocorreu leve aumento.

Houve diminui¢do na entalpia de fusdo obtida em relacdo a entalpia esperada para as
amostras, com exce¢do para o GMS/IBU 5 e 15% (Tabela 17). Todas as concentracdes
apresentaram alargamento do pico como mostra na figura 25 (A), sendo mais acentuado para as
concentragdes maiores (10 e 15%).

O efeito do alargamento do pico acontece devido formagao da mistura do GMS com IBU.
Este efeito ¢ mais evidente nas concentragdes maiores de farmaco (10 e 15%). Além disso, ndo
se observou evento de fusdo do IBU na mistura fisica, estes resultados demonstram que o
farmaco esta solubilizado no lipidio, o que correlaciona com o teste de solubilidade do lipidio

descrito no item 4.1.1.

Tabela 17. Dados de DSC da mistura fisica de GMS/IBU contendo o ponto de fusdo,

temperatura onset e os valores de entalpias

Componente Ponto de Fusao(°C)| Onset (°C) AHJobtido] (J/g) | AH[esperado] (J/g)
GMS 64,22 59,12 124,2 -
GMS/2%IBU 63,55 56,39 112,8 121,1
GMS/3%IBU 66,01 60,77 110,6 120,5
GMS/5%IBU 63,53 55,56 123,7 118,0
GMS/10%IBU 65,27 58,19 108,0 111,8
GMS/15%IBU 63,24 55,85 107,5 105,5

Na tabela 18 observa-se que na cristalizacdo da mistura fisica ocorre um Unico pico
exotérmico diferindo do GMS puro que acontece em dois eventos e também ocorre uma
diminuicdo na temperatura onset para todas as amostras.

Observa-se na figura 25 (B), que ocorreu uma diminuicdo da entalpia de cristalizagcdo
obtida em relacdo a entalpia esperada para todas as amostras, porém, para a mistura fisica de
IBU 15% a diminui¢ao foi bem acentuada e a caracteristica do pico foi alterada. A cristalizagao

do GMS foi dificultada pela presenga de IBU, demonstrando a solubiliza¢do deste no lipidio.
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Tabela 18. Dados de DSC da mistura fisica de GMS/IBU contendo a cristalizagao,

temperatura onset e os valores de entalpias

Componente Cristalizacao(°C) Onset (°C) AH]obtido] (J/g) | AH|esperado] (J/g)
GMS 52,39 48,78 | 53,32 | 53,37 - 717,82 -
GMS/2%IBU 49,46 51,59 - 64,52 - 75,87
GMS/3%IBU 48,54 52,39 - 71,95 - 75,49
GMS/5%IBU 47,54 49,88 - 72,35 - 73,93
GMS/10%IBU 45,32 50,87 - 65,27 - 70,04
GMS/15%IBU 24,96 35,05 - 33,90 - 66,15

A Figura 26 mostra a curva de DSC da matéria prima FSH, utilizada para o

desenvolvimento da NLS.

Figura 26. Curva de DSC da FSH, (A) Aquecimento (B) Resfriamento. Condigdes
experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de 10

°C/min no intervalo de 0 a 120°C

Heat Flow (Wg)
Heat Flow (Wig)

Na Figura 26 observa-se que a FSH possui dois picos menos intensos entre 65,01°C e

70,16 °C e um pico intenso em 80,10°C (T-onset 76,53°C) que ¢ referente a fusao da FSH, com

AH32,56 J/g. No resfriamento observa-se um unico pico que se encontra em 80,81°C com AH -

26,30 J/g. Observa-se que a fusdo e cristalizacdo da FSH foram & mesma temperatura e com
AH parecidos.

A figura 27 representa as curvas de DSC da mistura fisica FSH/IBU contendo 2, 3, 5, 10 e

15% de IBU em que a figura 27 (A) representa o primeiro evento de aquecimento e a figura 27
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(B) o evento de resfriamento. A tabela 19 exibe os dados de temperatura de fusdo, T-onset, AH

e as curvas de DSC das misturas fisicas FSH/IBU contendo 2, 3, 5, 10 e 15% de IBU.

Figura 27. Curva de DSC da mistura fisica FSH/IBU contendo 2, 3, 5, 10 e 15% de IBU,
(A) Aquecimento (B) Resfriamento. Condigdes experimentais: atmosfera de nitrogénio 50

mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no intervalo de 0 a 120°C

02 08 B
T FHB 4 P
FSHHBUI% | FSHvBUI%
' ———=  FSH+BUS

Heat Flow (w/g)
Heat Flow (Wig)
°

Como demonstra na tabela 19 o AH obtido ¢ maior do que o esperado para todas as
misturas fisicas de FSH/IBU contendo farmaco.

Observa-se na figura 27 (A) que ocorreu mudanga dos eventos em relagdo a curva da
FSH pura. Para a mistura fisica de 2, 3 ¢ 5% de IBU o primeiro pico presente na curva ¢
levemente alargado e para 10 e 15% de IBU a mudanga foi mais significativa, na qual o
primeiro pico ¢ acentuadamente alargado e o segundo pico que era responsavel pela fusdo da

FSH diminui. Com isto € possivel observar que o IBU solubiliza na FSH.

Tabela 19. Dados de DSC da mistura fisica de FSH/IBU contendo o ponto de fusdo,

temperatura onset e os valores de entalpias

Componente Ponto de Fusao(°C) Onset (°C) AHJobtido] | AH[esperado]
Total (J/g) Total (J/g)
FSH 65,01 | 70,16 | 80,10 | 63,73 | 68,43 | 76,53 32,56 -
FSH/2%IBU | 55,50 | 70,83 | 80,61 | 48,02 | 69,26 | 76,44 47,79 37,79
FSH/3%IBU | 54,98 | 70,56 | 80,34 | 43,67 | 69,25 | 76,59 52,23 38,73
FAH/5%IBU | 56,38 | 70,63 | 80,53 | 45,06 | 69,37 | 76,92 45,58 42,26
FSH10%IBU 57,58 80,79 42,24 78,53 59,31 49,52
FSH15%IBU 57,59 81,00 42,59 78,90 65,85 55,17
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Na Figura 27 (B) pode-se observar que no resfriamento a FSH pura apresentou um tnico

evento e na mistura fisica em todas as concentragdes de IBU houve mudanga dos eventos

formando mais de um pico de cristalizagao.

Pode-se observar também na tabela 20 que a entalpia de cristalizagao obtida foi maior que

a esperada para todas as concentragdes o que evidencia a solubiliza¢ao do IBU com a FSH.

Tabela 20. Dados de DSC da mistura fisica de FSH/IBU com 2, 3, 5, 10 e 15% do

farmaco, contendo a cristalizagdo, temperatura onset e os valores de entalpias

FSH | FSH/IBU2 FSH/IBU3 FSH/IBUS FSH/IBU10 | FSH/IBU15
Cristalizagio 80.81 | 28.57/56.75/74,.89 | 26,01/53.63/76,61 | 25.65/37.16/49.37/60.62/80.76 | 3¢ 14 24.99
(Y ®)
Onset (°C) 82,68 | 32,12/58,61/77,50 | 32.72/59.52/78.65 | 29.45/42.01/53,72/61,67/85.22 | 4048 35,08
AH|[obtido] (J/g)
26,30 -49,07 -50,16 -49,69 236,40 -32,78

AH d

lesperadol - -2428 2391 22,54 19,72 17,53
Total (J/g)

Para melhor investigar o primeiro pico presente na curva da mistura fisica da FSH/IBU,

analisou-se a curva de DSC da FSH/BU na propor¢ao 50/50. A figura 28 representa a curva de

DSC da mistura fisica FSH:IBU 50:50, na qual a primeira curva ¢ o aquecimento (A), a

segunda representa o resfriamento (B), e a terceira o reaquecimento (C).
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Figura 28. Curva de DSC da mistura fisica FSH/IBU 50/50, Aquecimento (A)
Resfriamento (B) Reaquecimento(C). Condigdes experimentais: atmosfera de nitrogénio 50

mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no intervalo de 0 a 120°C
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Conforme ilustrado na figura 28 pode-se observar dois eventos endotérmico na curva de
aquecimento em 54,70 °C e 74,68 °C com AH 73,03 J/g. O evento de resfriamento apresentou
um pico exotérmico em 16,53 °C com AH -22,06 J/g, apresentando similaridade com a curva da
FSH+IBU 15%. E no reaquecimento apresentou um unico pico em 25,12 °C com AH 44,84 J/g.
Assim, a curva da mistura fisica FSH/IBU na propor¢do de 50/50 demonstrou que o pico
endotérmico em 54,70°C na curva de aquecimento ndo representa o ponto de fusdo da FSH ou
do IBU, sendo a formacdo de um novo pico com a interagdo dos componentes. A curva de
reaquecimento evidencia a formagdao de um novo pico. Contudo além do IBU solubilizar na
FSH, ele possui forte interacdo com a FSH e quando aumenta a concentragdo de IBU fica mais
evidenciada esta interacao.

A Figura 29 mostra a curva de DSC do P-188 que ¢ o ultimo excipiente presente na

formulacgao.
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Figura 29. Curva de DSC do P-188, (A) Aquecimento (B) Resfriamento. Condigdes

experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de 10

°C/minno intervalo de 0 a 120°C
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Conforme ilustrado na figura 29 pode-se observar um unico pico endotérmico em 54,77°C

(T-onset 50,86 °C com AH101,5 J/g). O evento de resfriamento apresentou um pico exotérmico

em 32,25 °C, referente a cristalizacdo do P-188 e AH -91,59 J/g. Estas temperaturas coincidem

com o ponto de fusdo do tensoativo (ROWE; SHESKEY; QUINN 2009).

Figura 30. Curva de DSC da mistura fisica P-188/IBU contendo 2, 3, 5, 10 e 15% de

IBU, (A) Aquecimento (B) Resfriamento. Condicdes experimentais: atmosfera de nitrogénio 50

mL/min, razao de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no intervalo de 0 a 120°C
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Na tabela 21 pode-se observar que a mistura fisica contendo 2% de IBU tem o ponto de

fusdo bem proximo do P-188 puro e a entalpia de fusdo obtida € maior que a esperada. Para as

outras mistura fisica conforme aumentou a concentracdo de farmaco a temperatura de fusdo
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diminuiu de 3,91 °C para 6,4 °C referente ao P-188 puro e a mistura fisica contendo 15% de
IBU.

Na figura 30 (A) observa-se também que ocorreu alargamento do pico de fusdo, na
mistura fisica contendo 10 e 15% de IBU. Estes resultados demonstram que o IBU solubilizou-
se no P-188, sendo mais evidente com maior quantidade de farmaco.

Resultados diferentes foram encontrados por PASSERINI e colaboradores (2002), na
qual verificaram na curva fisica de DSC do ibuprofeno com poloxamer - 188 que tanto o pico
de fusdao do IBU e do P-188 ndo aparecia € um novo pico endotérmico surgia com ponto de
fusdo de 37,6 °C (T.onset 33,8 °C). Este resultado sugere que ocorre a formagao de um sistema
eutético na mistura fisica do IBU com o P-188. Para confirmar esta hipotese os autores
analisaram a curva de DSC com razao diferente da mistura fisica na proporcao de 100:0 a 0:100
de IBU:P-188. A proporcao de 90:10 e 60:40 foram similares demonstrando a formagao do
sistema eutético, pois apresentou dois picos endotérmicos, sendo o primeiro em 35,3 °C
caracteristico do ponto de fusdo da mistura eutética e o segundo corresponde a fusdo do
farmaco. Portanto os autores concluiram que quando diminuia a propor¢do de farmaco a
formacao do sistema era mais evidente, sendo que as propor¢des de 30:70 e 15:85 apresentaram

um Unico pico representando a formacao da mistura eutética.

Tabela 21. Dados de DSC da mistura fisica P-188/IBU contendo o ponto de fusdo,

temperatura onset e os valores de entalpias

Componente Ponto de Fusao(°C)| Onset (°C) | AH|obtido] (J/g) | AH[esperado] (J/g)
P-188 54,77 50,86 101,5 -
P-188/2%IBU 54,31 49,47 95,51 93,70
P-188/3%I1BU 53,76 49,63 87,49 92,27
P-188/5%IBU 53,07 45,27 86,10 87,00
P-188/10%IBU 53,03 42,40 88,11 76,13
P-188/15%IBU 50,47 44,07 84,43 67,66

Na Figura 30 (B) observa-se que ocorreu deslocamento e alargamento do pico de
cristalizacdo com o aumento de concentragdo de IBU na mistura fisica em relagao ao P-188
puro, porém com a concentragdo de 15% ocorreu uma mudanca dos eventos mais acentuada.

Observa-se na tabela 22 que ocorreu uma diminui¢ao na temperatura inicial em relagcdo ao

evento de cristalizagdo do P-188 puro para a mistura contendo 15% de IBU de 2,99 °C para
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8,57 °C respectivamente. Ocorreu assim uma desorganizagdo dos eventos da curva de DSC do
P-188 devido a alta concentracao de farmaco.

Também foi possivel observar que a mistura fisica com 2 e 15% de IBU tem entalpia de
cristalizacdo obtida maior que a esperada, porém nao ¢ um aumento significativo. Para as

outras mistura fisica a entalpia de fus@o obtida foi menor que a esperada.

Tabela 22. Dados de DSC da mistura fisica P-188/IBU contendo a cristalizacdo,

temperatura onset e os valores de entalpias

Componente Cristalizacao(°C) Onset (°C) AHJobtido] (J/g) | AH[esperado] (J/g)
P-188 32,25 35,24 -91,59 -
P-188/2%IBU 30,65 33,95 - 85,61 - 84,55
P-188/3%IBU 29,07 32,70 -79,33 - 83,26
P-188/5%IBU 26,45 29,73 - 73,64 - 78,50
P-188/10%IBU 21,44 25,58 - 59,69 - 68,70
P-188/15%IBU 7,52 16,09 -31,23 - 61,05

A figura 31 ilustra a curva de DSC da mistura fisica (P-188/FSH/GMYS) utilizadas para o
desenvolvimento da NLS. A andlise separada de cada componente utilizado na obtencdo das
NLS ¢ importante para posterior andlise destes componentes em conjunto na mistura fisica e
nas NLS que passaram por um processo de aquecimento e sonica¢do. E possivel, a partir da

analise separada, inferir os picos que, se alterados, demonstram a intera¢do entre componentes.

Figura 31. Dados do DSC da mistura fisica (P-188, FSH e GMS), (A) Aquecimento (B)
Resfriamento. Condigdes experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de

aquecimento e resfriamento de 10° C/min no intervalo de 0 a 120°C
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No evento de aquecimento da figura 31 (A), a mistura fisica (P-188, FSH e GMS)
apresenta trés picos de fusdo. O primeiro em 51,03 °C com AH igual a 2,018 J/g, representa o
pico de fusdo do P-188. O segundo e terceiro pico apresenta fusdo em 63,00 °C e 65,67 °C
respectivamente, com AH 77,15 J/g, representando o ponto de fusdo do GMS e FSH. Sugere-se
que houve uma interagdo entre 0o GMS e a FSH e que o P-188 tem uma leve interagdo com o
GMS, pois, a entalpia de fusdo total de todos os eventos que ocorre na mistura fisica (P-
188/GMS/FSH) aumenta se comparada as entalpias de fusao das matérias primas pura, como
pode ser observados nos valores da tabela 23.

Na curva de resfriamento observam-se trés picos exotérmicos (Figura 31 (B)). O primeiro
e o segundo pico em 50,79 °C e 57,27 °C com AH -62,81 J/g referente GMS e FSH
respectivamente. O terceiro pico ¢ em 22,80 °C com AH -8,027 J/g referente a matéria prima P-
188. Ocorreu diminui¢ao da temperatura onset do GMS e FSH na mistura fisica em relagdo a
matéria prima pura, mostrando a forte interacao destes lipidios de diferentes estruturas.

A figura 32 representa o evento endotérmico e exotérmico das MF (P-188/FSH/GMS)

contendo concentragoes crescentes de farmaco.

Figura 32. Curva DSC da mistura fisica P-188/FSH/GMS contendo 2, 3, 5, 10 3 15% de
IBU, (A) Aquecimento (B) Resfriamento. Condi¢des experimentais: atmosfera de nitrogénio 50

mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no intervalo de 0 a 120°C
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Conforme ilustrado na figura 32 (A) a MF contendo 2% de IBU possui trés eventos
endotérmicos caracteristicos da mistura fisica pura. As concentragdes de 3, 5, 10 e 15% de IBU
apresentam dois picos endotérmicos, sendo que os picos da FSH e GMS se fundiram de forma

simultanea.
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Tabela 23. Dados de DSC da mistura fisica (P-188/FSH/GMS) e da mistura fisica

contendo fairmaco com o ponto de fusdo, temperatura onset ¢ os valores de entalpias

Componente Ponto de Fusao (°C) Onset (°C) AH|obtido] AH]esperado]
(J/g) Total Total (J/g)
MF 51,03 | 63,00 | 65,67 47,95 57,82 117,00 102,77
MF/2%IBU | 49,20 | 64,15 | 65,28 | 45,00 59,87 98,29 100,82
MF/3%IBU 49,59 65,83 44,55 59,78 95,38 100,44
MF/5%IBU 49,28 64,06 45,03 59,38 104,05 98,88
MF/10%IBU 49,91 64,74 47,02 58,96 90,23 95,00
MF/15%IBU 49,41 64,33 44,24 58,73 94,07 91,12

No processo de cristalizacdo da mistura fisica contendo IBU foi possivel observar que a
mistura fisica contendo 10 e 15% de farmaco apresentaram desorganizacdo dos eventos da

curva conforme mostra na figura 32 (B).

Tabela 24. Dados de DSC da mistura fisica (P-188/FSH/GMS) e da mistura fisica

contendo farmaco com a cristalizagdo, temperatura onset e os valores de entalpias

Componente Cristalizaciao (°C) Onset (°C) AHJ[obtido] | AH[esperado]
Total (J/g) Total (J/g)
MF 22,80 | 50,79 | 57,27 | 27,40 | 50,79 | 57,27 -80,09 -79,41
MFE2%IBU | 19,76 | 49,64 | 60,66 | 24,53 | 52,59 | 63,14 - 68,02 -69,52
MF/3%IBU | 21,01 | 49,05 | 56,45 | 27,53 | 52,45 | 61,85 - 68,57 -69,28
MF/5%IBU | 20,06 | 48,49 | 56,67 | 24,66 | 51,81 | 62,85 - 72,51 -68,31
MF/10%IBU | 17,04 | 45,90 | 57,01 | 21,62 | 48,73 | 58,27 - 63,30 -65,87
MF/15%IBU | 20,85 | 45,23 | 56,46 | 25,46 | 47,94 | 58,08 - 66,40 -63,45

A curva de DSC da NLS sem farmaco foi feita com o intuito de avaliar as condigoes
aplicadas no processo de desenvolvimento das NLS e a interagdo dos excipientes quando a
amostra ¢ aquecida e sonicada. Logo a curva de DSC da mistura fisica antes do processamento
foi comparada com a curva de DSC das NLS apds processamento para observar as possiveis
interagdes ocorridas entre os excipientes.

A figura 33 mostra a curva de DSC da NLS sem farmaco.
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Figura 33. Curva DSC da NLS sem farmaco, (A) Aquecimento (B) Resfriamento.
Condigdes experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de aquecimento e

resfriamento de 10 °C/min no intervalo de 0 a 120°C
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No evento de aquecimento a NLS sem farmaco apresenta dois eventos endotérmicos em
46,83 °C (T-onset 43,01 °C) com AH igual a 18,31 J/g e 65,19 °C (T-onset 61,88 °C) com AH
igual a 45,19 J/g.

Foi possivel comparar a curva de DSC da mistura fisica com a NLS sem farmaco e
observar que as condi¢des aplicadas no processo de desenvolvimento da NLS, aquecimento e
sonicac¢ao, diminuiram a interagdo do GMS com o P-188 devido ao aumento da entalpia do
pico de fusdao do P-188 de 16,29 vezes em relagdo a entalpia do P-188 presente na mistura
fisica (P-188/FSH/GMS). O aumento da entalpia de fusdo do P-188 nas NLS em relagdo a
mistura fisica apds o processamento indica que este componente esta revestindo a matriz
lipidica, pelo fato que o P-188 ndo esta interagindo fortemente com a matriz. (SOUZA et al.,
2012).

O segundo pico endotérmico apresentou diminui¢do de entalpia da mistura fisica para a
NLS de 31,96 J/g conforme ilustrado nas figuras 31 e 33. Nota-se que ocorreu mudanga na
curva de DSC da NLS em relag@o a mistura fisica (P-188/FSH/GMS), na qual, ocorreu a fusdo
simultanea do segundo pico endotérmico mostrando forte interacdo da FSH com o GMS. Este
fato ¢ devido a mistura de lipidios de diferentes comprimentos de cadeia carbonica e diferentes
estruturas possuirem solubilidade matua (BUNJES; WESTESEN; KOCH, 1996; JENNING;
THUNEMANN; GOHLA, 2000).
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Na curva de resfriamento € possivel observar trés picos exotérmicos, o primeiro evento
ocorre em 60,39 °C com AH igual a -23,70 J/g, o segundo com ponto de cristalizagdo em 48,56
°C com AH -19,59 J/g e o terceiro em 27,77 °C com AH igual a -18,24 J/g.

Observa-se que a curva exotérmica da NLS apresenta estrutura diferenciada em relagdo a
curva da mistura fisica, mostrando a interacdo entre os excipientes presentes na NLS apods o
processamento (ANGELIERI, 2013).

A figura 34 representa o evento endotérmico e exotérmico das NLS sem e contendo

concentracoes crescentes de farmaco.

Figura 34. Curva DSC da NLS/IBU contendo 2, 3, 5, 10 e 15% de IBU, (A) Aquecimento
(B) Resfriamento. Condi¢des experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de

aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no intervalo de 0 a 120°C
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No evento de aquecimento observado na figura 34 (A) ocorre deslocamento e alargamento
do pico das NLS contendo 5, 10 e 15% de IBU. A entalpia de fusdo contendo todas as
concentracdes de farmaco ¢ menor que a entalpia esperada. Com isto, € possivel observar que,
com o aumento da quantidade de farmaco, maior ¢ a interacdo do IBU com os componentes da
NLS.

Pudemos observar que ndo aparece o pico de fusdo do IBU na curva de DSC, mostrando
que os cristais do farmaco solubilizaram no GMS e na FSH, sendo que o IBU possui maior
interacdo com a FSH, logo podemos inferir que o farmaco estd molecularmente disperso na
matriz lipidica. Resultados semelhantes foram observados por SILVA e colaboradores (2011)
na qual primeiramente realizaram o estudo de solubilidade do lipidio para o desenvolvimento
de nanoparticulas lipidicas solidas contendo risperidonas (RISP), o Imwitor”™ 900 foi escolhido.

Para confirmar o teste de solubilidade, foi realizada analise de DSC da mistura fisica do lipidio
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contendo 1, 2, e 3% de RISP. Observaram que ocorreu a diminui¢do da temperatura onset ¢ do
ponto de fusdo da mistura fisica e houve alargamento do pico, sendo mais acentuado com o
aumento da concentracdo de farmaco no lipidio, além disso, ndo houve evento de fusdo da
RISP na mistura fisica. Estes resultados confirmaram que o farmaco estava solubilizado no
lipidio. Além disto, analisaram a curva DSC da NLS com e sem firmaco para investigar a
incorporagdo do fairmaco. Foi possivel confirmar que a RISP estava dispersa na fase lipidica
porque o pico tipico de fusdo do farmaco nao foi detectado.

ZIMMERMANN e colaboradores (2005) investigaram a interacdo do farmaco RMEZ98
na matriz lipidica, na qual foi realizada anélise de DSC da mistura fisica (RMEZ98 + Imwitor”
900) contendo 5 10, 15, 20, 25 e 30% do farmaco. Observaram que ocorreu uma diminui¢ao da
temperatura onset e ocorreu mudanca dos eventos, sendo mais evidenciada com o aumento da
concentracao de farmaco. Sendo assim, puderam afirmar que o fAirmaco possui interagdo com o

lipidio e esta interacdo aumenta com o aumento da concentracdo de RMEZ98.

Tabela 25. Dados de DSC da NLS sem e com farmaco (2, 3, 5, 10 ¢ 15% de IBU), com o

ponto de fusdo, temperatura onset e os valores de entalpias

Componente Ponto de Fusao(°C) Onset (°C) AH[obtido] AH]esperado]
Total (J/g) Total (J/g)
NLS 46,83 65,19 43,01 61,88 88,21 102,77
NLS/2%IBU 47,30 64,13 42,84 | 60,88 96,99 100,82
NLS/3%IBU 4731 65,92 42,08 | 61,00 90,30 100,44
NLS/5%IBU 44 85 64,15 40,68 | 59,67 87,01 98,88
NLS/10%IBU 45,33 61,66 40,74 | 54,01 76,59 95,00
NLS/15%IBU 45,82 62,64 40,99 | 53,28 69,83 91,12

Na figura 34 (B) observa-se que as NLS com concentracdes de 10 e 15% de IBU possuem
desorganizacdo dos eventos na curva de cristalizacdo comparado com a NLS sem farmaco,
evidenciando assim, que conforme aumenta a concentragdo do fArmaco maior ¢ a interagdo com

os componentes da formulacgao.
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Tabela 26. Dados de DSC da NLS sem e com farmaco com a cristalizagdo, temperatura

onset e os valores de entalpias

Componente Cristalizacao (°C) Onset (°C) AHJobtido] | AH]|esperado]
Total (J/g) Total (J/g)
NLS 27,77 | 48,56 | 60,39 | 30,99 | 51,74 | 61,99 - 78,71 - 70,74
NLS/2%IBU 28,99 | 51,68 | 59,63 | 32,46 | 52,77 | 60,39 - 90,36 - 69,52
NLS/3%IBU 26,12 | 51,34 | 60,51 | 28,86 | 52,23 | 61,75 - 78,08 - 69,28
NLS/5%I1BU 24,12 1 49,84 | 60,00 | 27,61 | 51,35 | 60,76 - 93,51 - 68,31
NLS/10%IBU | 22,54 | 47,11 | 57,95 | 26,22 | 50,36 | 59,30 - 78,21 - 65,87
NLS/15%IBU | 21,35 | 44,15 | 56,01 | 24,76 | 49,43 | 58,00 - 59,66 - 63,45

4.5 TERMOGRAVIMETRIA

A termogravimetria (TG) é uma técnica na qual a variagdo de massa de uma substancia ¢
medida em fungdo da temperatura, enquanto ¢ submetida a uma programacao controlada de
temperatura (TOMASSETI; CAMPANELLA; AURELL 1989).

Neste estudo a TG foi realizada com os objetivos de avaliar a estabilidade térmica do
farmaco encapsulado nas NLS e das NLS contendo farmaco comparado a NLS sem farmaco,
assim como avaliar a temperatura de degradagdo dos excipientes e das NLS e complementar as
informacdes obtidas da curva de DSC.

A Figura 35 mostra a curva TG/DTG do ibuprofeno.

Figura 35. Curva de TG/DTG do ibuprofeno. Condi¢des experimentais: atmosfera de
nitrogénio 50 mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no intervalo

temperatura ambiente a 600°C
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Na figura 35 ¢ possivel observar que ocorre perda total de massa de 100,2% em um Unico
evento térmico entre as temperaturas de 147,16 e 259,14 °C. Segundo XU e colaboradores
(2004) este fato acontece devido a vaporizagao do ibuprofeno. Outros pesquisadores tais como,
LERDKANCHANAPORN e DOLLIMORE (2000), tém estudado o processo de vaporizagao
do ibuprofeno com mais detalhes. Foi descoberto que o processo de vaporizagdo ¢ um processo
caracteristico de ordem zero, pois em qualquer temperatura especificada a taxa de vaporizagio
de uma superficie uniforme sera um valor constante.

Desta forma, pode-se verificar que o IBU ¢ estavel termicamente até a temperatura de
147,16 °C, pois até esta temperatura ndo ocorre perda de massa.

A figura 36 mostra as curvas de TG dos excipientes, FSH, GMS, P-188.

Figura 36. Curvas de TG dos excipientes: FSH, GMS e P-188. Condi¢des experimentais:
atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de 10 °C/min no

intervalo temperatura ambiente a 600 °C
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Tabela 27. Porcentagem de perda de massa das curvas de TG da FSH, GMS e P-188

Componente | T°Cinicial/T°C | Perda de | T°Cinicial/T° | Perda de | T°Cinicial/ T°C | Perda de
final Massa (%) | C final Massa (%) | final Massa (%)
FSH 36,39/ 72,71 3,35 107,7/283,4 9,63 285,8/392,9 72,07
GMS 109,0/300,9 23,01 302,7 /4462 73,31 - -
P-188 330,6/419,2 96,34 - - - -
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Na tabela 27 observa-se que a FSH possui trés eventos, na qual a perda de massa inicial é
de 3,35% sendo irriséria e ocorre na temperatura entre 36,39 - 72,71 °C. Esta pequena perda de
massa pode ser sugerida devido a perda da dgua presente na FSH absorvida pela umidade do ar,
ou, de algum residuo de solvente organico presente na amostra referente ao processo de
obtencdo da FSH. A ultima etapa apresenta uma perda da massa de maior intensidade e
acontece em temperatura elevada, provavelmente ocorre devido a degradagdo da FSH, como
pode ser observado na figura 36.

Os eventos que acontecem para os excipientes GMS e P-188 podem estar relacionados
com a degrada¢ao das respectivas matérias primas (Tabela 27).

Diante disto, ¢ possivel observar que a faixa de temperatura utilizada para o
desenvolvimento da NLS (75°C) ¢ inferior aos eventos térmicos apresentados pelos
excipientes, sendo estes adequados para a producao da formulagao.

As figuras 37 e 38 representam as curvas de TG/DTG da mistura fisica (P-188/FSH/GMS)

sem farmaco ¢ a curva TG da MF (P-188/FSH/GMS) contendo farmaco respectivamente.

Figura 37. Curva TG/DTG da mistura fisica (P-188/FSH/GMS) sem farmaco. Condigdes
experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de

10°C/min no intervalo temperatura ambiente a 600 °C
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Figura 38. Curva TG da mistura fisica (P-188/FSH/GMS) com 2, 3, 5, 10 e 15% de IBU.
Condigdes experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de aquecimento e

resfriamento de 10 °C/min no intervalo temperatura ambiente a 600 °C
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Tabela 28. Porcentagem de perda de massa das curvas de TG para IBU, MF (P-
188/FSH/GMS) e MF (P-188/FSH/GMS) contendo2, 3, 5, 10 ¢ 15 de IBU%

Componente T°Cinicial/T°C final Perda de Massa (%)

IBU 147,2 /259,1 100,20

MF sem farmaco 196,2/410,5 93,07
MF+IBU2% 193,2 / 406,8 90,99
MF+IBU3% 195,0/410,1 94,34
MF+IBUS5% 201,0/403,8 93,19
MF+IBU10% 175,6 /4123 94,451
MF+IBU15% 157,5/417,1 97,78

Observou-se nos resultados apresentados na tabela 28 que a perda de massa da MF (P-
188/FSH/GMS) sem e com farmaco ocorreu em um Unico evento, em temperatura acima da
temperatura na qual foi realizada o desenvolvimento da formulag¢do. Observou-se também que
na curva TG da MF (P-188/FSH/GMS) contendo fairmaco, conforme aumentou a quantidade de
farmaco, maior foi a perda de massa (%) com uma diferenca de 6,79 % em relacio a MF
contendo 2% para a de 15%. Portanto foi possivel observar a presenca do IBU na MF.

As figuras 39 e 40 representam a curva de TG da NLS sem farmaco e NLS contendo 2, 3,
5,10 e 15% de IBU.
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Figura 39. Curva TG da nanoparticula lipidica solida sem farmaco. Condigdes

experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de aquecimento e resfriamento de

10°C/min no intervalo temperatura ambiente a 600°C

Figura 40. Curvas de TG da NLS+IBU2%, NLS+IBU3%, NLS+IBU5%, NLS+IBU10%

e NLS+IBU15%. Condi¢des experimentais: atmosfera de nitrogénio 50 mL/min, razdo de
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Tabela 29. Porcentagem de perda de massa das curvas de TG para IBU, NLS e NLS+IBU
2,3,5,10e 15%

Componente T°Cinicial/T°C Perda de T°Cinicial/T°C final Perda de
final Massa (%) Massa (%)

IBU 147,2 /259,1 100,20 - -

NLS sem farmaco 183,5/416,5 94,25 - -
NLS+IBU2% 201,6 /281,5 13,36 288,8 /4150 77,75
NLS+IBU3% 205,3/280,3 14,23 286,4 / 406,8 76,20
NLS+IBU5% 210,1/288,2 12,80 297,9/ 421,8 78,82
NLS+IBU10% 150,8 /279,7 15,60 285,8 /4129 77,67
NLS+IBU15% 150,2 /2579 13,10 261,6/428.,0 82,56

Conforme ilustrado na figura 39 a perda de massa da NLS sem farmaco ocorreu em um
unico evento em temperatura acima do desenvolvimento da formulagdo. Porém, quando o
farmaco foi adicionado a formulacdo ocorreu aumento na estabilidade térmica das
nanoparticulas, comparado com as NLS sem farmaco, devido ao aumento da temperatura de
degradagdo da NLS contendo IBU (Figura 39).

Foi possivel observar nas curvas TG do IBU e das NLS contendo farmaco, como
representado na tabela 29, o aumento da estabilidade térmica do farmaco quando incorporado
ao sistema, devido a perda de massa iniciar-se em temperaturas superiores a do IBU o que
comprova que a incorporagdo do IBU nas NLS evita a vaporizacao do farmaco.

Foi possivel comparar a curva TG da mistura fisica (P-188/FSH/GMS) e NLS contendo 2,
3,510 e 15% de IBU, como ilustrado nas figuras 38 e 40, em que a MF com IBU apresentou
um unico evento e a NLS com farmaco apresentou dois eventos térmicos. OLIVEIRA e
colaboradores (2013) analisaram a interagdo do fadrmaco e polimero através da analise
termogravimétrica das misturas fisicas e das microparticulas de (PLGA) contendo diferentes
concentragdes de metotrexato. Foi observado que o aumento da interagdo do firmaco com a
matriz lipidica era devido a menor similaridade entre as curvas TG da mistura fisica e das
microparticulas. Portanto a diferenga da curva TG da MF e NLS com farmaco neste estudo,
certifica que o IBU encontra-se incorporado a matriz lipidica e conforme aumentou a

concentracao do IBU, maior foi esta interagao.
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A degradacdo da NLS sem e com farmaco ocorreu somente em altas temperaturas como
mostram as curvas TG na tabela 29, sendo esta temperatura superior a utilizada para o

desenvolvimento da formulagao.

4.6 AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO IBU EM TAMPAO FOSFATO DE
POTASSIO 0,1M; PH 7,4

A solubilidade do IBU em tampao fosfato 0,1 M; pH 7,4 foi de 4,89 mg/mL, o farmaco
apresentou concentracao dez vezes maior, caso passasse pela membrana sintética 100% do IBU
liberado da nanoparticula, para manter as condi¢des de ndo satura¢do (condigdes “sink) a
concentracdo do farmaco ndao deve exceder 10% da solubilidade de saturacdo da solugdo

receptora (OECD, 2004).

4.7 ESTUDO IN VITRO DE LIBERACAO DO IBUPROFENO INCORPORADO NAS
NLS

O teste de liberacao in vitro foi realizado com as formulagoes contendo 2, 3, 5, 10 ¢ 15%
de IBU e solucdo de ibuprofeno que foi utilizada como controle neste experimento. O teste
permitiu verificar a quantidade liberada do IBU em um intervalo especifico de tempo, de modo
a caracterizar o perfil de liberacdo do farmaco.

As tabelas 30 a 34 apresentam a quantidade real de farmaco liberado (Q real) em
determinado tempo que foi determinado pela equagdo 7 descrita no item 3.2.7. Em seguida
calculou-se a média (n=6) da quantidade liberada em funco da 4rea de exposicdo pg/cm’.
Calculou-se também a porcentagem liberada por cm” e o desvio padrio relativo (DPR), sendo
que os valores de DPR para todas as formulagdes foram inferiores 10% (USP, 2009). Todos
estes dados foram obtidos em relagdo a quantidade de amostra e concentracdo do farmaco que

estavam presente no copo dosador no ensaio de liberagao.
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Tabela 30. Liberacdo do IBU a partir da NLS 2% com Q real (ug/cm?), porcentagem de
IBU liberada ¢ DPR (média de n=6)

Tempo (h) Média Q real (ug/cmz) Liberacao (%) DPR (%)
0,5 42,79 20,93 6,49
1 62,90 30,77 5,50
2 98,53 48,19 3,00
4 123,11 60,22 2,20
8 178,60 87,36 4,14
12 201,13 98,37 2,11
18 203,73 99,65 1,27
24 204,19 99,87 1,65

Tabela 31. Liberagdo do IBU a partir da NLS 3% com Q real (pg/cmz), porcentagem de
IBU liberada e DPR (média de n=6)

Tempo (h) Média Q real (ug/cm’) Liberacao (%) DPR (%)
0,5 54,63 22,45 6,20
1 70,52 28,97 4,87
2 109,85 45,14 5,50
4 135,79 55,79 3,49
8 207,62 85,31 3,26
12 233,49 95,94 2,82
18 245,59 100,91 2,87
24 248,22 101,99 2,84
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Tabela 32. Liberacdo do IBU a partir da NLS 5% Q real (ng/cm?), porcentagem de IBU
liberada e DPR (média de n=6)

Tempo (h) Média Q real (ug/cmz) Liberacao (%) DPR (%)
0,5 56,57 13,87 6,64
1 94,64 23,20 5,38
2 161,39 39,56 3,08
4 236,67 58,02 3,40
8 329,95 80,89 2,63
12 365,12 89,51 2,77
18 389,98 95,60 3,08
24 401,73 98,48 1,76

Tabela 33. Liberacdo do IBU a partir da NLS 10% Q real (ug/cmz), porcentagem de IBU
liberada e DPR (média de n=6)

Tempo (h) Meédia Q real (pg/cmz) Liberacao (%) DPR (%)
0,5 144,86 17,55 6,37
1 207,68 25,16 5,40
2 333,06 40,35 3,06
4 445,89 54,02 2,64
8 623,71 75,56 3,12
12 724,95 87,83 3,85
18 815,07 98,75 2,54
24 856,19 103,73 1,92
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Tabela 34. Liberagdo do IBU a partir da NLS 15% Q real (ug/cm?), porcentagem de IBU
liberada e DPR (média de n=6)

Tempo (h) Média Q real (pg/cmz) Liberacao (%) DPR (%)
0,5 204,27 16,92 4,59
1 385,59 31,94 3,60
2 508,19 42,10 5,05
4 748,69 62,02 2,62
8 980,63 81,23 3,73
12 1120,51 92,82 3,18
18 1199,90 99,40 3,32
24 1200,29 99,43 1,68

A figura 41 representa a % de IBU liberada das nanoparticulas contendo 2, 3, 5, 10 ¢ 15%
do farmaco e solucdo de ibuprofeno controle em relagcdo ao tempo. A porcentagem liberada por
cm’ foi calculada pela quantidade liberada em funcio da area de exposicio ug/cm2 multiplicado

por 100 e dividido pela quantidade total de ativo no anel dosador.

Figura 41. Perfil de liberacao (% liberada) do IBU nas NLS contendo 2, 3, 5, 10 ¢ 15%

de farmaco e solugdo de ibuprofeno controle (média n=6)
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Pode-se observar na figura 41 que as formula¢des contendo firmaco e a solugdo de
IBU, apresentaram liberacdo controlada do farmaco. Porém, a solugdo de IBU controle libera
100% do farmaco em 8 horas de experimento. As NLS contendo 2 e 3% de IBU liberam a
quantidade total de IBU em 12 horas e as outras concentragdes em aproximadamente 24 horas.
O perfil de liberagcdo observado ¢ caracteristico de um sistema do tipo matricial, na qual o
farmaco esta molecularmente disperso na matriz lipidica. O item 1.2.2 descreve este tipo de
modelo.

Para observar o efeito da porcentagem do IBU na liberagcao das NLS contendo 2, 3, 5,
10 e 15% de farmaco no mesmo tempo, foi construido um grafico de porcentagem liberada do

IBU nos tempos de 8 e 12 horas. A figura 42 ilustra estes resultados.

Figura 42. Porcentagem liberada do IBU das NLS contendo 2, 3, 5, 10 ¢ 15% de IBU nos

tempos de 8 e 12 horas

Observou-se nos resultados apresentados na figura 42 que no tempo de 8 horas as
concentracdes de 10 e 15% liberaram uma porcentagem menor de farmaco comparada as outras
concentracdes (2, 3 e 5% de IBU). O mesmo perfil de liberacdao foi observado no tempo de 12
horas. Com isto foi possivel observar que com o aumento da quantidade de farmaco, maior € a
interacdo do IBU com os componentes da NLS. Os resultados da curva de DSC das NLS
contendo farmaco corroboram com estes resultados. Logo foi construido um gréfico,
representado na figura 43, com os valores de entalpia total obtida (J/g) com os dados da tabela

25 do item 4.4, em relacdo a porcentagem de IBU presente na NLS.
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Figura 43. Entalpia obtida total (J/g) da curva de DSC da NLS contendo 2, 3, 5, 10 e 15%
de IBU

De acordo com a figura 43 nota-se que conforme aumenta a concentracdo de farmaco na
NLS menor ¢ a entalpia obtida. Segundo MARCATO (2009), a fusdo de um cristal altamente
organizado requer maior energia de entalpia de fusdo para superar as for¢as de coesdo do
reticulo cristalino do que um cristal pouco ordenado ou amorfo, ou seja, valores altos de
entalpia de fusdo sugerem uma alta organiza¢do no reticulo cristalino. Diante disso, os
resultados observados na figura 43 demonstram que as formulagdes contendo concentragdes
maiores de farmaco (10 e 15%) apresentam estrutura menos ordenada do que as demais
concentragoes, por terem valores menores de entalpia, possuindo assim maior interagdo com a
matriz lipidica e conseqiientemente a liberagdo do farmaco ocorre de forma mais lenta e por
mais tempo.

Desta forma, devido a anélise da curva de TG e DSC levou a proposi¢ao de que o IBU
estd molecularmente disperso na matriz lipidica, além de que, com o aumento da concentragdo
do farmaco, menor ¢ a entalpia obtida, pois ocorre uma maior interagdo do firmaco com a
matriz lipidica. O estudo da liberagdo complementa estes dados, devido as concentragdes de 10
e 15% de farmaco apresentarem liberagdo de forma mais lenta. Assim também, esta maior
interacdo contribui com a organizagdo dos materiais estruturais das NLS, favorecendo a
esferoinizag¢dao do sistema, a qual ¢ confirmada pelas imagens de AFM (Figura 19) descrita no
item 4.2.3.

AJI ALEX e colaboradores (2011) realizaram os teste de DSC e liberacdo e concluiram,

pelos resultados obtidos, que as NLS apresentaram liberag¢do controlada do lopinavir atribuido
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a boa solubilidade do fadrmaco no lipidio e devido ao fato que o fdrmaco possui uma
distribuicdo homogénea na matriz lipidica, demonstrada na curva de DSC. Com o mesmo
objetivo PANG e colaboradores (2011) estudaram a liberagdo do ibuprofeno em filmes de
PLGA. Os autores relataram que ocorreu liberagao controlada do farmaco, sendo que o efeito
burst ndo foi observado na liberag@o pelo fato do IBU estar distribuido homogeneamente no
polimero.

Foi avaliado o perfil de liberagdo do IBU nas NLS através da utilizagao de modelos
matematicos, seguindo modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas,
Weibull e Hixson-Crowell, com o principal objetivo de caracterizar o processo de liberacao do
IBU através do sistema.

O modelo matematico de ordem zero descreve a liberagdo da mesma quantidade de
farmaco por unidade de tempo. O modelo de primeira ordem descreve que a quantidade de
farmaco liberada diminui ao longo do tempo, uma vez que a liberagdo do farmaco ocorre de
forma proporcional a quantidade de farmaco que permanece no interior da forma farmacéutica.
O modelo de Higuchi descreve que a liberagdo do farmaco ocorre de forma dependente do
tempo, por um processo de difusdo baseado na lei de Fick. O modelo de Korsmeyer-Peppas
descrever mecanismos de liberacdo do farmaco que ndo sdo previsiveis ou que envolvem mais
do que um tipo de fenomeno de liberagdo e que podem apresentar um comportamento andmalo.
O modelo de Weibull descreve a fragdo cumulativa de farmaco na solug¢do ao tempo, sendo
que o logaritmo da quantidade de firmaco dissolvido versus o logaritmo do tempo sera linear.
O modelo de Hixson-Crowell descreve que a area de uma particula € proporcional a raiz ctbica
do seu volume (RITGER e PEPPAS, 1987; COSTA e LOBO, 2001).

A tabela 35 representa os valores de coeficiente de determinacio (R?) relativos a cada

modelo matematico.
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Tabela 35. Valores de coeficiente de determinacdo (R?) calculado pela formula de cada

modelo matematico.

Ordem de Formula NLS NLS NLS NLS NLS
Liberacao 2% 3% 5% 10% 15%
Ordem zero @ real X tempo 0,756 0,805 0,789 0,868 0,788
Primeira log @ real X tempo 0,644 0,700 0,631 0,717 0,637
ordem

Higuchi Qreal x w,u'ltempg 0,901 0931 0925 0971 0,924
Korsmeyer- In @Qreal x In tempo 0,959 0,975 0,955 0,985 0,953
Peppas

Weibull log{ln [(1 — greal) — 1]} x logtempo 0,944 0,968 0,934 0,975 0,936
Hixson- Y%remanecente x tempo 0,922 0,974 0,952 0,960 0,949
Crowell

O principal critério para escolher o melhor modelo de liberacdo foi pela analise do
coeficiente de determinagdo (R?), mais proximo de 0,99 (COSTA e LOBO, 2001). Logo, foi
possivel observar na tabela 35 que as NLS contendo 2, 10 e 15% de IBU apresentaram o
melhor coeficiente de determinacdo para o perfil de Korsmeyer-Peppas. As formulacdes
contendo 3 e 5% de IBU apresentaram melhor R* para dois perfil matematico,0 perfil de
Korsmeyer-Peppas e o de Hixson-Crowell.

O modelo matematico de Korsmeyer-Peppas (equagdo 8), ¢ um modelo simples e semi-
empirico desenvolvido por KORSMEYER e colaboradores (1983), na qual relaciona
exponencialmente a liberacdo do fArmaco com o tempo decorrido. O modelo também pode ser
expresso através da andlise do valor de n contido na equagdao. PEPPAS (1985) utilizou este
valor n para caracterizar diferentes mecanismos de liberacdo, em que considerou o valor de n
como o expoente de liberagdo. Os valores de n = 0,5 expressam modelo de difusdo fickiana, os
valores de n entre 0,5 a 1 expressam um modelo nao fickiano, na qual ocorre transporte
andmalo, n = 1 transporte de caso I e por fim, n > 1 expressa modelo de super transporte de

caso II.

Equacio 8
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Na qual:

a ¢ a constante cinética de liberagdo controlada; n é o expoente de liberagdo ¢ Mt/M ¢ a
fragao do farmaco liberado ao longo do tempo.

O valor de n encontrado para a NLS 2% foi de 0,42; NLS 3% foi de 0,42; NLS 5% foi de
0,50; NLS10% foi de 0,47 e NLS 15% foi de 0,45. Dessa forma, os ensaios de liberacao para
todas as formulagdes apresentaram n < 0,5; que resulta no mecanismo de liberacdo do tipo
difusdo fickiana. Neste mecanismo o farmaco se difunde pelos poros do esqueleto lipidico que
¢ formado apos penetracdo do liquido de dissolugdo na matriz, o qual dissolve o farmaco e os
compostos hidrossoluveis.

Na difusdo fickiana a velocidade de liberagdo do farmaco diminui em fun¢do do tempo,
devido ao fato, principalmente de aumentar a distancia percorrida pelas moléculas do farmaco
até a superficie de liberacdo, na media que o solvente avanga dentro da forma farmacéutica

(PEPPAS, 1985).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

v O estudo de solubilidade do IBU nos diferentes lipidios demonstrou ser o
monoestearato de glicerila o lipidio adequado para a obtencdo de nanoparticulas lipidicas

solidas contendo IBU;

v As NLS produzidas pela técnica de sonicagdo apresentaram didmetro médio de
particulas em escala nanométrica, sendo esta técnica efetiva para produgdo de nanoparticulas.
As NLS contendo menores concentragdes de farmaco apresentaram menor diametro de

particula e Pdi. O Pz indicou a presenga de estabilidade termodindmica no sistema no tempo

de 1 dia;

v A metodologia analitica por espectrofotometria na regido ultravioleta desenvolvida
para o IBU em tampao fosfato de potéassio 0,1 M; pH 7.4 mostrou-se adequada para a
quantificagdo do IBU, na qual foi utilizada no estudo de EE (%) e liberacdo in vitro do IBU

incorporado nas NLS;

v Estudo de eficiéncia de encapsulagdo mostrou uma taxa de encapsulacdo do IBU na

NLS superiores a 58%;

v A andlise da AFM permitiu analisar a morfologia € o tamanho das particulas. As
micrografias indicaram formacdo de particulas nanométricas com formato irregular, porém
conforme aumentou a quantidade de farmaco no sistema o formato apresentou-se

aproximadamente esférico;

v Estudo de estabilidade demonstrou que todas as formulagdes apresentaram

estabilidade termodinamica do sistema por 60 dias;

v As andlises de DSC sugeriram que o IBU esta molecularmente disperso na matriz

lipidica. A matriz das NLS permanecem no estado sélido;
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v As andlises de TG mostraram que ocorre uma maior estabilidade térmica do IBU
quando este ¢ incorporado na NLS, como também das nanoparticulas contendo farmaco e nao
ocorre degradagdo dos excipientes e da formulacdo na temperatura de desenvolvimento da

NLS;

v O estudo in vitro de liberacdo demonstrou que todas as formulagdes apresentaram
liberacao controlada do farmaco. O perfil de liberagdo in vitro seguiu o modelo matematico de
Korsmeyer-Peppas, sendo que para todas as formulagdes o transporte de IBU ocorreu pela

difusdao do farmaco;

v As andlises de DSC, TG e estudo in vitro de liberagdo demonstraram que o IBU se
encontra disperso na matriz lipidica e com concentragdes maiores do farmaco maior ¢ a

interagdo com a matriz. A analise de AFM complementa estes dados.

Pode-se concluir que o sistema desenvolvido neste projeto apresentou resultados promissores
para obtengdo de sistema de liberagdo modificada do IBU incorporado nas NLS a ser

futuramente avaliado no tratamento de doencgas cronico-degenerativas.
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