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RESUMO

O ibuprofeno (IBU) é um anti-inflamatério ndo esteroidal com acgdo analgésica e
antipirética sendo amplamente utilizado no tratamento de diversas doengas tais como:
cefaleia, dismenorreia, artrite reumatoide e, inclusive no tratamento de doencas
neurodegerativas. O IBU foi selecionado devido a sua solubilidade limitada para ser
incorporado as nanoparticulas lipidicas sdlidas (NLS). As NLS foram obtidas por
homogeneizagéo de alta presséo e ultrassonicagao. A triestearina foi utilizada como
lipidio solido e, o poloxamer 188 e a fosfatidilcolina hidrogenada de soja como sistema
tensoativo. Os resultados obtidos demonstraram que as técnicas empregadas foram
eficazes para a obtencdo das NLS. Para ambas as técnicas empregadas, as analises
realizadas demonstraram que as dispersdes mantiveram-se estaveis, pois os valores
dos diametros das particulas (diametros hidrodinamicos) ndo apresentaram grande
variacdo e mantiveram-se abaixo de 400 nm e, a distribuicdo das particulas
demonstrou-se ser heterogénea (Pdl < 0,5). A eficiéncia de encapsulagéo (EE) foi
determinada, para as amostras obtidas pela técnica de ultrassonicacdo, no dia
posterior a obtencdo das NLS e depois de 30 dias. Para ambas as analises, os valores
da EE foram de aproximadamente 90%, sendo minima a diferencga entre os valores
obtidos nos diferentes dias de analise, fato este que confirmou a alta estabilidade das
dispersfes. Os resultados de calorimetria exploratoria diferencial mostraram que o
IBU estava mais disperso na FHS do que na triestearina. Analises de difracao de raios
X (DRX) foram realizadas para avaliar o estado cristalino de cada componente da
dispersdo e da propria dispersdo. Os resultados indicaram que a triestearina, 0
poloxamer 188 e o IBU apresentaram alta cristalinidade mostrando o alto grau de
organizacao das suas estruturas. A fosfatidilcolina de soja hidrogenada mostrou uma
menor cristalinidade. A analise de DRX da dispersdo sem o farmaco mostrou uma
discreta diminuicdo na cristalinidade. Os resultados do ensaio de liberac&o in vitro
mostraram que as NLS promoveram a liberacdo sustentada do IBU por periodo
superior a 24 horas quando comparadas com a solucdo controle utilizada. Os
resultados demonstraram que as NLS aqui obtidas sdo um sistema promissor para a
administracéo do IBU.



ABSTRACT

Ibuprofen (IBU) is a non-steroidal anti-inflammatory analgesic and antipyretic action
being widely used in treatment of several diseases such as: headache,
dysmenorrhoea, rheumatoid arthritis, and even in the treatment of neurodegerativas
diseases. The IBU was selected due to its limited solubility to be incorporated to solid
lipid nanoparticles (SLN). The SLN were obtained by high-pressure homogenization
and sonication. The triestearin was used as a solid lipid and the poloxamer 188 and
hydrogenated soy phosphatidylcholine as surfactant system. The obtained results
demonstrated that the techniques employed were effective for obtaining the SLN. For
both techniques, the analyses demonstrated that the dispersions remained stable
because the values of diameters of the particles (hydrodynamic diameters) did not
show great variation and remained below 400 nm and the distribution of the particles
has been shown to be heterogeneous (Pdl < 0.5). The encapsulation efficiency (EE)
was determined for samples obtained by the technique of sonication, the day after the
obtaining of SLN and after 30 days. For both analyses, the EE values were
approximately 90%, being minimal the difference between the values obtained in
different days of analysis, which confirms the high stability of dispersions. The results
of differential scanning calorimetry showed that IBU was more dispersed in FHS than
in tristearin. X-ray diffraction analysis (DRX) were conducted to evaluate the crystalline
state of each component of the dispersion and the dispersion. The results indicated
that the triestearin, the poloxamer 188 and IBU showed high crystallinity showing the
high degree of organization of their structures. The phosphatidylcholine hydrogenated
soy showed a lower crystallinity. The DRX analysis of the dispersion without IBU
showed a slight decrease in crystallinity. The results of the in vitro release test showed
that the SLN promoted the sustained release of IBU for more than 24 hours when
compared with the control solution used. The results showed that the SLN here
obtained are a promising system for the administration of IBU.
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1 INTRODUCAO

Os problemas como toxicidade, instabilidade quimica e fisica, baixa
hidrossolubilidade, baixa absorcéo, alta flutuacdo na concentracdo plasmética e
extensa metabolizagdo da maioria dos farmacos evidenciam a necessidade de
estratégias no desenvolvimento de medicamentos baseados na plataforma de
nanotecnologia (MEHNERT E MADER, 2012).

Os grupos de pesquisas das areas de farmacotécnica, tecnologia e
nanotecnologia farmacéutica desta Universidade vem, h& anos, pesquisando e
aprimorando sistemas para a liberacao de diferentes classes de farmacos destinados
a tratamentos diversos. Dentre os variados sistemas de liberacdo destacam-se as
pesquisas com microparticulas, nano e microemulsfes, lipossomas e, mais
recentemente, as nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) (OLIVEIRA et al, 1990;
CANTO et al, 1999; DALMORA et al, 1999; LOPES et al, 2004; CORREA et al, 2005;
FORMARIZ et al, 2006; FORMARIZ et al, 2007; PESTANA et al, 2008; DA SILVA et
al, 2009a; OLIVEIRA et al, 2010; VERISSIMO et al, 2010; FRANZINI et al, 2012;
ASSUMPCAO et al, 2013; BOTTOS et al, 2013).

Desde a década de 90, com a introducdo das NLS para liberacdo de
farmacos, muitos pesquisadores voltaram seus estudos para o desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas para a obtencao das NLS (WANG et al, 2012). Atualmente,
as NLS sdo muito empregadas visando, principalmente, melhorar a estabilidade de
farmacos e diminuir a sua toxicidade no organismo (MEHNERT E MADER, 2012;
PARHI E SURESH, 2012).

As NLS podem ser obtidas através de diferentes técnicas como
homogeneizacdo de alta pressao, ultrassonicacdo, microemulsdo, entre outras
(PARHI E SURESH, 2012). Diferentes classes de farmacos, tais como:
anticancerigenos, antipsicoticos, antiparasitarios, antibioticos e anti-inflamatérios
estdo sendo incorporadas as NLS (ALl et al, 2010; BATHOOL et al, 2012; IBRAHIM
et al, 2014; KHERADMANDNIA et al, 2010; KUMAR E RANDHAWA, 2013; PATEL E
PATRAVALE, 2011; POTTA et al, 2011; RUCKMANI et al, 2006).

O ibuprofeno (IBU) é um anti-inflamatorio ndo-esteroidal, sintetizado na
década de 60 por Stewart Adams e, inicialmente foi empregado no tratamento da
artrite reumatoide (PATEL et al, 2013; RAINSFORD, 2013a; RAINSFORD, 2013b).
Atualmente, é empregado no tratamento de diversas enfermidades, como por

exemplo: cefaléias, artrite reumatoide, inflamacbes em geral e em doencas
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neurodegenerativas (como o Alzheimer) (BARADARAN et al, 2013; PINNEN et al,
2011; POTTHAST et al, 2005). Porém, ainda h& poucos relatos na literatura de IBU
incorporado as NLS e alguns as microparticulas (LONG et al, 2006; SILVA et al, 2007;
XIANG et al, 2008; ZHANG et al, 2008; POTTA et al, 2011; PERGE et al, 2012) o que
torna o presente estudo desafiador.

Este estudo visou a otimizacdo do processo de obtencdo de NLS e a

incorporacao do IBU, como um farmaco lipofilico, as NLS.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ibuprofeno

Sintetizado na década de 60, o ibuprofeno (IBU) surgiu pela necessidade
de se ter um anti-inflamatorio mais seguro do que o acido acetil salicilico (Aspirina®)
porém, sem apresentar os efeitos gastrintestinais deste Ultimo e sem os efeitos
adversos mais graves da fenilbutazona e dos corticosteroides (RAINSFORD, 2013a;
RAINSFORD, 2013b).

O IBU é um anti-inflamatério ndo esteroidal, derivado do acido propidnico
e amplamente utilizado no tratamento da dor leve a moderada e nos casos de
hipertermia. Também € utilizado para aliviar os sintomas da artrite reumatoide e da
osteoartrite, no tratamento da dismenorreia, cefaleias e, mais recentemente,
empregado no tratamento de doencas neurodegenerativas (como Alzheimer e
Parkinson) e cancer devido a sua capacidade de diminuir o avanco destas doencas
(NEWA et al, 2007; RAINSFORD, 2013a). Estudos demonstraram que o IBU é capaz
de inibir a inflamacéao cerebral, reduzir os niveis de proteina Ap e melhorar a cognigéo
em modelos de Alzheimer (LIM, et al, 2000; LIM et al, 2001; JANTZEN et al, 2002;
YAN et al, 2003; MCKEE et al, 2008; WILKINSON et al, 2012).

A acdo do IBU da-se pela inibicdo da atividade da ciclo-oxigenase (COX)
e, consequentemente, pela diminui¢cdo da sintese de prostaglandinas tanto no sistema
nervoso periférico quanto no sistema nervoso central (VILENCHIK et al, 2012). A

figura 1 ilustra a estrutura quimica do IBU.

Figura 1 — Representacéo da estrutura quimica do ibuprofeno
CH;

CHs COOH

HsC
Fonte: POTTHAST et al, 2005.

O IBU nédo possui polimorfos, entretanto, ele apresenta-se como uma
mistura racémica: R(-)-ibuprofeno e S(+)-ibuprofeno (POTTHAST et al, 2005). O
isdbmero R(-)-ibuprofeno é convertido, apds a absor¢do, no organismo ao isémero
S(+)-ibuprofeno (RAINSFORD, 2013b).
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Ambos os isbmeros contribuem para a acao analgésica do IBU, sendo que
o isbmero S(+)-ibuprofeno inibe tanto a COX-1 quanto a COX-2. J& o isbmero R(-)-
ibuprofeno tem pouco efeito sobre as COX (1 e 2), exceto quando h& a conversao, ja
no organismo, do isdbmero R(-) para o S(+)-ibuprofeno. O isébmero R(-)-ibuprofeno
também afeta a producao de leucdcitos e leucotrienos, fato este que pode contribuir
para a acao anti-inflamatéria do IBU (RAINSFORD, 2013a). A figura 2 ilustra os
isdbmeros do IBU e suas respectivas contribuicbes nas acfes analgésica e anti-

inflamatoéria.

Figura 2 — Configuracao estereoquimica do ibuprofeno

Ibuprofeno como um farmaco bifuncional  tAnandamida SNC

e

1 . (Hj .C, H

487 oL 40-60% s _ o
= 4—— CHs3 L Bloqueio dos sinais
| o n conversdo | g da dor no SMC

CHs . _
S(+)-ibuprofeno R(-}buprofenc

\ /N

Inibico da producdo + Gldbulos Compete com o S(+)-ibuprafena para
das prostaglandinas brancos e dimnuir a inibicdo das prostaglandinas

ativagdo no estémaao
W—/ |
[~ mucosa estomacal

Dupla acéo no controle da comparado aos
inflamacéo e da dor outros AINES

SNC: Sistema Nervoso Central;

AINES: Anti-inflamatorios nao-esteroidais.
Fonte: RAINSFORD, 2013b.

O pKa do IBU compreende a faixa de 4,4 a 5,2, variando de acordo com o
solvente e com o pH (AVDEEF et al, 1999; BONES et al 2006; DOMANSKA et al,
2009; PATEL et al, 2013), é pouco soluvel em agua (21 mg/L; 25°C), sua faixa de
fusdo é de 75 a 77°C (NEWA et al, 2007; PATEL et al, 2013; POTTHAST et al, 2005)
e, de acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, o IBU é classificado
como classe Il de farmacos (baixa solubilidade e alta permeabilidade) (POTTHAST et
al, 2005; RIVERA-LEYVA et al, 2012; VIDAL E ALEGRE, 2013).

Quando administrado por vial oral, o IBU é rapidamente absorvido e
apresenta uma biodisponibilidade de aproximadamente 100% (POTTHAST et al,
2005; NEWA et al, 2007). A sua dose oral diaria varia de 200 a 800 mg, podendo
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chegar a 1200 mg dependendo do caso (POTTHAST et al, 2005; RAINSFORD,
2013a).

O IBU tem sido amplamente empregado em diversos tratamentos e tem se
tornado um farmaco cada vez mais visado por pesquisadores devido ao fato de
apresentar, quando administrado isoladamente, poucos efeitos indesejados em
orgédos vitais como rins e figado (RAINSFORD, 2013a). Assim, devido as diversas
possibilidades de uso do IBU e aos poucos trabalhos realizados com o IBU na area
da nanotecnologia (LONG et al, 2006; SILVA et al, 2007; XIANG et al, 2008; ZHANG
et al, 2008; POTTA et al, 2011; PERGE et al, 2012), ele foi selecionado para fazer

parte deste estudo como modelo de farmaco lipofilico.

2.2 Nanoparticulas lipidicas sdlidas

Grande parte dos farmacos disponiveis na terapéutica sdo caracterizados
pela baixa solubilidade em agua. A encapsulacdo destes farmacos em sistemas
coloidais € uma alternativa para minimizar o problema da baixa hidrossolubilidade e,
adicionalmente, proteger o farmaco da degradacdo nos fluidos biolégicos além da
possibilidade de se obter uma liberacdo controlada (BUNJES E SIEKMANN, 2006;
WESTESEN, 2000).

As NLS podem ser compostas por lipidios biodegradaveis e
biocompativeis, sélidos a temperatura ambiente; esta caracteristica origina uma
particula sdlida e, este fato contribui para melhorar a estabilidade fisica e quimica do
farmaco encapsulado (BUNJES, 2011). Além dos lipidios, as NLS sdo compostas por
tensoativos — 0s quais devem ser biocompativeis e escolhidos de acordo com a via
de administracdo — e agua. A combinacéao de diferentes tensoativos tende a prevenir,
com maior eficiéncia, a aglomeracédo entre as particulas (MEHNERT E MADER,
2012). A selecdo do lipidio ou dos lipidios que irdo compor a matriz lipidica é um
parametro critico e afeta diretamente o didmetro final da particula. Acidos graxos com
cadeias curtas geralmente produzem particulas com menor diametro e o aumento do
conteldo lipidico (5-10%) resulta em particulas maiores com maior polidispersidade
(AHLIN et al, 1998; POTTA et al, 2011). As NLS tipicamente possuem diametros
situados na faixa de 50 a 1000 nm (VITORINO et al, 2011).

Entre as principais vantagens apresentadas pelas NLS podem ser citadas
(WESTESEN, 2000; BATTAGLIA E GALLARATE, 2012; MEHNERT E MADER, 2012;
VITORINO et al, 2011):
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¢ A modulacéo da biodisponibilidade do farmaco;

e A possibilidade de conduzir o farmaco a um sitio-alvo de acordo com a
composicao da formulacao;

e O emprego em diferentes vias de administragao;

e As particulas serem biocompativeis e biodegradaveis, fato este que
diminui os efeitos adversos no organismo;

e Os lipidios utilizados na obtencdo das NLS sdo metabolizados no
organismo e os produtos de degradacao sédo atoxicos;

e A alta estabilidade fisica da disperséao;

e A protecdo de farmacos labeis contra a degradacéao;

¢ A habilidade de liberac&o controlada de farmacos;

e A possibilidade de atravessar a barreira hemato-encefalica;

e A possibilidade de produgéo em larga escala;

e A possibilidade de obtengéo de formas secas.

A biodistribuicdo das particulas coloidais contendo farmaco (como as NLS)
e diferente quando comparada com a biodistribuicdo de um farmaco administrado
numa forma farmacéutica convencional. As particulas coloidais podem ser
transportadores especiais de farmacos para determinados 6rgaos ou sitios-alvo. Esta
“‘entrega” do farmaco num sitio especifico pode aumentar significativamente a eficacia
e seguranca da terapia, pois a quantidade de farmaco disponivel no sitio de acao seria
maior enquanto que a presenca dos efeitos indesejaveis seria diminuida
(WESTESEN, 2000).

2.2.1 Técnicas de obtencdo das NLS

Diferentes técnicas de obtencédo de NLS tem sido desenvolvidas desde o
iniciar das pesquisas, na década de 90, sobre estes sistemas de liberacdo de
farmacos (BUNJES E SIECKMANN, 2006).

As técnicas podem, basicamente, serem classificadas em dois grupos:
aqueles gue fornecem alta energia como a homogeneizacéao de alta presséao (HAP) (a
frio ou a quente) e a ultrassonicacao e aqueles baseados na precipitacdo de sistemas
homogéneos como as microemulsdes, solucdes organicas misciveis com agua. A

escolha de determinada técnica depende: das propriedades fisico-quimicas e
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estabilidade do farmaco a ser incorporado, do didmetro desejado de particula e da
composicao da dispersao coloidal (BUNJES E SIECKMANN, 2006).
A tabela 1 compara as diferentes técnicas de obtencdo das NLS, listando

suas principais vantagens e desvantagens.



Tabela 1 — Comparacédo entre as principais técnicas de obten¢cdo das NLS

Técnica Vantagens

Desvantagens

Adequado para a
preparacao de

HAP a quente Dispersfes estaveis
Boa
reprodutibilidade
E possivel uma alta
concentragéao da
fase lipidica
Solventes organicos
nao séo
necessarios
Tecnologia bem
estabelecida

HAP a frio Estresse térmico
limitado
Particionamento
limitado do farmaco
durante a
homogeneizagéo
Solventes organicos
nao sao
necessarios

Precipitacao
de emulsdes

Podem gerar
particulas muito

solvente-em- pequenas
agua Aquecimento nao &
necessario

Precipitacao
de
microemulsdes
a guente

Processo simples

Precipitacao
de solucao
organica

Processo simples e
sem emprego de
aquecimento

Alta temperatura
Necessidade de
equipamento especial

Necessidade de alta
energia
Formacéo de uma
disperséo grosseira;
Necessidade de
equipamento especial

Uso de solventes
organicos
Baixa concentracao
lipidica
Dificuldade de
escalonamento
Necessidade de
equipamento especial

Baixa concentragdo
lipidica e baixa
capacidade de carga
Uso de aquecimento
Crescimento das
particulas durante
armazenamento
Geralmente requer
processo adicional

Uso de solventes
organicos
Concentracao lipidica
muito baixa

Farmacos

altamente

lipofilicos e
termoestaveis

Farmacos
lipofilicos (e
hidrofilicos)

sensiveis a alta
temperatura

Farmacos
lipofilicos e
sensiveis a alta
temperatura

Farmacos
lipofilicos

Farmacos
lipofilicos
sensiveis a alta
temperatura

Fonte: BUNJES E SIEKMANN, 2006.
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2.2.1.1 Homogeneizacéo de alta pressao

A homogeneizacao de alta pressédo (HAP) tem sido empregada ha anos na
producéo de nanoemulsdes para nutricdo parenteral e, em contraste com as outras
técnicas pode ser facilmente utilizada em escala industrial na maioria dos casos
(MEHNERT E MADER, 2012).

Os homogeneizadores a alta pressao impulsionam o liquido (emulsé&o, pré-
emulsdo) com alta pressédo (100 — 2000 bar) através de um orificio infimo (na faixa de
poucos micrémetros). A presenca de alta tensdo de cisalhamento e as forcas de
cavitagdo quebram as particulas a grandeza de nanémetros (MEHNERT E MADER,
2012).

O processo de homogeneizacgao a alta pressdo pode ocorrer a quente ou a
frio (figura 3). Em ambas as técnicas o farmaco € solubilizado no lipidio fundido e
aquecido de 5 a 10°C acima do ponto de fusdo do lipidio (MULLER et al, 2000).

Figura 3 — Obtencado de NLS por homogeneizacdo de alta pressao

Lipidio fundido e farmaco
solubilizado/disperso no

lipidio
Homoaeneizacde a quente Homegeneizagio a frie
Dispersdo da mistura farmaco- — -
lipidio numa solugéo aguosa de Solidificacdo da mistura
tensoativos farmaco-lipidio em nitrogénio
liquido ou em banho de gelo
! {

Pré-mix com o emprego de
um agitador para formar uma

Moagem (50-100 pm)

pré-emulsio
¥ v
Homogeneizacéo a alta presséo Dispersdo do p6 numa solugso
com temperatura acima da aguosa contendo tensoativos
temperatura de fusdo do lipidio (pré-mix)
¥ v
Nanoemulsio (O/A) quente Homogeneizacao a_ alta pressao
a temperatura ambiente ou
abaixo dela

Resfriamento a
temperatura

ambiente

Manoparticulas lipidicas
sélidas (NLS)

Fonte: MEHNERT E MADER, 2012.

A técnica mais empregada € a homogeneizacdo a quente onde a mistura
farmaco-lipidio fundido é dispersa sob agitacédo (vértex, agitacdo sob alta velocidade
como Ultra Turrax ou ultrassonicacdo) numa solugcdo aquosa contento tensoativos,

estando esta Ultima a mesma temperatura da mistura farmaco-lipidio fundido



28

(MULLER et al, 2000; BUNJES E SIEKMANN, 2006; MEHNERT E MADER, 2012). A
qualidade da pré-emulsao afeta diretamente a qualidade do produto final, sendo
indicada a obtencdo de uma pré-emulsdo com goticulas na faixa de poucos
micrometros (MEHNERT E MADER, 2012). A pré-emuls&o é homogeneizada sob alta
pressao e o produto quente, resfriado, a temperatura ambiente ou em banho de gelo,
para que o lipidio solidifique e forme as NLS (BUNJES E SIEKMANN, 2006; MULLER
et al, 2000).

O didmetro médio das NLS obtidas por homogeneizacéo de alta pressao a
guente esta na faixa de 50 a 400 nm, porém este valor pode variar de acordo com a
composicao da dispersao, dos constituintes da matriz lipidica; do tipo e da proporcéo
dos agentes tensoativos assim como 0s parametros do processo de homogeneizacao
(BUNJES E SIEKMANN, 2006).

Geralmente, altas temperaturas resultam em particulas com diametros
menores devido a diminuigdo da viscosidade da fase interna. Entretanto, as altas
temperaturas podem favorecer a degradacdo do farmaco. Os ciclos de
homogeneizacdo podem se repetir por varias vezes e, deve-se considerar que, a alta
pressdao empregada na homogeneizacdo aumenta a temperatura da amostra
(aproximadamente 10°C por 500 bar) na maioria dos equipamentos disponiveis. Na
maior parte dos casos, 3 a 5 ciclos de homogeneizacdo sob 500 — 1500 bar séo
suficientes para a obtencdo de NLS com os diametros desejados. Com o aumento do
numero de ciclos ou da presséo, frequentemente, h4d o aumento do diametro da
particula, fato este que é devido a coalescéncia de particulas que ocorre como
resultado da elevada energia cinética das particulas (MEHNERT E MADER, 2001).

Em contraste com a homogeneizacéo a quente, a homogeneizacéo a frio €
realizada com os lipidios no estado solido e representa, portanto, uma moagem sob
alta pressao de uma suspensao.

A primeira etapa é idéntica a da homogeneizacdo a quente e inclui a
solubilizacdo ou dispersdao do farmaco no lipidio fundido. As etapas seguintes séo
diferentes. A mistura farmaco-lipidio fundido é rapidamente resfriada com o auxilio de
banho de gelo ou de nitrogénio liquido. O resfriamento rapido favorece a distribui¢éo
homogénea do farmaco entre a matriz lipidica. O produto solidificado é moido até se
obter microparticulas (50 — 100 um). O emprego de baixas temperaturas no processo
de moagem aumenta a fragilidade do lipidio e favorece a quebra das particulas. As

microparticulas lipidicas sélidas obtidas sdo dispersas numa solugdo aquosa
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contendo tensoativos. Esta pré-suspensdo € submetida ao processo de
homogeneizagéo de alta pressao sob temperatura ambiente ou abaixo dela (BUNJES
E SIEKMANN, 2006; MEHNERT E MADER, 2001; MULLER et al, 2001).

A homogeneizacdo a frio foi desenvolvida na tentativa de superar os
seguintes problemas enfrentados com a homogeneizagdo a quente (BUNJES E
SIEKMANN, 2006; MEHNERT E MADER, 2001):

e A alta temperatura que induz a degradacéo do farmaco;

e Distribuicdo do farmaco na fase aquosa durante o processo de

homogeneizacéo;

e Complexidade na etapa de cristalizacdo (ndo cristalizacéo,

polimorfismos).

Comparando-se as duas técnicas, na homogeneizacao a frio observa-se a
presenca de particulas maiores com uma distribuicdo mais heterogénea (MEHNERT
E MADER, 2001). Como o préprio processo de homogeneizacdo de alta pressao
usualmente leva ao aumento da temperatura, o processo de homogeneizacao a frio
nao necessariamente garante que as particulas lipidicas estardo em seu estado sélido
durante o processo, principalmente quando ndo ha um sistema de refrigeracdo para
manter a temperatura no nivel desejado (BUNJES E SIEKMANN, 2006). Sempre que
possivel, € preferivel optar pelo processo de homogeneizacdo a quente ao processo

de homogeneizacao a frio.

2.2.1.2 Ultrassonicacao

A ultrassonicacao € uma técnica de dispersédo baseada no mecanismo de
cavitacdo que dispersa o lipidio fundido em goticulas na fase continua como
demonstrado na figura 4 (PARHI E SURESH, 2012).
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Figura 4 — Mecanismo de formacao das NLS pela técnica da ultrassonicacao
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1. Ondas sonoras de alta frequéncia que se propagam no meio aquoso resultando em bolhas
de cavitacdo que geram altas forcas de cisalhamento as quais reduzem o didmetro das
goticulas. 2 e 3. Na zona de dispersao, a imploséo das bolhas de ar causa intensas ondas de
choque no meio circundante que resultam na formagéao de “jatos” com alta velocidade os quais
causam a reducao do didametro das goticulas até a faixa nanométrica.

Fonte: PARHI E SURESH, 2012.

O processo de homogeneizacéo pela técnica de ultrassonicacdo comeca
com a adicado do farmaco ao lipidio fundido seguida pela adicdo da fase aquosa
(contendo tensoativos) a mesma temperatura da mistura farmaco-lipidio fundido. Apés
a adicdo da fase aquosa procede-se a homogeneizacgao por ultrassonicacao (PARHI
E SURESH, 2012).

Para prevenir a recristalizacdo durante o processo de ultrassonicacao, a
temperatura deve ser mantida a pelo menos 5°C acima da temperatura de fusédo do
lipidio. A nanosuspensdo obtida deve sofrer algum tipo de tratamento (como
centrifugacéo) para a retirada do residuo de metal proveniente da probe de sonicacao
(PARHI E SURESH, 2012).

2.2.2 Formas de distribuicdo do farmaco na matriz lipidica

Conforme descrito na literatura, ha pelo menos trés maneiras de o farmaco
se distribuir nas NLS (figura 5). A primeira esta relacionada com a similaridade entre
as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e da matriz lipidica. Neste caso, ocorre

uma dispersdo molecular homogénea do farmaco na matriz lipidica das NLS (figura
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5a). Neste caso, ocorre a liberacdo do farmaco de forma continua, lenta e regular a
partir das NLS. Esta forma de distribuicdo da-se principalmente quando é utilizada a
técnica de homogeneizacdo a frio sem o uso de tensoativos (MULLER et al, 2000;
KUMAR E RANDHAWA, 2013).

As outras duas formas de distribui¢cdo do farmaco na matriz lipidica ocorrem
devido as diferencas nas propriedades fisico-quimicas do farmaco e da matriz lipidica.

Quando o farmaco apresenta lipofilia menor do que a da matriz lipidica, ha
a formacao de um gradiente de concentracdo do farmaco, crescente do interior para
a superficie da matriz lipidica (figura 5b). Neste caso, ocorre liberacdo imediata do
farmaco da superficie da matriz, causando o chamado efeito “burst” (MULLER et al,
2000).

Quando o farmaco é mais lipofilico do que a matriz lipidica, o gradiente de
concentracdo se da no sentido inverso, proporcionando maior concentracdo de
farmaco na regido mais interna da matriz lipidica (figura 5c). A baixa liberacao inicial
do farmaco seguida pelo aumento da liberacdo em tempos posteriores € indicativo de
gue a maior proporcdo de farmaco esteja localizada na regido central do nucleo
lipidico das NLS (MULLER et al, 2000).

Figura 5 — Formas de incorporacao do farmaco as NLS

Matriz homogénea como  Capsula rica em farmaco ~ Nucleo rico em farmaco
farmaco molecularmente com nicleo lipidico
disperso

Fonte: MULLER et al, 2000.

2.2.3 Componentes das NLS utilizados neste estudo

As NLS sdo compostas, basicamente, por um lipidio soélido a temperatura
ambiente, por tensoativos e farmaco. Neste estudo, adotou-se a triestearina, como
lipidio sélido, e o poloxamer 188 e a fosfatidilcolina hidrogenada de soja (FHS)

compuseram o sistema tensoativo.
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A triestearina (figura 6A) é um triglicerideo de cadeia carbbnica longa,
atoxico, biodegradavel, apresenta faixa de fusdo de 50 a 72°C e é solido a temperatura
ambiente. Este lipidio tem sido extensivamente empregado na obtencédo de NLS como
sistema de liberacdo de diversas classes de farmacos visando diferentes vias de
administracdo e, por esta razdo e pelas caracteristicas relatadas, além da
disponibilidade, ele foi selecionado para compor a fase lipidica solida da dispersao
deste estudo (CHATTOPADHYAY et al, 2007; ESPOSITO et al, 2008; KIM et al, 2010;
MANJUNATH E VENKATESWARLU, 2005; MEI et al, 2003; NAIR et al, 2012; NOACK
et al, 2012; RAWAT et al, 2011; VENKATESWARLU E MANJUNATH, 2004).

A FHS (figura 6B) consiste de uma mistura de fosfolipides constituidos por
uma extremidade hidrofébica formada por duas longas cadeias de acidos graxos e
outra extremidade hidrofilica formada pelos grupos fosfato, glicerol e colina. Devido
ao mimetismo da FHS a fosfatidilcolina presente naturalmente no organismo humano,
ela foi selecionada para compor o sistema tensoativo da dispersao a ser obtida neste
estudo. A FHS apresenta caracteristicas lipofilicas predominantes com EHL situado
na faixa de 3-4 e carater zwiteribnico pH-dependente. Outras caracteristicas
favoraveis ao uso da FHS em sistemas de liberacdo de farmacos sédo a sua baixa
toxicidade, sua biocompatibilidade, ser biodegradavel e poder ser administrada pela
via parenteral (BRUXEL et al, 2012; DATE E NAGARSENKER, 2008; MEHNERT E
MADER, 2001).

O poloxamer 188 é um co-polimero néo iénico de bloco do tipo “ABA”
constituido por um bloco central hidrofébico composto por éxido de polipropileno
(PPO). O bloco central apresenta-se circundado por blocos hidrofilicos compostos de
oxido de polietileno (PEO) (figura 7). Para o poloxamer 188 as unidades de PEO
representam aproximadamente 81% do peso molecular e as unidades de PPO cerca
de 19%, fato este que determina sua alta hidrofilia (EHL 29) (KIBBE, 2000;
FRIEDRICH et al, 2008; REMINGTON, 2006). Os principais tipos destes co-polimeros
de bloco sdo empregados em formulacdes farmacéuticas como tensoativos,
emulsificantes, solubilizantes e dispersantes (PATEL et al, 2009). Assim, o poloxamer
188 apresenta importantes caracteristicas, tais como: baixa toxicidade, capacidade de
transpor barreiras biolégicas, capacidade de inibir os transportadores de efluxo de
farmacos, capacidade de modificar superficies, capacidade de aumentar o “uptake”

celular, promover uma estabilizacdo estérica do sistema coloidal evitando agregacao
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das particulas, entre outras (BATRAKOVA et al, 2008; HUANG et al, 2008; YAN et al,
2010).

Figura 6 — Representacéo da estrutura quimica da triestearina e da fosfatidilcolina
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A: triestearina; B: fosfatidilcolina hidrogenada de soja

Figura 7 — Representacao da estrutura geral dos co-polimeros de bloco

Oxido de etileno xido ds propileno Oxido de etileno

Hidrofilico

Lipofilico Hidrofilico

Para o poloxamer 188 considerar A=80 e B = 27.
Fonte: BATRAKOVA et al, 2008.
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3 OBJETIVO
Desenvolver e caracterizar nanoparticulas lipidicas sélidas contendo

ibuprofeno como farmaco lipofilico.
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4 MATERIAL E METODOS

A etapa de desenvolvimento das NLS foi realizada no laboratério de
Tecnologia Farmacéutica do Departamento de Farmacos e Medicamentos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP — Araraquara, enquanto que a etapa
de caracterizacdo foi realizada nos Laboratorios de Difracdo de Raios X do
Departamento de Fisico-Quimica e no Laboratorio de Materiais Fotdnicos do
Departamento de Quimica Geral e Inorganica, ambos do Instituo de Quimica da
UNESP - Araraquara e no Laboratorio de Microscopia de For¢ca Atdmica do Instituto
de Fisica da USP — S&o Carlos.

4.1 Reagentes, matérias-primas, solventes, equipamentos e
acessorios.

As matérias-primas empregadas neste estudo foram:

e Ibuprofeno (Henrifarma);

e Fosfatidilcolina hidrogenada de soja, Epikuron 200SH® (Lucas Meyer);

e Membrana sintética de acetato de celulose 0,45 um (Sigma Aldrich®);

¢ Co-polimero de bloco, poloxamer 188 (Sigma Aldrich);

e Sephadex G50 (GE Healthcare);

e Triestearina, Tristearin® (Sigma Aldrich).

Os acessorios utilizados foram: micropipetas automaticas com volumes
ajustaveis, balbes volumétricos, béqueres, calibrados segundo as normas da Rede
Brasileira de Calibracédo (RBC).

Os equipamentos laboratoriais utilizados foram:

e Analisador de particulas Zetasizer Nano ZS e Zetasizer Nano ZS90

(Malvern Instruments);

e Analisadores térmicos DSC 2910 Modulated DSC (TA Instruments) e

SDT Q600 (TA Instruments);

e Balancas analiticas AW220 (Shimadzu) e AB265-5/Fact (Mettler

Toledo);

e Banho de ultrassom Ultrasonic Cleaner (Unique);

e Centrifugas Excelsa Il modelo 206 BL (Fanem) e Spectrafuge 16M

(Labnet);
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Difratbmetro de Raios X D5000, Diffrac Plus XRD Commander

(Siemens);

Espectrofotometro UV-vis HP8453 (Hewlett-Packard);

Homogeneizador de alta pressdo NanoDeBEE com nozzle Z8 (BEE

International);

Liofilizador Savant, MicroModulyo-115 (Thermo Scientific);
Microette Plus modelo 0700-1251 (HANSON);
Microscopio de Forga Atdmica Dimension Icon (Bruker);
pHmetro DM-23 (Digimed);

Purificador de agua (Milli-Q Plus - Millipore®);

Termbmetro Inconterm;

Ultrassonicador Q700 com probe de sonicagdo modelo Microtip de 1/8”

(3,2 mm), (Qsonica, LLC).
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4.2 Métodos

4.2.1 Obtencéo das NLS

Tanto no emprego de HAP ou de ultrassonicagdo, primeiramente, uma pré-
emulséo foi obtida através do aquecimento das fases oleosa e aquosa separadamente
até a temperatura de 75°C para garantir a fusdo do lipidio, com ponto de fusdo
aproximado de 65°C. Em seguida, a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa com
leve agitacdo manual por aproximadamente 1 minuto. A pré-emulsao foi introduzida
no homogeneizador ou ultrassonicador e entao processada conforme condi¢cbes pré-
estabelecidas. As dispersdes obtidas pela técnica de ultrassonicacao foram resfriadas
a temperatura ambiente para evitar o processo de gelificacdo (MEHNERT E MADER,
2012) e, apoés foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos para a retirada de
possivel residuo de titanio proveniente da probe do ultrassonicador.

A técnica de homogeneizacgéao a alta presséo foi, inicialmente, utilizada para
a obtencao das NLS.

Para os estudos iniciais, fixou-se a concentracdo do lipidio em 5% e a
concentracdo da mistura dos tensoativos em 2,5%.

A triestearina (figura 6A) foi usada como lipidio e para compor o sistema
tensoativo foram utilizados fosfatidilcolina hidrogenada de soja (FHS) (figura 6B) e 0
co-polimero de bloco, o poloxamer 188 (figura 7).

O delineamento experimental e a composicdo das dispersdes estao

resumidos na tabela 2.

Tabela 2 — Concentracdes percentuais avaliadas entre os tensoativos

Dispersdo Lipidio (%, Concentracao de Proporcgéo
de NLS m/m) tensoativos (%, m/m) FHS:Poloxamer 188
1 5 2,5 1:9
2 5 2,5 2:8
3 5 2,5 3:7
4 5 2,5 4:3
5 5 2,5 5:5
6 5 2,5 6:4
7 5 2,5 7:3
8 5 2,5 8:2
9 5 2,5 9:1
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Para os testes acima relacionados, foi utilizada a técnica de HAP
empregando-se 10 ciclos de homogeneizagcdo sob pressdo de 500 bar no
homogeneizador NanoDeBEE (BEE Instruments).

Em seguida, passou-se entdo a determinacdo das melhores condi¢des
para o processo de homogeneizacgao utilizando o homogeneizador de alta presséao.
Para tanto, o parametro presséao foi mantido fixo em 500 bar e 0 nimero de ciclos
variado em: 3, 5, 8, 10, 12 15 18 e 20 ciclos.

Apos, determinou-se a concentracdo minima de tensoativos necessaria
para estabilizar o sistema, utilizando-se a melhor propor¢édo anteriormente
estabelecida. As porcentagens testadas foram 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5 e 5.

A figura 8 ilustra as etapas do delineamento experimental realizadas.

Figura 8 — Etapas do delineamento experimental para a obtencéo de NLS por HAP

Determinacéo da

Determinacao da Determinacao do concentragéo Incorporacéo do
melhor proporgéo melhor nimero minima de farmaco e
entre os de ciclos de tensoativo para determinacéo da
tensoativos homogeneizacéo estabilizar o EE* e CC**
sistema

*EE: eficiéncia de encapsulacéo
**CC: capacidade de carga

Na sequéncia, foi estuda a incorporacédo do farmaco nas NLS.

Neste estudo, selecionou-se o IBU como farmaco lipofilico. Testes iniciais
com 1% de IBU foram realizados. A concentracao de IBU foi sempre relacionada com
a massa do lipidio na disperséo e, a quantidade de IBU néo foi subtraida da massa
de lipidio.

Os resultados destes testes iniciais foram satisfatérios porém, problemas
técnicos ocorreram e impossibilitaram a continuidade do estudo com o emprego da
técnica de HAP.
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A técnica de ultrassonicacao foi selecionada para a sequéncia do estudo.

Para avaliar as melhores condi¢des do processo de ultrassonicagao, foram
mantidas a concentracao inicial de 5% de triestearina, a propor¢ao estabelecida como
adequada entre o tensoativo e a porcentagem da mistura dos tensoativos,
previamente estabelecidas no estudo onde empregou-se a técnica de HAP.

Entretanto, foram testadas diferentes amplitudes com diferentes tempos de
duracéo do processo de ultrassonicacédo. As amplitudes testadas foram de 10%, 15%,
20% e 25%, para a probe de sonicacao modelo Microtip de 1/8” (3,2 mm), e os tempos
avaliados foram: 10, 15 e 20 minutos. Em todos os testes empregou-se o modo de
sonicacao “com pulso”, sendo: 1 minuto de sonicacdo e 30 segundos de intervalo,

conforme descrito na tabela 3.

Tabela 3 — Parametros testados para a técnica de ultrassonicacao

Amplitude (%) Tempo (minutos)
10 10 15 20
15 10 15 20
20 10 15 20
25 10 15 20

4.3 Determinacao do diametro das particulas

Para a determinacéo do diametro das particulas empregou-se a técnica de
espalhamento dinamico de luz (dynamic light scattering - DLS) com o uso do
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) o qual determina o diametro
hidrodindmico médio das particulas.

As amostras analisadas no Zetasizer Nano ZS ou no Zetasizer Nano ZS90
foram previamente diluidas com agua ultrapura na proporcéo de 1:10 e colocadas em
cubetas apropriadas para leitura.

As analises foram realizadas a temperatura ambiente com o feixe de luz
(He-Ne laser) posicionado num angulo de 173° para o Nano ZS e de 90° para o Nano
ZS90. Os resultados foram reportados de acordo com a intensidade (%) da
distribuicdo das particulas e o diametro dado como diametro hidrodinamico médio das
particulas (nm). A mesma preparacdo, nas mesmas condi¢des, também foi utilizada
para determinar o indice de polidispersidade (Pdl) das NLS, o qual relata o quao
homogéneo ou heterogéneo ¢é a dispersao das NLS. Valores de Pdl menores que 0,3

séo indicativos de formulagdes homogéneas, denominadas também por monomodais.
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Valores entre 0,3 e 0,5 sdo desejaveis, porém com uma estreita diferenca entre os
didmetros das particulas presentes na dispersdo. Porém, valores de Pdl acima de 0,5
sdo indicativos de possivel agregacdo de particulas e de uma distribuicdo de
particulas muito polidispersa (BATHOOL et al, 2012; MALVERN, 2012,
MOHAMMADPOUR et al, 2012; YUSUF et al, 2012;).

Todas as analises foram realizadas em triplicatas e os resultados

expressos como médiatdesvio padréo.

4.4 Avaliagéo da estabilidade das NLS

A estabilidade fisica da dispersdo das NLS foi avaliada através do
acompanhamento da alteracdo da viscosidade da dispersdo, do diametro das
particulas, do Pdl e separacao de fases.

Também foi realizado um estudo prévio para se estabelecer o efeito da
temperatura de armazenamento sobre as NLS; para tanto, as dispersfes foram
mantidas a 4°C e a 25°C, sempre ao abrigo da luz. Estabelecida a melhor temperatura
de armazenamento, as amostras contendo IBU, foram assim armazenadas.

As amostras foram acompanhadas por um periodo maximo de 60 dias. As
analises foram realizadas em triplicatas nos tempos de 24 horas, 7 e 30 dias para as
amostras obtidas por HAP e de 24 horas, 7, 30 e 60 dias para as amostras obtidas
por ultrassonicacédo, apés a obtencao das NLS. Os resultados foram expressos como

médiatdesvio padrao.

4.5 Determinacao do potencial zeta

Para se determinar o potencial zeta (PZ) das NLS, foram utilizadas
aliguotas de 200 pL da diluicdo utilizada para a determinacdo do diametro das
particulas e, a esta diluicdo foram acrescidos 800 puL de agua ultrapura. O total
resultante de 1 mL foi introduzido numa cubeta especifica para determinacéo do PZ.
A referida diluicdo fez-se necessaria para atender satisfatoriamente aos requisitos de
analise solicitados pelos equipamentos Zetasizer Nano ZS e Zetasizer Nano ZS90. As
analises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos como médiat

desvio padrdo com valores em médulo, pois PZ pode ser positivo ou negativo.
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4.6 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de
carga

As disperstes utilizadas nos ensaios para determinacao da eficiéncia de
encapsulacéo (EE) e capacidade de carga (CC) foram obtidas a partir do emprego de
duas diferentes amplitudes de sonicacao conforme mostrado na tabela 4.

Tabela 4 — Amplitudes e tempos empregados no processo de obtencao das NLS

Amplitude Tempo PUISO Farmaco (%)
(%) (minutos)
15% 20 1’ com pulso, 30” de intervalo 1;3e5
20% 20 1’ com pulso, 30” de intervalo 1;,2e3

Inicialmente, empregou-se 15% de amplitude durante 20 minutos no modo
‘com pulso” e, num segundo momento, empregou-se 20% de amplitude durante 20
minutos, também no modo “com pulso”. A porcentagem de farmaco a ser encapsulada
variou de 1 a 5% e, como relatado no item 4.2.2, esta porcentagem sempre foi

relacionada a porcentagem do lipidio na disperséao.

4.6.1 Separacado entre as fracbes contendo IBU encapsulado e néao
encapsulado

Para se determinar a EE, as dispersdes foram previamente separadas por
filtracdo em coluna com o emprego de Sephadex G-50 e as fracfes separadas (1 mL)
foram analisadas por espectrofotometria em UV-visivel (HP8453, Hewlett-Packard)
medindo-se o espalhamento de luz em A=410 nm.

As colunas foram montadas usando-se 6 g de Sephadex G-50 hidratados
com agua ultrapura durante 24 horas. Apos a hidratacdo, uma coluna com 30 cm de
altura e 1,5 cm de diametro foi preenchida com o Sephadex G-50 hidratado e
condicionada com tampao fosfato de potassio dibasico 0,1 mol/L pH 7,4.

Para o processo de separacéo, foram medidos 500 puL de amostra de NLS
e a eles acrescidos 2,0 mL de tampao fosfato de potassio dibasico 0,1 mol/L pH 7,4 e
aplicados na coluna para separacéo. O tampao fosfato de potassio dibasico 0,1 mol/L
pH 7,4 foi empregado como fase movel no processo de separacao. Fracbes seriadas
de 1 mL foram coletadas e, a cada fracao foi adicionado 1 mL de tampéao fosfato de

potassio dibasico 0,1 mol/L pH 7,4 para se proceder a leitura do espalhamento de luz
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ou da absorc¢éo. Foram coletadas 50 fracdes. Para a deteccédo e quantificagéo, foram
utilizados os comprimentos de onda em 223 nm para a se detectar e quantificar o
farmaco ndo encapsulado e em 410 nm para se detectar as fragbes das NLS (com
farmaco encapsulado).

Para a andlise do farmaco ndo encapsulado, a validagcdo do método
analitico e posterior quantificacdo do IBU foi realizada apdés a execucdo de um
espectro de varredura de uma solugéo contendo IBU dissolvido em tampéo fosfato de
potassio dibasico 0,1 mol/L pH 7,4, onde verificou-se que em 223 nm ocorria a maior

absorbancia (figura 9).

Figura 9 — Varredura da solugao contendo IBU solubilizado em tampé&o fosfato de

potéassio dibasico 0,1 mol/L pH 7,4
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Apés a separacao e identificacdo das fracbes de farmaco livre e farmaco
encapsulado, todas fracbes de farmaco livre foram reunidas em um Unico recipiente
para posterior quantificacdo por método espectrofotométrico devidamente validado e
assim, ter determinada a EE. Este método de determinacdo da EE é conhecido como
determinacao indireta; o método de determinacédo direta € quando se determina a
massa de farmaco encapsulado, ou seja, rompem-se as NLS e quantifica-se o
farmaco que ha dentro das NLS. Porém, a determinacéao direta do IBU néo foi possivel
de ser realizada devido a falta de sensibilidade (limite de quantificacdo alto) do método

previamente validado com cloroférmio:metanol.
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4.6.2 Eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carga
A EE e a CC foram determinadas de acordo com as equacbes 1 e 2,
respectivamente (PARHI E SURESH, 2012):

massa inicial de IBU — massa de IBU livre
EE (%) = x 100 Equacao 1

massa inicial de IBU

massa inicial de IBU — massa de IBU livre
CC (%) = x 100 Equacéo 2

massa total de lipidio

A massa de IBU livre foi determinada a partir da leitura da absorgéo em A =
223 nm das fracbes separadas pela filtracdo em coluna e reunidas num unico

recipiente.

4.6.3 Validacdo do método espectrofotométrico em UV-Visivel para
guantificacdo de ibuprofeno nas NLS

A validacdo da metodologia para quantificacdo de IBU livre nas NLS foi
realizada de acordo com as normas da Resolucédo n° 899 de 2003 da ANVISA e os
seguintes parametros foram analisados: precisédo, exatidao, limite de deteccéo, limite

de quantificacédo, linearidade. As leituras foram realizadas em Amax= 223 nm.

4.6.3.1 Preciséo

Segundo normas da ANVISA “precisdo € a avaliagdo da proximidade dos
resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma
mesma amostra” (BRASIL, 2003).

Para a determinacdo da precisdo para a analise da fracdo de IBU livre
foram analisadas amostras controles em trés concentracdes diferentes: concentracdo
baixa (1,5 pg/mL), concentracdo média (10 pg/mL) e concentracao alta (20 pug/mL).
As andlises realizadas no mesmo dia determinaram a precisao intra-dia com um n=3
para cada concentracdo e, as andlises realizadas em trés dias diferentes e

consecutivos determinaram a precisao inter-dia com n=9 para cada concentragao. Os
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resultados foram expressos como média, desvio padréo e desvio padrao relativo (%)
dos resultados das analises.

4.6.3.2 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é demonstrada a partir da proximidade
dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor real.

A exatidao foi determinada a partir de 9 determinagdes para cada amostra
controle, sendo as mesmas utilizadas no ensaio de precisdo. A equacao 3
corresponde a determinacéo da exatidao:

concentracdo média experimental
Exatid&o (%) = x 100 Equacéo 3

concentracgao tedrica

4.6.3.3 Limites de deteccéo e quantificacéo

O limite de deteccéo (LOD) é a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que possa ser detectada, porém nao necessariamente quantificada, sob
as condi¢cdes experimentais determinadas, devendo ser de 2 a 3 vezes superior ao
ruido da linha de base.

O limite de quantificacdo (LOQ) € a menor quantidade do analito, presente
em uma amostra, que possa ser quantificada com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob
as condi¢cdes experimentais determinadas, devendo ser, ho minimo cinco vezes
superior a qualquer interferéncia da amostra branco no comprimento de onda do
farmaco.

Esses parametros podem ser determinados através da analise de solucdes-
padrao contendo concentracdes conhecidas e decrescentes de IBU, até o menor nivel

detectavel e quantificAvel com precisdo e exatiddo aceitaveis, bem como pelas

equacoes:
LOD =DPa x 3 Equacéo 4
IC
LOD =DPax3 Equacéo 5

IC
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Onde:

DPa é o desvio padréo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de calibracéo
construidas contendo concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificacéo.
Este desvio padréo pode ainda ser obtido a partir da curva de calibracdo proveniente da
analise de um namero apropriado de amostras do branco;

IC é a inclinacdo da curva de calibracao.

4.6.3.4 Linearidade

Linearidade pode ser definida como a capacidade de um método analitico
tem e demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentragcado do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado, sendo que
o coeficiente de correlacéo (r?) deve ser igual ou superior a 0,99, segundo as normas
da ANVISA (BRASIL, 2003).

A determinacao da linearidade foi realizada a partir da constru¢cdo de uma
curva analitica de solucbes-padréo de IBU em tampéao fosfato de potassio dibasico
0,1 mol/L pH 7,4 em diferentes concentra¢des conhecidas.

A curva analitica representa a relacao entre a resposta do instrumento e a
concentracdo conhecida do analito, representada neste estudo pela absorbéancia
gerada. Assim, foi estabelecida uma correlacdo linear entre concentracdo e

absorbancia.

4.7 Caracterizacao morfologicadas NLS

As NLS contendo ou ndo IBU foram caracterizadas morfologicamente
através da microscopia de forca atdmica (MFA). As anadlises foram realizadas em
microscopio de forca atbmica modelo Dimension Icon (Bruker). As amostras foram
previamente diluidas com agua ultrapura na proporcao de 1:100 e, 5 pL da amostra
diluida foram colocados sobre uma placa de mica deixando-se secar a temperatura
ambiente. A placa de mica contendo a amostra foi colocada no microscopio e
analisada no modo “tapping”. O tratamento das imagens foi realizado com o uso do

software NanoScope versao 8.1SR3sr4.

4.8 Caracterizacao fisico-quimica das NLS
A caracterizacdo fisico-quimica das NLS contendo ou ndo farmaco foi
realizada por analises térmicas: calorimetria exploratoria diferencial e

termogravimetria; e difratometria de raios X.
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4.8.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Para as andlises de DSC, 5 mg das amostras liofilizadas sem crioprotetor
foram pesados e colocados em cadinhos de aluminio os quais foram entédo selados e
colocados no calorimetro DSC Q100 (TA Instruments). Um cadinho vazio selado foi
utilizado como referéncia. As andlises foram realizadas em atmosfera de Nitrogénio
(N2) com fluxo de 70 mL min e as razbes de aquecimento e resfriamento foram de
10°C/min. As taxas de aquecimento foram de 0°C a 200°C seguidas de resfriamento
até -20°C e, posteriormente, aquecimento até 200°C e resfriamento até -20°C,
respectivamente. Neste estudo, adotou-se como evento exotérmico a disposicdo dos
picos indicados no sentido ascendente. Os resultados foram analisados pelo software
TA Universal Analysis.

4.8.2 Analises termogravimeétricas

Para as andlises termogravimétricas (TG) e as termogravimétricas
derivadas (DTG) foram pesados 5 mg das amostras liofilizadas sem crioprotetor e
colocados em cadinhos de alumina. Cadinhos vazios foram utilizados como
referéncia. As analises foram realizadas no analisador térmico SDT Q600 (TA
Instruments). As analises foram realizadas a temperatura de 25°C até 600°C, com
razao de aguecimento de 10°C/min em atmosfera de N2> com fluxo de 100 mL/min. Os

resultados foram analisados pelo software TA Universal Analysis.

4.8.3 Difratometria de raios X (DRX)

A cristalinidade das NLS e dos seus componentes isolados foi investigada
empregando-se a técnica de difratometria de raios X.

As amostras, previamente liofilizadas sem crioprotetor, foram colocadas em
um porta amostra de vidro (aproximadamente 5 mg de amostra) o qual foi introduzido
no difratbmetro de raios X D5000, Diffrac Plus XRD Commander com geometria
BRAGG — BRENTANO (Siemens), com radiacdo CuKa e detector de cintilacdo e
monocromador de grafite. Os angulos 260 inicial e final do escaneamento foram de 4°
e 70°, respectivamente, com velocidade de varredura de 0,05° por segundo.

Os resultados de DRX foram plotados com o emprego do software Origin 8

(OriginLab Corporation).
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4.9 Anédlise estatistica dos resultados

Os resultados de didametro de particulas obtidos a partir dos ensaios de
obtencédo das NLS foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com o emprego
dos softwares IBM SPSS Statistics 22 ou Excel 2013 (Office 365). Adotou-se o nivel

de significancia (a) menor que 0,05.

4.10 Avaliagcao do perfil de liberagdo in vitro do ibuprofeno
incorporado as NLS

O estudo de liberagao in vitro do IBU a partir das NLS foi realizado com o
emprego do equipamento Microette Plus (HANSON Microette, 0700-1251), utilizando
células de difusdo vertical tipo “Franz”.

Para este teste foi utilizada membrana sintética de acetato de celulose com
poro de 0,45 um e como meio receptor tampao fosfato de potassio dibasico 0,1 mol/L;
pH 7,4. A condi¢cdo sink foi avaliada e validada a partir da solubilizacdo de uma
guantidade de IBU 10 vezes superior a quantidade de farmaco presente na disperséo
com maior quantidade do farmaco.

Inicialmente, a membrana sintética foi hidratada com a propria solucéo
receptora por aproximadamente 10 horas. Apés a hidratacdo da membrana, o
compartimento receptor da célula de difusdo foi preenchido com 7 mL da solucéo
receptora e a membrana foi posicionada entre os compartimentos doador e receptor
da célula de difusdo. Aliquotas de 350 pL da dispersédo contendo 3% de farmaco foram
colocadas no anel dosador com area de exposicdo de 1,77 cm?. A solucéo receptora
foi agitada a 300 rpm por meio de agitador magnético e mantida a 37 + 2°C com o
auxilio de banho circulante. Como controle, foi utilizada solucdo contendo IBU
solubilizado em tampé&o fosfato 0,1M; pH 7,4.

Para cada experimento (amostra e controle), seis células difusdo foram
utilizadas (n=6) e aliquotas de 2 mL foram coletadas nos intervalos de tempo: 0,25;
0,5;0,75;1;1,5; 2; 4;6; 8;10; 12; 14; 18 e 24 horas para avaliar a cinética de liberacao.
O volume de 2 mL coletado em cada tempo foi reposto com solucao receptora e, um
volume de 0,8 mL referente a limpeza foi também descartado e posteriormente
reposto com solucao receptora.

A quantificacdo do IBU na solucdo receptora foi realizada por
espectrofotometria UV-visivel em 223 nm, utilizando o método analitico validado e

descrito no item 4.6.3.
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Para o estudo de liberagdo in vitro foi selecionada a amostra que
apresentou resultados considerados mais adequados.

O perfil de liberacdo foi avaliado, seguindo modelos mateméaticos para
determinacdo da ordem de reacao, seguindo modelos de ordem zero, primeira ordem,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Weibull e Hixson-Crowell. Os coeficientes de
determinacgédo (R?) da fracdo linear das curvas de liberacdo foram estabelecidos pela
inclinac&o da reta obtida por regressao linear (AULTON, 2005).

A massa real de farmaco liberado (Mreal) em determinado tempo, foi
determinada a partir da equacéao 6:

Mreait = Ce. Vi + 2 Ve. Cc Equacéo 6

Onde:

Mreal, t = Mmassa real liberada de farmaco referente ao tempo t;
C: = massa de farmaco obtida referente ao tempo t;

V, = Volume da solucao receptora (7mL);

Cc: = massa de farmaco da amostragem anterior;

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

5.1 Obtencéo das NLS

5.1.1 Amostras obtidas pela técnica de HAP

Todas as andlises das amostras obtidas por HAP foram realizadas
utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano ZS90.

Esta descrito na literatura que, geralmente, misturas binarias de tensoativos
sdo mais eficazes na estabilizacdo de uma formulacdo do que quando apenas um
tensoativo é utilizado e, os tipos de tensoativos e suas concentracdes podem afetar a
estabilidade da matriz lipidica (RADOMSKA-SOUKHAREYV, 2007). Assim, neste
estudo, uma mistura binaria de tensoativos (FHS e poloxamer 188) foi empregada e
suas respectivas propor¢cdes e a concentracdo percentual da mistura foram
analisadas.

Inicialmente, as NLS foram obtidas empregando-se a técnica de HAP. A
figura 10 relaciona as proporcdes testadas entre os tensoativos empregados aos
diametros das particulas formadas e ao Pdl da dispersdo quando aplicada a técnica

de HAP com 10 ciclos de homogeneizacdo com presséao de 500 bar.

Figura 10 — Efeito da variagcdo da proporcdo dos tensoativos no diametro das
particulas (DHM) e no indice de polidispersidade (Pdl) quando empregada a técnica
de homogeneizacéao de alta pressdo com 10 ciclos de homogeneiza¢cdo com presséo
de 500 bar
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Da analise da figura 10, é possivel de se verificar a existéncia de uma
tendéncia a estabilizacédo tanto no didmetro das particulas quanto no Pdl da disperséo
a partir da proporgéo 8:2.

Observou-se que, apesar de particulas com didmetros muito pequenos e
Pdl satisfatério, as dispersées com propor¢cdes de 1:9; 2:8 e 3:7 apresentaram,
durante o periodo de observacgéo de 7 dias, alta instabilidade do sistema (cremacéo).
A amostra com propor¢cao 9:1 apresentou aumento em sua viscosidade com passar
do tempo. Assim, para dar continuidade ao estudo, foram selecionadas as propor¢oes
4:6; 5:5; 6:4; 7:3 e 8:2.

Paralelamente a este estudo, também verificou-se qual o nimero de ciclos
de homogeneizacdo necessario para se obter particulas com diametro e Pdl
adequados. Os resultados obtidos estdo demonstrados nas figuras 11 e 12.

Figura 11 — Efeito da variacdo do numero de ciclos de homogeneizacdo e da
proporcdo dos tensoativos no diametro das particulas quando utilizada
homogeneizacao de alta pressdo com pressao de 500 bar
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Figura 12 — Efeito do numero de ciclos de homogeneizacdo no indice de
polidispersidade (Pdl) quando utilizada homogeneizagéo de alta pressédo com pressao
de 500 bar
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A partir da analise destes resultados pode-se inferir que a maioria das
dispersbes apresentou aumento no diametro das particulas com o aumento do
namero dos ciclos de homogeneizacdo (figura 11). Tal fato foi observado,
principalmente, nas dispersdes com FHS e poloxamer 188 na proporcao de 7:3. Em
contrapartida, as dispersdes com 0s mesmos tensoativos, porém na proporcao de 8:2,
formaram particulas com diametro praticamente constante frente a variacdo do
numero de ciclos; o desvio padrao, observado para esta proporcao de tensoativos, foi
muito inferior guando comparado ao desvio padréo das outras dispersoes.

Com relacédo ao PdlI (figura 12), pode-se verificar que a dispersao contendo
FHS e poloxamer 188 na proporcdo de 8:2 também apresentou valores mais
satisfatorios quando comparados aos valores das outras dispersées, principalmente,
para as dispersdes com 3 e 5 ciclos de homogeneizacdao.

Aumentando-se o numero de ciclos de homogeneizac¢do houve tendéncia
de aumento no diametro das particulas. Porém, ajustando-se a proporcao entre com
0s componentes da mistura binaria de tensoativos ocorreu uma compensacao neste
aumento do diametro das particulas de acordo com o numero de ciclos, sendo que, a
menor variacdo pode ser observada empregando-se a propor¢do de 8:2
(FHS:poloxamer 188) (figura 11).
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Os resultados estéo de acordo com os resultados descritos por Mehnert e
Méader (2001) que relatam que com o aumento do numero de ciclos ou da presséo,
frequentemente, h4 o aumento do didmetro da particula, fato este que é devido a
coalescéncia de particulas que ocorre como resultado da elevada energia cinética das
particulas.

De acordo com a andlise dos resultados, a proporcdo de 8:2 entre o0s
tensoativos foi a que apresentou resultados melhores sendo, portanto, a selecionada
para dar continuidade ao estudo juntamente com o emprego de 3 e 5 ciclos de
homogeneizagéo.

A influéncia do nimero de ciclos e da proporcao entre 0s tensoativos sobre
o didmetro das particulas (diametro hidrodindmico médio) foi significativa conforme
resultados demonstrados na tabela 5, ap0s a realizacdo do teste de ANOVA para
amostras pareadas onde é possivel de se verificar que o valor de p foi menor que 0,01
guando comparadas as medias obtidas dos diametros das particulas para cada
numero de ciclos empregados. Quando se compara as meédias dos diametros e as
correlacionam com a proporcdo entre os tensoativos € possivel verificar a influéncia

do parametro “proporgcao entre os tensoativos” sobre o diametro das particulas.

Tabela 5 — Resultado do teste de ANOVA para se verificar a influéncia dos parametros
numero de ciclos e proporgao entre tensoativos sobre o diametro das particulas

Fonte da

variacao
Numero de ciclos 4155,2 4 29,2 1,28E-09 2,7
Proporcgao entre

SQ gl F valor-p F critico

tensoativos 1120,2 7 45 0,002 2,4
Erro 997,5 28
Total 6272,8 39

SQ: soma dos quadrados; gl: graus de liberdade.

Estabelecida a proporcédo entre os tensoativos e o namero de ciclos de
homogeneizacéo, avaliou-se o efeito da temperatura de armazenamento sobre as
NLS e, consequentemente a estabilidade. Também foi realizado um estudo para se
verificar a concentracdo minima de tensoativos necessaria para estabilizar o sistema.

As figuras 13 e 14 mostram os resultados dos ensaios referentes a

determinacdo da concentracdo minima de tensoativos e da estabilidade quando
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aplicados 3 ciclos de homogeneizagéao sob pressao de 500 bar e armazenamento das

dispersdes a 4°C e 25°C por um periodo de 30 dias ao abrigo da luz.

Figura 13 — Efeito da variacdo da porcentagem de tensoativo no diametro das
particulas (DHM) e no indice de polidispersidade (Pdl) para NLS obtidas com 3 ciclos
de homogeneizacdo a 500 bar e armazenadas a 4°C. A relaciona o didmetro das
particulas (DHM) e B a polidispersidade (Pdl)
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Figura 14 — Efeito da variacdo da porcentagem de tensoativo no diametro das
particulas (DHM) e no indice de polidispersidade (Pdl) para NLS obtidas com 3 ciclos
de homogeneizagdo a 500 bar e armazenadas a 25°C. A relaciona o diametro das
particulas (DHM) e B a polidispersidade (Pdl)
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Com a andlise dos resultados expostos nas figuras 13 e 14 pode-se
verificar a presenca de uma tendéncia a estabilizagcdo no didmetro das particulas,
tanto para as dispers@es armazenadas a 4°C quanto para as armazenadas a 25°C, a
partir da concentracéo de tensoativos de 4,5%.

Os valores de Pdl das amostras armazenadas a 4°C (figura 13)
mantiveram-se abaixo de 0,5 durante todo o periodo de analise, fato este que ndo
aconteceu nas amostras armazenadas a 25°C (figura 14). As amostras mantidas tanto
a 4°C quanto a 25°C com 1,5% de tensoativos apresentaram sinais de
desestabilizacdo do sistema, tais como, aumento de viscosidade e separagcdo de
fases, demonstrando néo ser esta porcentagem adequada para estabilizar o sistema.

As figuras 15 e 16 demonstram os resultados dos ensaios determinacdo da
concentracdo minima de tensoativos e de estabilidade quando aplicados 5 ciclos de
homogeneizacéao sob pressao de 500 bar e armazenamento das dispersdes de NLS

a 4°C e a 25°C por um periodo de 30 dias ao abrigo da luz.
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Figura 15 — Efeito da variacdo da porcentagem de tensoativo no diametro das
particulas (DHM) e no indice de polidispersidade (Pdl) para NLS obtidas com 5 ciclos
de homogeneizagcdo a 500 bar e armazenadas a 4°C. A relaciona o diametro das
particulas (DHM) e B a polidispersidade (Pdl)
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Figura 16 — Efeito da variacdo da porcentagem de tensoativo no diametro das
particulas e no indice de polidispersidade (Pdl) para NLS obtidas com 5 ciclos de
homogeneizacédo e pressdo de 500 bar armazenadas a 25°C. A relaciona o diametro
das particulas (DHM) e B a polidispersidade (Pdl)
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Todas as amostras armazenadas a 25°C apresentaram sinais de
desestabilizacao.

As NLS homogeneizadas com 5 ciclos (figuras 15 e 16) apresentaram
maior variacdo de diametro durante o periodo de armazenamento do que as NLS

homogeneizadas com 3 ciclos (figuras 13 e 14).



58

Na tabela 6 estdo os valores de PZ obtidos pelas andlises das amostras
homogeneizadas com o0 emprego de 3 e 5 ciclos a 500 bar e armazenadas a 4°C e a
25°C.

Tabela 6 — Valores de PZ (mV) das NLS homogeneizadas pela técnica de HAP com
3 e 5 ciclos de homogeneizacao a 500 bar e armazenadas a 4°C e a 25°C

. 3 ciclos 5 ciclos
Te”?oc/’o";‘“"o 4°C 25°C 4°C 25°C

Dial Dia30 Dial Dia30 Dial Dia30 Dial Dia30

15 -24+1  -23+0 -2340 -22+1 -2243 -21+1 -2316 -2243
2 -23+1 -24+0 -20+0 -21+1 -21+3 -27+1 -22+43 -20+2
2,5 -24+1 -23x0 -23%1 -21+1 -18+0 -20+0 -23+4 -22+1
3 -23+1 -22+41  -20+1 -20+1 -19+0 -16+0 -21+1 -22+1
3,5 -17+1 -23+1  -20+2 -19+1 -19+4 -20+0 -21+43 -18+0
4 -15+1 -21+41  -19+1 -18+1 -17+0 -19+1 -18+1 -19+1
45 -18+1  -17+0 -17+3 -16+1 -12+1 -21+1 -18+0 -21+1
5 -21+2  -22+1  -20+0 -19+0 -17+2 -15+0 -17+1 -15+0

Os valores de PZ mantiveram-se relativamente estaveis durante o periodo
de analise de 30 dias. As NLS mantidas a 4°C, como explicado anteriormente,
demonstraram maior estabilidade quando comparadas com aquelas mantidas a 25°C.
Os valores de PZ permaneceram na faixa de -15 a -24, valores considerados
satisfatorios visto que os componentes das dispersdes ndo possuem carga.

O proprio manual do equipamento, empregado neste estudo para obtencao
do PZ, bem como pesquisadores da area, informam que valores acima de 30 séo
indicativos de amostras estaveis, e que valores inferiores a £10 séo indicativos de
instabilidade (MALVERN, 2009; MEHNERT E MADER, 2012). Porém, as NLS obtidas
por HAP contendo 1,5% a 3 % de tensoativo apresentaram os maiores valores de PZ
e ndo demonstraram, necessariamente, a maior estabilidade quando comparadas
com as NLS com 4,5 e 5% de tensoativo, as quais apresentaram PZ entre -15 e -22.
Assim, o PZ ndo pode ser avaliado como Unico critério para determinar se uma
disperséo de NLS € ou nédo estavel (KATHE et al, 2014).

Apés andlise conjunta dos dados obtidos, ou seja, numero de ciclos,
diametro das particulas, Pdl, temperatura de armazenamento, concentracdo de

tensoativos e PZ, é possivel concluir que as melhores condi¢bes para obtencédo de
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NLS estaveis com o emprego da técnica de HAP foi usar 3 ciclos de homogeneizagéo
a 500 bar, utilizar concentracédo de 5% de tensoativos e armazenar as amostras a 4°C,
pois nestas condi¢cBes obteve-se dispersdo com didmetro de particula inferior a 40 nm
e com polidispersidade satisfatoria além de valor de PZ médio de -20. Para as
referidas condi¢cdes, tanto os valores de diametro da particula quanto os de
polidispersidade mantiveram-se muito préximos, quando analisados e comparados,
ao longo dos 30 dias de andlise. Os desvios padrées dos valores dos diametros das
particulas e Pdl das NLS contendo 5% de tensoativos também foram muito estreitos
indicando, também, uma estabilidade do sistema, ja que as analises foram realizadas

em triplicatas com amostragens diferentes para cada dispersao.

5.1.2 Amostras obtidas por ultrassonicacéao

As NLS obtidas por ultrassonicacdo foram analisadas pelo equipamento
Zetasizer Nano ZS quanto ao diametro das particulas (referido como diametro
hidrodinamico médio), Pdl e PZ.

Como informado em sessédo anterior, a propor¢cao entre os tensoativos de
8:2 (FHS:poloxamer 188) foi mantida, assim como a porcentagem da mistura de
tensoativos de 5%. Os resultados de diametro e Pdl das particulas das NLS obtidas
por ultrassonicacdo de acordo com a variacdo dos parametros amplitude e duracéo
do processo de ultrassonicagdo, sendo empregado o modo com pulso de
ultrassonicacgdo, estdo mostrados na figura 17. As analises foram realizadas ao longo

de 60 dias para também se verificar a estabilidade fisica das dispersoes.
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Figura 17 — Avaliagdo, durante 60 dias, do didmetro (nm) e do indice de
polidispersidade (PdI) de NLS obtidas a partir do emprego de diferentes amplitudes
de sonicacéo e diferentes tempos de duracédo do processo. A relaciona o diametro
das particulas e B a polidispersidade (Pdl)
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As NLS obtidas com o emprego de 10% de amplitude durante 10 minutos,
no modo com pulso, apresentaram alta instabilidade com visualiza¢do de separacao
de fases e instabilidade em relacdo ao diametro das particulas quando analisadas ao
longo de 60 dias (figura 17A). Também foi visualizado que, ao término do processo de
ultrassonicacéo e consequente resfriamento a temperatura ambiente, o lipidio ao se

solidificar formou particulas grosseiras e aglomeradas perceptiveis ao olho nu, fato
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este, indicativo de que a amplitude empregada durante o tempo estipulado né&o
forneceu energia suficiente para romper as particulas a dimensées nanométrica.

O fato acima referido também foi observado nas NLS ultrassonicadas com
15% de amplitude durante 10 minutos, as quais apresentaram diametro maior de 1
pum e Pdl de 0,785+0,2 na analise realizada apds 60 dias da obtencao das NLS. Tais
valores sao indicativos da alta instabilidade e heterogeneidade da dispersao de NLS
pois, como mencionado anteriormente, valores de Pdl acima de 0,500 mostram que
as dispersfes sdo heterogéneas quanto ao didmetro das particulas e sao indicativos
de instabilidade.

Analisando conjuntamente os dados de diametro e Pdl das NLS
ultrassonicadas com diferentes amplitudes durante diferentes tempos, chegou-se a
seguinte conclusédo: as NLS ultrassonicadas com o emprego de 15% de amplitude
durante 20 minutos e as ultrassonicadas com 20% de amplitude durante 20 minutos
foram as que apresentaram menor variagao nos valores de diametros obtidos dentre
as quatro analises realizadas (Dia 1, Dia 7, Dia 30 e Dia 60), assim como 0 menor
desvio padrdo. Associada a menor variacdo do diametro esta a menor variacdo dos
valores do Pdl também obtidos nas quatro analises realizadas (Dia 1, Dia 7, Dia 30 e
Dia 60), assim como o menor desvio padrdo. Portando, a amplitude minima para
homogeneizar o presente sistema e promover a quebra das particulas a diametros
adequados € de 15% por um tempo minimo de sonicagao de 20 minutos.

Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada para os valores de
diametro das particulas para se verificar a influéncia dos parametros amplitude e
duracéo do processo de ultrassonicao sobre o diametro das particulas. Os resultados
sdo mostrados na tabela 7 onde é possivel verificar que ndo houve influéncia

significativa dos parametros analisados sobre o diametro das particulas.
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Tabela 7 — Resultado do teste de ANOVA para verificar a influéncia dos parametros
amplitude de ultrassonicacdo e tempo de ultrassonicacdo sobre o didametro das
particulas

Fonte da variagao SQ Gl F valor-p  F critico
Amplitude de
ultrassonicacao 320,4 2 0,2 0,811 19
Duracao do
processo de
ultrassonicacao 3345 1 0,5 0,557 18,5
Erro 1372,6 2
Total 2027,5 5

SQ: soma dos quadrados; gl: graus de liberdade.

Os dados obtidos nas analises de PZ corroboram com os dados de
diametro das particulas e Pdl, ou seja, para as NLS ultrassonicadas com 15% de
amplitude por 20 minutos e 20% de amplitude durante 20 minutos houve uma menor
variagdo com menor desvio padrdo entre os valores obtidos a partir das quatro
analises realizadas (Dia 1, Dia 7, Dia 30 e Dia 60). Os valores modulares dos PZ

obtidos estdo mostrados na figura 18.

Figura 18 — Avaliacdo, durante 60 dias, do potencial zeta (mV) de NLS obtidas a partir
do emprego de diferentes amplitudes de sonicacéo e diferentes tempos de duracéo
do processo

O Dial O Dia7 O Dia30 O Dia60

18,0
< 16,0 "
E140 A
© 12,0 :

8,0

<& 1l o e ot I

Q N O O N QO O o QO O O O
2O JO D 2O 28 D 2O 25 P 2O x5 o
AR AR AR SR S A S

[EEN

o

o
I=rm]

Potencial ze

Amplitude (%) - Tempo (minutos)

Com a andlise da figura 18, é possivel verificar que todos os valores de PZ

nao foram superiores a 118] mV. Como uma diretriz e de acordo com o manual do
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equipamento utilizado neste estudo, as particulas em dispersdo com valores
superiores a +30, tenderdo a repulsdo eletrostatica entre si, seno que, essa forca de
repulsdo supera a tendéncia natural a floculacdo e agregacdo (MALVERN, 2009;
MEHNERT E MADER, 2012; KATHE et al, 2014).

Entretanto, este conceito é aplicavel principalmente para dispersdes que
contenham somente estabilizadores eletrostaticos e, ndo pode ser aplicada para
sistemas que contém estabilizadores estéricos, pois, a adsorcdo destes
estabilizadores na particula ir4 diminuir o PZ devido a mudanca na exposi¢éo dos ions
na interface particula-agua (MEHNERT E MADER, 2012).

Assim, em misturas binarias de tensoativos entre 0s quais um seja
estabilizador eletrostatico e 0 outro seja estabilizador estérico, mesmo com o PZ baixo
(menor que 20) ha a estabilizacdo da disperséo, pois, os efeitos da estabilizacéo
eletrostatica sdo somados aos efeitos da estabilizagdo estérica (RADOMSKA-
SOUKHAREV, 2007).

Outro fator que influenciou no baixo valor de PZ obtido nas analises foi que
todos os componentes da dispersdo sdo compostos nao-iénicos.

O pH é o principal fator que influencia o valor do PZ de uma formulacao.
Como exemplo, tendo particulas com PZ negativo, se alguma substancia basica for
adicionada a suspenséo, as particulas tenderdo a adquirir carga de superficie mais
negativa. Se o contrario acontecer, ou seja, um acido for adicionado a suspensado um
ponto de equilibrio sera alcancado onde, a carga negativa sera neutralizada. E, se o
acido continuar a ser adicionado a suspenséo, havera um acumulo de carga positiva
de superficie nas particulas. Assim, o PZ sera positivo em pH acido e negativo em pH
alcalino. A influéncia do pH no PZ é principalmente visualizada quando h&a apenas a
estabilizacao eletrostatica (BATTAGLIA E GALLARATE, 2012; MALVERN, 2009).

Na curva de PZ em funcdo do pH, o valor do pH no qual o PZ é zero,
corresponde ao ponto isoelétrico da dispersao sendo, neste ponto, o sistema disperso

menos estavel (figura 19).
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Figura 19 — llustracdo da determinacdo do ponto isoelétrico de um sistema coloidal
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Fonte: MALVERN, 2009.

O valor do pH das dispersbes foi determinado e os valores obtidos
situaram-se numa faixa de 6,8 a 7,2, isto pode explicar o fato dos resultados terem
apresentado cargas negativas, pois encontram-se mais préximos do pH alcalino do
gue do pH acido.

Considerando o valor de PZ para as dispersdes ultrassonicadas com 15%
de amplitude durante 15 minutos, 25% de amplitude durante 15 minutos e 25% de
amplitude durante 20 minutos as quais apresentaram valor de PZ proximo a zero em
pelo menos uma analise (figura 18), esperar-se-ia que tais dispersfes apresentassem
alta instabilidade com a presenca de agregacao de particulas. Porém, o observado foi
0 contrario, tais amostras demonstraram-se estaveis com discreto aumento no
diametro das particulas e pequena oscilacdo no valor do Pdl (figura 17). Tal fato,
também corrobora com o descrito na literatura de que estabilizadores estéricos podem
fornecer baixos valores de PZ e mesmo assim, a dispersdo encontrar-se-a estavel
(MEHNERT E MADER, 2012). Neste estudo, a estabilizagdo estérica pode ser
atribuida a presenca do poloxamer 188 na dispersédo (SALMINEN et al, 2014).

Portanto, as dispersdes ultrassonicadas com 15% de amplitude durante 20
minutos e as ultrassonicadas com 20% de amplitude durantes 20 minutos foram as

selecionadas para dar continuidade ao estudo.
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5.2 Incorporacédo do ibuprofeno as NLS

Para a incorporagdo do IBU as NLS obtidas pela técnica de
ultrassonicacao, foi empregada, primeiramente, a amplitude de 15% durante 20
minutos com as seguintes concentracdes de farmaco: 1, 3 e 5%.

ApOs os procedimentos para realizar a incorpora¢cdo do IBU as NLS, uma
cromatografia em coluna com o emprego do Sephadex G-50 foi feita para separar as
frac6es de NLS contendo o fArmaco encapsulado daquelas fracdes contendo apenas
o farmaco ndo encapsulado. As fracdes separadas foram analisadas por
espectrofotometria de UV-Vis em 223 nm e em 410 nm, sendo que, em 223 nm foi
possivel detectar a presenca do IBU ndo-encapsulado e em 410 nm o perfil de eluicao
das NLS contendo o IBU encapsulado. A eluicédo foi realizada em dois momentos
distintos: o primeiro apos 24 horas da obtencdo das NLS e o segundo 30 dias apos a
primeira determinagéo.

As andlises das fragbes de NLS contendo o farmaco encapsulado e das
fracOes contendo o farmaco ndo encapsulado das dispersdes por ultrassonicacdo com

15% de amplitude durante 20 minutos estao descritas nas figuras 20 e 21.
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Figura 20 — Analise das fracdes de NLS contendo IBU encapsulado e das fragGes de
IBU ndo encapsulado por espectrofotometria em 223 nm e em 410 nm ap0s filtracéo
em coluna. Dispersdo ultrassonicada com 15% de amplitude durante 20 minutos
contendo 1% de IBU; Fragdes de 1 mL
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Figura 21 — Analise das fragdes de NLS contendo IBU encapsulado e das fracfes de
IBU ndo encapsulado por espectrofotometria em 223 nm e em 410 nm ap0s filtracéo
em coluna. Dispersdo ultrassonicada com 15% de amplitude durante 20 minutos

contendo 3% de IBU; Fragdes de 1 mL
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As fracOes de NLS contendo 5% de IBU nao puderam ser separadas pelo
Sephadex G-50 devido ao diametro das particulas ter sido superior a 500 nm (nos dias
1 e 30, nos quais foram realizadas as analises) e ao alto indice de polidispersidade,
causando a obstrucéo da coluna durante a eluicdo e impossibilitando a realizacdo do
processo de separagao.

A determinacédo do diametro, do Pdl e do PZ também foi realizada e os

dados obtidos estao descritos na tabela 8.
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Tabela 8 — Relacdo entre diametro, Pdl e PZ de NLS contendo 1, 3 e 5% de IBU
obtidas por ultrassonicagado com 15% de amplitude durante 20 minutos

Dia Farmaco (%) DHM (nm) Pdl PZ (mV)
1 1 281+10 0,40+0,07 -2,6+0,1
3 34749 0,84+0,04 -3,1+0,2

5 570+29 1,00+0,00 -2,2+0,2

7 1 390+2 0,58+0,01 -2,1+0,2
3 445+77 0,81+0,05 -2,8+0,2

5 866+60 1,00+0,00 -1,2+0,3

30 1 356+5 0,48+0,01 -2,9+0,3
3 280+4 0,54+0,01 -4,2+0,1

5 470+5 0,54+0,02 -5,9+0,7

60 1 314+3 0,46+0,01 -6,5+0,2
3 21643 0,33+0,04 -6,3+0,1

5 446+12 0,32+0,1 -6,3+0,2

DHM: diametro hidrodindmico médio; valores expressos como média * desvio padréao

De acordo com os resultados de diametro, Pdl e PZ das dispersoes
ultrassonicadas com 15% de amplitude durante 20 minutos (tabela 8), pode-se inferir
gue as particulas ndo apresentaram estabilidade fisica, pois notou-se uma maior
variacao do diametro, Pdl e PZ entre os dias de analises quando comparados com as
dispersfes ultrassonicadas com 20% de amplitude durante 20 minutos (tabela 9).

A dispersao contendo 3% de farmaco apresentou, nos primeiros dias de
analises, diametro relativamente grande e uma polidispersidade alta, indicativa de
uma dispersdo muito heterogénea (tabela 8).

Com a analise da figura 21, pode-se notar que houve uma discreta
diminuicdo na fracdo encapsulada e consequente aumento na fracdo nao
encapsulada ap0s o periodo de armazenamento de 30 dias.

A disperséo contendo 5% de farmaco apresentou no decorrer do periodo
de armazenamento de 60 dias, sinais de instabilidade como o0 aumento de viscosidade
(tabela 8).

Portanto, para as dispersdes obtidas com o emprego de 20% de amplitude

durante 20 minutos, as concentracdes de IBU foram alteradas para 1, 2 e 3%.



69

As figuras 22, 23 e 24 ilustram os perfis de eluigéo das dispersdes contendo

1%, 2% e 3% de IBU, respectivamente; dispersdes ultrassonicadas com 20% de

amplitude durante 20 minutos.

Figura 22 — Analise das fracdes de NLS contendo IBU encapsulado e das fracfes de
IBU ndo encapsulado por espectrofotometria em 223 nm e em 410 nm ap0s filtracéo
em coluna. Dispersdo ultrassonicada com 20% de amplitude durante 20 minutos
contendo 1% de IBU; Fragdes de 1 mL
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Figura 23 — Analise das fracdes de NLS contendo IBU encapsulado e das fracfes de
IBU ndo encapsulado por espectrofotometria em 223 nm e em 410 nm apos filtracéo

em coluna. Dispersao ultrassonicada com 20% de amplitude durante 20 minutos
contendo 2% de IBU; Fragdes de 1 mL
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Figura 24 — Analise das fracdes de NLS contendo IBU encapsulado e das fracfes de
IBU ndo encapsulado por espectrofotometria em 223 nm e em 410 nm apos filtracéo
em coluna. Dispersao ultrassonicada com 20% de amplitude durante 20 minutos

contendo 3% de IBU; Fragdes de 1 mL
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Com a analise da figura 22 pode-se perceber que a separacéo das fracdes
das NLS com 1% de IBU foi mais homogénea quando comparados os dias analisados.
Em contrapartida, a separacéo das fracdes das NLS contendo 2% de IBU (figura 23)
mostrou menor homogeneidade com aumento no diametro das particulas (tabela 9).
Com a analise da figura 24 também pode-se notar a presenca de heterogeneidade

entre as separacgfes realizadas nos dias 1 e 30 e 0 aumento no diametro das
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particulas, porém, as fragfes encapsuladas e ndo encapsuladas apresentaram limites
semelhantes para os dias analisados.

A tabela 9 descreve os valores de diametro, Pdl e PZ obtidos ao longo dos
60 dias de andlises das dispersdes ultrassonicadas com 20% de amplitude durante

20 minutos.

Tabela 9 — Relacdo entre diametro da particula, Pdl e PZ de NLS contendo 1, 2 e 3%
de IBU obtidas por ultrassonicagcéo com 20% de amplitude durante 20 minutos

DHM

Dia % de farmaco (nm) Pdl PZ (mV)
1 1 202+2 0,37+0,02 -7,1+0,6
2 33448 0,52+0,02 -6,6%0,2

3 263+29  0,49+0,06 -7,2+0,2

7 1 227+2 0,30+0,01 -5,9+0,5
2 3577 0,44+0,10 -6,1+0,6

3 267112 0,46+0,04 -6,8%0,2

30 1 294+5 0,44+0,04 -5,9+0,9
2 368+30 0,47+0,10 -7,2+0,2

3 255+2 0,45+0,01 -7,0%0,2

60 1 229+1 0,29+0,03 -6,0+0,1
2 335+4 0,56+0,02 -5,3%0,1

3 228+2 0,44+0,01 -10,0%0,2

DHM: diametro hidrodindmico médio; valores expressos como média * desvio padrédo

De acordo com os resultados de diametro, Pdl e PZ das dispersoes
ultrassonicadas com 20% de amplitude durante 20 minutos, pode-se inferir que as
particulas mantiveram-se estaveis pelo periodo de andlise de 60 dias. Os processos
de cremacéo, sedimentacdo e aglomeracao de particulas ndo foram observados em
nenhum momento durante o periodo de armazenamento das dispersdes (60 dias)
indicando que o delineamento experimental do sistema tensoativo resultou em um
sistema altamente capaz de estabilizar a dispersdo impedindo a aglomeracao das
particulas e a expulsdo do farmaco das NLS, conforme mostram os resultados de EE
e CC (item 5.2.1.2).
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5.2.1 Validac&do do método de anélise quantitativa do ibuprofeno

Para a quantificacdo do IBU ndo encapsulado, um método analitico de
espectrometria de UV-Vis foi validado. A tabela 10 mostra os parametros de validacéo
para a quantificacdo do IBU ndo encapsulado, apds separacao das NLS por filtracao
em gel de Sephadex G-50. A figura 25 mostra a curva analitica, com o coeficiente de

correlacgdo linear (r?) e a equacéo da reta empregada para os calculos de EE.

Tabela 10 — Parametros da validacdo do método analitico para quantificacao de IBU
livre apds separacao por filtracdo em gel Sephadex G-50

Parametro Média (ug/mL) DP (ug/mL) CV (%) Exatidao (%)

LOD (1 pg/mL) 0,33 0,01 4,2 105,2
LOQ (1 pg/mL) 1,12 0,04 4,2 105,2
Precisao
intra-dia (n=3)
1,5 1,36 0,05 3,5 90,4
10 9,88 0,08 0,8 99,7
20 20,17 0,16 0,8 100,9

inter-dia (n=9)

15 1,30 0,08 6,1 86,4
10 10,08 0,10 0,9 100,8
20 19,87 0,34 1,2 99,3

Figura 25 — Curva analitica do IBU em tampao fosfato de potassio dibasico 0,1M pH
7,4
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O método para quantificacdo de IBU livre (ndo encapsulado as NLS) foi
validado dentro dos requisitos exigidos pela ANVISA (2003). Os limites de detecgéo e
quantificacédo (LOD e LOQ) foram ambos de 1 pg/mL. A técnica de espectrometria em
UV-Vis nao é sensivel para concentragdes infimas de analito, porém, para esta etapa
do estudo a faixa linear detectavel e quantificavel demonstrou precisdo e exatidao
aceitaveis, ou seja, permaneceram dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA
(BRASIL, 2003) que determina exatiddo de 80 a 120% e precisdo (DPR) menor do
que 15%.

O método manteve linearidade aceitavel na faixa de concentracédo entre 1
a 20 pg/mL de IBU com r? de 0,9995. Portanto, a linearidade também manteve-se
dentro dos requisitos estabelecidos pela ANVISA (BRASIL, 2003), que especifica um
r> minimo de 0,99.

Assim, o método pode ser considerado preciso, exato e validado de acordo
com os requisitos exigidos pela ANVISA (BRASIL, 2003), sendo aplicavel para a
guantificacdo de IBU ndo encapsulado e, consequentemente, aplicavel para a

determinacao da EE.

5.2.2 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo (EE) e capacidade
de carga (CC)

O IBU néo encapsulado foi quantificado de acordo com o método validado
e, a equacao da reta, obtida, y = 0,0473x + 0,0027 foi empregada para a quantificacédo
em pg/mL do IBU existente fora das NLS, tendo-se determinado indiretamente a EE
e aCC.

Os resultados de EE e CC do IBU nas NLS em diferentes condi¢cdes de

ultrassonicacao estdo mostrados na tabela 11.
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Tabela 11 — Relacdo entre eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carga das
NLS contendo 1, 2 e 3 % de IBU obtidas com diferentes amplitudes e tempos de
sonicacéo

Farmaco (%) . EE (%) . - cC (%) -
Dial Dia 30 Dial Dia 30
1* 79,06£0,04  79,07+0,05 0,7906%0,0004 0,7907+0,0005
3* 95,71+0,01  95,07+0,06 2,8714+0,0004 2,8520+0,0019
1** 78,06£0,01  78,55+0,01 0,7806%0,0001 0,7855+0,0001
2%* 93,06+0,01 88,52+0,20 1,8611+0,0002 1,7705+0,0039
3** 95,80+0,01  95,10+0,02 2,8799+0,0004 2,8522+0,0006

*Disperséo ultrassonicada com 15% de amplitude durante 20 minutos.
**Disperséo ultrassonicada com 20% de amplitude durante 20 minutos.
Valores expressos como médiatdesvio padréao.

Exceto as NLS contendo 1% de IBU, todas as outras NLS apresentaram
EE acima de 93%, valor considerado alto e muito satisfatorio.

A EE aumentou com o0 aumento na concentracdo de farmaco na disperséao.
O mesmo pode ser observado com a CC.

Apo6s 30 dias da obtencao das NLS contendo IBU, foram realizados novos
ensaios para determinacao da EE e da CC. Os resultados mostraram que ndo houve
perda ou degradacédo de IBU das NLS, exceto uma pequena diminuicao na dispersao
contendo 2% de IBU. Este resultado também corrobora com os resultados de
diametro, Pdl e PZ, nos quais observou-se que, principalmente para a dispersao
contendo 3% de farmaco (obtida com 20% de amplitude durante 20 minutos), nao
houve alteracdo consideravel nos valores destes parametros.

Os fatores que contribuem para se obter uma boa EE e CC séo aqueles
relacionados com as propriedades fisico-quimicas do farmaco e sua interacdo com o
lipidio, além dos parametros da técnica de obtencdo das NLS. Os principais fatores
séo (BUNJES, 2011; HOU et al, 2003; MULLER et al, 2000; PARHI E SURESH, 2012):

e A solubilidade do farmaco no lipidio fundido;

¢ A miscibilidade entre o farmaco fundido e o lipidio fundido;

e A estrutura fisica e quimica da matriz lipidica,

e Amorficidade da matriz lipidica.

Um ensaio simples de solubilidade do farmaco no lipidio fundido foi

realizado. Foram pesados 500 mg de lipidio (triestearina) e aquecidos até a completa
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fusdo; massas de IBU foram adicionadas paulatinamente ao lipidio fundido,
mantendo-se 0 aquecimento. A massa de 1,5 g apresentou-se totalmente miscivel
com 500 mg de lipidio fundido, confirmando a solubilidade e miscibilidade do farmaco
ao lipidio e corroborando para a alta EE.

Mussi e colaboradores (2013) realizaram um delineamento experimental
para obter NLS contendo doxorrubicina por ultrassonicacao e alcancaram EE entre 30
e 99% e CC de 14 a 38% de acordo com as dispersdes testadas. No referido estudo
uma amplitude de 20% foi empregada durante 10 minutos, mesma amplitude
empregada por este estudo, porém a composicdo da matriz lipidica e do sistema
tensoativo foram totalmente diferentes.

Empregando a técnica de ultrassonicacdo, Li e colaboradores (2006)
obtiveram uma EE de aproximadamente 90% para NLS contendo acido estearico
como matriz lipidica e tetrandrina como farmaco, porém a CC nao foi determinada.

Potta e colaboradores (2011) empregaram a técnica de HAP para obter
NLS contendo IBU. Os componentes da dispersédo foram diferentes aos utilizados
neste estudo. Potta e colaboradores (2011) obtiveram NLS com matriz lipidica
composta por acido estearico ou por tripalmitina ou por trilaurina. Como tensoativos
utilizaram Lutrol F127 e/ou taurocolato de sodio. Porém, os parametros de
homogeneizacédo foram idénticos aos aqui considerados como melhores: 3 ciclos a
500 bar. A EE obtida por Potta e colaboradores (2011) foi superior a 93%, semelhante
a EE por este estudo atingida, porém com o emprego de uma técnica diferente. A
diferenca entre a CC obtida por Potta e colaboradores (2011) e a obtida neste estudo
pode ser atribuida, a diferente composicdo das dispersdes pois a matriz lipidica e o
sistema tensoativo foram diferentes além da concentracéo do farmaco utilizada.

Em estudo realizado por Ibrahim e colaboradores (2014) para incorporacéo
de sulpirida em NLS, a técnica de ultrassonicacéo foi empregada com uma amplitude
de 40% durante 3 minutos. DispersGes com matriz lipidica composta por um Unico
lipidio ou mistura binaria de lipidios estabilizadas com tensoativo foram obtidas e
avaliadas. Como lipidios foram avaliados o acido estearico, Softisan® 154, Dynasan®
118 e o Inwirtor® 900 K e, como tensoativo foram testados Tween® 80, Span® 80 e
poloxamer 188. O lipidio triestearina (Dynasan® 118) foi empregado tanto
isoladamente quanto em mistura binaria com o acido estearico. Para a dispersdo com
matriz lipidica composta apenas por triestearina a EE ndo ultrapassou 21% e a CC

nao ultrapassou 2,3%. Porém, quando a matriz lipidica foi composta por misturas
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binarias de triestearina e acido estearico a EE obtida variou para 15 — 93% e a CC
para 2 — 24%.

A CC é, geralmente, expressa em porcentagem, ou seja, € o percentual de
farmaco em relacdo a massa de lipidio. A maneira de se calcular a CC pode variar de
estudo para estudo, porém a relacdo matriz lipidica com o farmaco esta sempre
presente nas equacgdes (IBRAHIM et al, 2014; LIMA et al, 2013; PARHI E SURESH,
2012; POTTA et al, 2011).

Os valores de CC variam desde 1% até 30%, podendo alcancar 50%, de
acordo com a aproximacao das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e da matriz
lipidica (MULLER et al, 2000; JUDEFEIND E VILLIERS, 2009).

Neste estudo, a concentracdo de 5% de lipidio foi selecionada para compor
a matriz lipidica. Sabe-se que, na maior parte dos casos, o0 aumento do contetudo
lipidico (5-10%) pode levar ao aumento do didmetro das particulas e a distribui¢cao
pode tornar-se mais polidispersa (MEHNERT E MADER, 2012), por isso, foi mantida
a concentracao de 5% de lipidio. As concentragcdes de farmaco testadas variaram de
1 a 5%. Foi verificado que a dispersdo contendo 5% de farmaco apresentou
viscosidade elevada, por isso, ndo foram testadas concentracdes superiores a 5% de
IBU.

Assim, as dispersdes obtidas por ultrassonicacdo com o emprego de 20%
de amplitude durante 20 minutos contendo 2 e 3% de IBU foram as selecionadas para

serem caracterizadas fisico-quimicamente e morfologicamente.

5.3 Caracterizacdo morfolégica das NLS

As fotomicrografias obtidas por MFA das NLS vazias e das NLS contendo
2 e 3% de farmaco obtidas por ultrassonicacdo com o emprego de 20% de amplitude
por 20 minutos estdo registradas na figura 26. As andlises foram realizadas no

primeiro dia da obtencdo das NLS e ap6s 30 dias da primeira andlise.
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Figura 26 — Imagens de microscopia de forca atbmica das NLS vazias e das NLS
contendo 2 e 3% de IBU obtidas por ultrassonicagdo com 20% de amplitude por 20

minutos
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A forma das nanoparticulas lipidicas € muito variada e pode algumas vezes

fugir da esfericidade. Os lipidios tendem a se solidificar em estruturas lamelares
(MEHNERT E MADER, 2012). As NLS, quando em estruturas lamelares, apresentam

uma area de superficie maior do que as estruturas esféricas, sendo necessaria uma
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massa maior de tensoativo para promover a curvatura e estabilizar a estrutura esférica
(MEHNERT E MADER, 2012).

Com a andlise dos dados das fotomicrografias (figura 26), foi possivel
visualizar a presenca das NLS. Nas fotomicrografias, as regides mais claras (brancas)
indicam que as particulas encontram-se na regido superior da placa de mica tendendo
para regides mais profundas com o escurecimento. Parece evidente que houve
aglomeracao de particulas na superficie da placa de mica, demonstrada pelas areas
claras mais extensas em diferentes locais das fotomicrografias.

Houve tendéncia a morfologia esférica para a maioria das amostras de
NLS, fato este desejavel, pois, particulas que apresentam esta morfologia podem
oferecer maior protecdo para as substancias incorporadas, além de promover uma
liberagdo mais regular, pois, mantém um contato maximo e homogéneo com o meio
de dissolucdo em comparacédo com particulas que apresentem morfologia irregular e
menor propor¢cdo de tensoativo (BUNJES E SIECKMANN, 2006; KUMAR E
RANDHAWA, 2013). Entretanto, as formas anisométricas podem apresentar
vantagens quando o farmaco for incorporado na camada de tensoativo ou ficar
adsorvido na superficie da particula (KUMAR E RANDHAWA, 2013).

Algumas particulas visualizadas nas micrografias apresentaram forma
lamelar (BUNJES E SIECKMANN, 2006). As particulas com este tipo de forma podem
levar a uma melhor disponibilidade do farmaco na corrente sanguinea e em alguns
orgdos (KUMAR E RANDHAWA, 2013).

As particulas apresentaram uma camada circundante escura a qual pode
ser atribuida ao tensoativo e, a presenca do farmaco nao alterou a forma das NLS.
Grande diferenca na forma e na aglomeracédo também néo foi visualizada entre as
analises do dia 1 e do dia 30.

Com relacdo a superficie das nanoparticulas, aparentemente,
demonstraram superficies lisas.

As distribuicbes dos diametros das particulas obtidas nas analises de
microscopia corroboraram com aquelas obtidas por DLS, conforme mostram as

figuras 27 e 28.
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Figura 27 — Distribuicdo do diametro das particulas de acordo com o determinado por
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Figura 28 — Distribuicdo das particulas de acordo com o didmetro obtido por DLS
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Os valores médios dos diametros analisados por MFA sdo muito proximos
dos valores médios obtidos por DLS, o que comprova que as NLS realmente sédo de

dimensdes nanométricas.

5.4 Caracterizacgéo fisico-quimica das NLS

5.4.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A figura 29 mostra as curvas de DSC dos componentes da disperséo
analisados separadamente e a mistura fisica dos mesmos. As curvas de DSC foram
obtidas com os ciclos de aquecimento e resfriamento, sendo:

e Primeiro ciclo de aquecimento de 25°C a 200°C e de resfriamento de
200°C a -20°C;

e Segundo ciclo de aquecimento de -20°C a 200°C e de resfriamento de
200°C a -20°C.
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Figura 29 — Curvas de DSC dos componentes da dispersdo. A e B: primeiro ciclo de
aguecimento e resfriamento, respectivamente (A: 25°C a 200°C e B: 200°C a -20°C);
C e D: segundo ciclo de aguecimento e resfriamento, respectivamente (C: -20°C a
200°C e D: 200°C a -20°C)

4 -
——— Triestearina A
~—— Poloxamer 188
————— Fosfatidilcolina hidrogenada de soja
—_ . o
o 24 ——— Mistura fisica
g o |buprofeno
—
o
[ {\ ~ 7
o 0 — = "\\ # N T S — ——
o N N
o
>< \V
=
w 2 |
'
| fEloulrm:o
-50 0 50 100 150 200
Temperatura (°C)
4 -
———— Triestearina B
——— Poloxamer 188
——— Fosfatidilcoling hidrogenada de soja
1 —— Mistura fisica
. il ——— lbuprofenc
a i
< 1 i
2 /) f
B _ s A _ . _j-’ -
® 0 =
o
(]
©
o
x
= 24
LL
l 1 Exctéemico
50 o 50 100 150 200

Temperatura (°C)



84

4 .
——— Triestearina C
] ——— Poloxamer 188
——  Fosfatidilcolina hidrogenada de soja
—— Mistura fisica
—— |buprofeno
—
o 27
S
S
o
[
(&) 0 -
[}
©
o
x
=
LL 2
1 t Exotérmico
-4 T T T T 1
-50 0 50 100 150 200
Temperatura (°C)
4 —
| Triestearina D

Poloxamer 188

Fosfatidilcolina hidrogenada de soja
Mistura fisica

Ibuprofeno

Fluxo de calor (W/g)

4 | 1 Exotérmico
- T T T T 1
-50 0 50 100 150 200

Temperatura (°C)

A tabela 12 identifica as entalpias obtidas a partir da analise das curvas

DSC dos componentes da disperséo e da mistura fisica dos mesmos.
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Tabela 12 — Entalpias obtidas nos diferentes ciclos de aquecimento e resfriamento a
partir das curvas de DSC dos componentes da dispersdo e da mistura fisica dos
mesmos

Aquecimento Resfriamento
Amostra Ciclo AH | Temperatura de AH
;:Tupsggt(lﬂg obtida| cristalizacéo obtida
(J/9) ) (J/9)
Ibuprofeno 1°ciclo 79 87,6 - -
2° ciclo - - - -
Fosfatidilcolina| 1°ciclo 79,5 28,3 88,2 26,5
h'd(;g%%rj‘gda 20 ciclo 101,3 26,1 83,7 30,3
Poloxamer 188 | 1° ciclo 53,7 109,5 54,4 101,6
2° ciclo 31,6 98,7 31,9 98,6
Triestearina | 1° ciclo 62,5 1129 40,7 89,5
2° ciclo 50,6 84,5 40,8 88,8
Mistura fisica | 1°ciclo 61,1 62,9 28,4 7,7
81,1 11,6 42,6 33,7
88 12,7
2° ciclo 49,3 49,4 25,8 7,3
97,7 13,2 42,4 34,7
87,1 13,8

O IBU apresentou um unico evento endotérmico (de fusdo) em 79°C (figura
29), valor este que se encontra dentro dos limites da faixa de fusdo descrita pela
literatura (NEWA et al, 2007; PATEL et al, 2013; POTTHAST et al, 2005). A presenca
do pico afilado e intenso atribuiu-se a cristalinidade e pureza do IBU.

A triestearina (figura 29), apresentou no primeiro ciclo de aquecimento, um
evento endotérmico em 62,5 °C, com um AH de 112,9 J/g, o qual foi atribuido a sua
fusdo. A presenca do pico foi atribuida a sua cristalinidade. No primeiro ciclo de
resfriamento, a triestearina apresentou um unico evento exotérmico em 40,7°C com
um AH de 89,5 J/g, o que € indicativo de recristalizacdo nesta temperatura. Porém, a

grande diferenca observada tanto entre as temperaturas de fusao e recristalizacao e
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entre as respectivas entalpias é indicativa da presenca de polimorfos (SIEKMANN E
WESTESEN, 1994).

A presenca de polimorfos da triestearina ficou evidenciada a partir do
segundo ciclo de aquecimento (figura 29C), quando os eventos endotérmicos foram
diferentes daqueles apresentados no primeiro ciclo de agquecimento. Neste segundo
ciclo de aguecimento os mesmos aconteceram em aproximadamente 50,6°C e em
61,1°C, temperaturas semelhantes as apresentadas pelas formas polimérficas a e 8’
(BUNJES et al, 2007; DORA et al, 2012), mais um fato indicativo da presenca da
mistura de diferentes formas polimérficas. No segundo ciclo de resfriamento, o evento
exotérmico foi praticamente idéntico ao do primeiro ciclo, com temperaturas de
recristalizacdo e entalpias muito semelhantes (tabela 12), fato este que reforca o
indicativo da presenca de polimorfos.

O poloxamer 188 apresentou um unico evento endotérmico de fusdo em
53,7°C no primeiro ciclo de aguecimento (figura 29A) com entalpia de 109,5 J/g. A sua
cristalinidade e pureza foram confirmadas pelo pico intenso e afilado e,
adicionalmente, sdo com os dados obtidos a partir do primeiro ciclo de resfriamento
onde os valores da temperatura de recristalizacdo e entalpia foram muito proximos
daqueles obtidos para o primeiro ciclo de aquecimento, tais dados estdo de acordo
com o descrito na literatura (JANNIN et al, 2006; GHAREEB et al, 2009; GILL et al,
2010; IGE et al, 2013; SHARMA et al, 2013). Porém, quando comparados os valores
obtidos no primeiro ciclo de aquecimento e resfriamento com os obtidos no segundo
ciclo, houve diminuicao tanto nas temperaturas de fusao e recristalizagcdo quanto nas
entalpias.

Ja a FHS apresentou, no primeiro ciclo de aquecimento e resfriamento, um
evento endotérmico em 79,5°C com entalpia de 28,3 J/g e um evento exotérmico em
88,2°C com entalpia de 26,5 J/g (figura 29). Ambos os eventos do primeiro ciclo
apresentaram pico com base alargada e com pouca intensidade, evidenciando uma
menor cristalinidade do que aquelas apresentadas pelos outros componentes da
dispersdo. Os valores de temperatura e entalpias obtidas no segundo ciclo foram
diferentes daquelas obtidas no primeiro ciclo.

A partir da andlise das curvas de DSC da mistura fisica de todos os
componentes da dispersdo (figura 29), evidenciou-se uma interacdo entre a
triestearina e o poloxamer 188 pois, no primeiro aquecimento, houve o aparecimento

de um Unico pico situado entre as temperaturas de fusdo da triestearina e do
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poloxamer 188 (61,1°C) com um alargamento da base do pico e diminuicdo de
intensidade. Adicionalmente, um segundo pico foi evidenciado entre as temperaturas
de fusédo da FHS e do IBU (81,1°C), porém com caracteristicas predominantes da
FHS, sugerindo uma possivel interacdo entre essas substancias. Outra possibilidade
seria parte do IBU ter se dissolvido no lipidio fundido e parte ter se fundido com a FHS.

No primeiro e no segundo ciclos de resfriamento, ficaram evidentes os
picos de recristalizacdo da FHS, da triestearina e do poloxamer 188. Os valores das
temperaturas de recristalizacdo e das entalpias do primeiro e do segundo ciclos de
resfriamento, foram semelhantes, indicando néo ter havido eventos importantes no
processo de recristalizacao.

Conforme evidenciados na curva de DSC do segundo ciclo de aguecimento
da triestearina (figura 29C), os dois eventos de fusédo atribuidos a modificacao
polimorfica da triestearina também foram visualizados no segundo ciclo de
aquecimento da mistura fisica.

A figura 30 mostra as curvas de DSC obtidas pela andlise das NLS sem
farmaco e contendo 2 e 3% de IBU no primeiro dia apos a obtencdo das NLS. Ja a
figura 31 mostra as curvas de DSC obtidas pela analise das NLS sem farmaco e
contendo 2 e 3% de IBU 30 dias apos a obtencdo das NLS. As curvas de DSC
referentes as NLS também foram analisadas de acordo com os ciclos de aquecimento
e resfriamento, sendo:

e Primeiro ciclo de aquecimento de 25°C a 200°C e de resfriamento de
200°C a -20°C;

Segundo ciclo de aquecimento de -20°C a 200°C e de resfriamento de
200°C a -20°C.
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Figura 30 — Curvas DSC das NLS sem farmaco e contendo 2 e 3% de IBU obtidas 1
dia ap6s a producdo das NLS. A e B: primeiro ciclo de aquecimento e resfriamento,
respectivamente (A: 25°C a 200°C e B: 200°C a -20°C); C e D: segundo ciclo de
aquecimento e resfriamento, respectivamente (C: -20°C a 200°C e D: 200°C a -20°C)
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A tabela 13 identifica as entalpias obtidas a partir da analise das curvas

DSC das NLS sem farmaco e contendo 2 e 3% de IBU (dia 1).
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Tabela 13 — Entalpias obtidas nos diferentes ciclos de aquecimento e resfriamento a
partir das curvas de DSC de NLS sem farmaco e contendo 2 e 3% de IBU obtidas por
ultrassonicagdo com 20% de amplitude durante 20 minutos. Analises realizadas em
24 horas da obtencéo das NLS

Aquecimento Resfriamento

Amostra Ciclo | Temperatura AH obtida| Temperaturade  AH obtida
de fuséo (°C) (J/9) cristalizagcao (°C) (J/9)
NLS sem 1°ciclo 48,8 3,3 28,2 4,8
farmaco 59,2 46,5 42,9 42,5
79,6 11,0 79,0 15,3
2° ciclo 48,5 22,1 26,9 4,7
58,5 29,1 43,2 42,5
83,7 17,4 78,3 17,5
NLS com 1°ciclo 46,6 4,5 26,2 5,0
2% de 60,8 50,8 42,7 41,5
IBU 77,1 14,6 76,8 16,8
2° ciclo 48,6 14,8 27,8 5,4
59,2 27,6 43,0 41,6
84,4 14,4 76,0 14,7
NLS com 1°ciclo 46,0 4,7 26,3 50
3%de 59,9 47,5 43,0 39,6
IBU 76,5 12,0 73,8 14,0
2° ciclo 48,1 9,7 27,8 5,6
58,9 32,5 43,1 39,6
80,5 12,0 73,5 14,3

Analisando as curvas de DSC das NLS sem farmaco e contendo 2 e 3% de
IBU (figura 30), é possivel a percepcdo de uma diminuicdo na intensidade dos picos
(principalmente no pico da FHS) com o aumento na concentracdo de IBU, fato
indicativo de interacdo entre a FHS e o IBU.

A modificacdo polimoérfica atribuida a triestearina também foi identificada
nas curvas de DSC apresentadas na figura 30C.

O evento de fusdo do IBU nédo pbde ser identificado, fato este que sugere
duas hipéteses: a primeira de que ele estivesse dissolvido parte no lipidio e parte na
FHS ou dissolvido em sua totalidade ou no lipidio ou na FHS. Como as entalpias

referentes a fusdo da triestearina assim como a da FHS apresentaram um discreto
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aumento para NLS contendo farmaco (2 e 3% de IBU) quando comparada com NLS
sem farmaco, a hipétese de que o IBU encontrava-se parte solubilizado no lipidio e
parte na FHS tornar-se-ia a mais provavel, porém, visualizando o pico endotérmico
referente a FHS da figura 31 a hip6tese de que o IBU tenha interagido mais com a
FHS do que com a triestearina € a mais provavel.

Assim, 0 aumento na entalpia da FHS nas NLS contendo IBU é indicativo
da forte interag&o entre o IBU e a FHS, devido a necessidade de uma maior energia
para romper a estrutura cristalina formada.

Outro fator indicativo da interacdo entre os componentes das NLS e a
consequente formacdo das mesmas é a alteracdo nas temperaturas de fusao,
principalmente quando ha a diminui¢cdo destas. A alteragdo nas temperaturas de fusdo
€ consequéncia da modificacdo estrutural ocorrida com a formacdo das NLS e,
também pode estar relacionada com as dimensdes nanométricas das NLS (KUMAR
E RANDHAWA, 2013; VAGHASIYA et al, 2013). Outro fator que também pode explicar
a diminuicdo da temperatura de fusdo € a presenca de diferentes polimorfos (KUMAR
E RANDHAWA, 2013). Para os picos correspondentes ao poloxamer 188 nas NLS
houve uma diminuicdo de 53,7°C (poloxamer isolado) para aproximadamente 47°C.
O mesmo pode ser observado para 0s picos correspondentes a triestearina 0s quais
apresentaram uma diminuicdo da temperatura de fusdo de 62,5°C (triestearina
isolada) para aproximadamente 60°C. Ja a FHS apresentou uma maior alteracéo na
temperatura de fusdo quando o IBU foi incorporado as NLS, essa alteracao foi de
79,5°C (FHS isolada) para aproximadamente 77°C; nas NLS sem IBU, a temperatura
de fusédo da FHS permaneceu inalterada daguela observada na curva de DSC da FHS
isolada, ou seja, 79,5°C para a FHS isolada e 79,6°C para a FHS nas NLS (tabelas
12 e 13).

No estudo realizado por Potta e colaboradores (2011) com NLS contendo
IBU, também foi verificada uma diminuicdo na temperatura de fusédo dos lipidios nas
curvas de DSC e, tal diminuicao foi verificada tanto para as NLS sem IBU quanto para
as NLS com IBU; a temperatura de fusédo do IBU quando incorporado as NLS néo foi
visualizada, indicando seu estado amorfo.

Perge e colaboradores (2012) trabalharam com microparticulas contendo
IBU e relataram a diminuicdo da temperatura de fusdo do alcool cetilico e o

desaparecimento do evento de fusao do IBU.
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As temperaturas de fusao e recristalizacao e as entalpias obtidas para as
NLS contendo 2% de IBU foram muito préximas daquelas obtidas para as NLS
contendo 3% de IBU em ambos os ciclos, exceto para os valores das temperaturas
de fuséo e entalpias encontradas no segundo ciclo de aguecimento onde, para NLS
contendo 2% de IBU a fusdo da triestearina gerou um AH de 27,6 J/g, enquanto que

0 mesmo evento para NLS contendo 3% de IBU gerou um AH de 32,5 J/g.
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Figura 31 - Curvas de DSC das NLS sem farmaco e contendo 2 e 3% de IBU obtidas
30 dias ap6s a producdo das NLS. A e B: primeiro ciclo de aquecimento e
resfriamento, respectivamente (A: 25°C a 200°C e B: 200°C a -20°C); C e D: segundo
ciclo de aquecimento e resfriamento, respectivamente (C: -20°C a 200°C e D: 200°C
a -20°C)

7 A

NLS sem farmaco

) NLS com 2% de IBU
S NLS com 3% de IBU
1 -
S
o
[
(&)
S
o 0
x
= T
LL
A 4
2 4 Exotérmico : i : i :
-50 0 50 100 150 200
Temperatura (°C)
g B
NLS sem farmaco
NLS com 2% de IBU
NLS com 3% de IBU
1 -
~—~
(@]
~
= N
S
o
© 07 \
(&)
[}
©
o
x
= 1
LL
2 t Exotérmico
-50 0 50 100 150 200

Temperatura (°C)



94

NLS sem farmaco
NLS com 2% de IBU
NLS com 3% de IBU

Fluxo de calor (W/g)

1 Exotérmico

-50 0 50 160 1\"—':0 260
Temperatura (°C)

NLS sem farmaco
NLS com 2% de IBU
NLS com 3% de IBU

=y
1

Fluxo de calor (W/g)

iy
|

2 1 Exotérmico :

-50 0 50 . 160 150 260
Temperatura (°C)

A tabela 14 identifica as entalpias obtidas a partir da analise das curvas

DSC das NLS sem farmaco e contendo 2 e 3% de IBU 30 dias ap6s a obtencéo das

NLS.
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Tabela 14 — Entalpias obtidas nos diferentes ciclos de aquecimento e resfriamento a
partir das curvas de DSC de NLS sem farmaco e contendo 2 e 3% de IBU obtidas por
ultrassonicagdo com 20% de amplitude durante 20 minutos. Analises realizadas ap6s
30 dias da obtencédo das NLS

Aquecimento

Resfriamento

Amostra Ciclo |Temperaturade AH obtida| Temperaturade AH obtida
fuséo (°C) (J/9) cristalizacao (°C) (J/9)
NLS sem 1°ciclo 46,9 6,3 20,5 4,9
farmaco 60,0 39 43,1 34,9
77,3 12,9 74,1 8,5
2° ciclo 48,8 31,99 20,8 5,0
58,4 24,2 43,2 35,1
78,3 9,1 74,4 8,0
NLS com 1°ciclo 46,3 4,7 29,2 4,9
2% de 60,5 52,8 42,6 41,9
IBU 77,3 15,3 74,9 16,8
2° ciclo 48,5 11,4 28,2 55
59,3 32,9 43,0 42,4
81,0 15,0 75,7 16,7
NLS com 1°ciclo 46,6 4,3 28,9 4,9
3% de 60,5 45,7 42,8 37,8
2° ciclo 48,5 9,8 28,3 5,8
59,2 30,8 42,9 39,3
80,9 12,8 72,2 12,8

Para as analises das curvas DSC obtidas ap6s 30 dias da obtencédo das

NLS foram observadas temperaturas de fusdo e recristalizacdo bem como entalpias

com valores muito semelhantes aqueles observados na andlise realizada 1 dia apés

a obtencéo das NLS, fato este que corrobora com os dados de EE obtidos (tabela 11).

Porém, ficou evidenciado um ligeiro estreitamento do pico e maior definicdo de inicio

e término dos eventos (figura 32).

Figura 32 — Curvas de DSC referentes ao primeiro ciclo de aquecimento (de 0 a 100°C)
das NLS sem farmaco e contendo 2 e 3% de IBU obtidas no primeiro e no trigésimo
dia ap6s a obtencéo das NLS
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5.4.2 Termogravimetria e termogravimetria derivada (TG/DTG)
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Na figura 33 estéo as curvas termogravimeétricas (TG) e termogravimeétricas

derivadas (DTG) obtidos com as analises dos componentes das NLS isoladamente e

da mistura fisica dos mesmos.

Figura 33

individualmente e da respectiva mistura fisica

120 4

100

16

80 1

60 4

404

Massa (%0)

204

-20

Triestearina

100

200

300 400

Temperatura (°C)

500 600

Curvas de TG/DTG dos componentes das NLS analisados



120 -
] DTG
0 1 ! Poloxamer 188
] __\\ o
8- o
] Vool
S fo!
S i
< 60 - -
@ ‘
('U ] § .I
= - S
- {
] R“.
0 . ‘ . ‘
0 100 20 300 40 500 600
Temperatura (°C)
100 -
1 FHS
80
© 60+
IO |
S
g J
0 40+
g 1 Pl
20 - / :
Y / h | —_———
0 S , : s S —
0 100 200 B 300 B 400 500 600
Temperatura (°C)
120
/jore
f Ibuprofeno
100 - ﬁm i
\ L
— Vool
X @ PO
= \C
© v
0 - i
7] i
@ 60 | |
= o
; |
K \ :
40 - ) L
20 - |
\
0 . : . . ‘ \
0 100 20 00 400 500 600

Temperatura (°C)

97



98

100 - — 16
] ~_ e Mistura fisica
30; Y P

60 -

Massa (%)

40 -

M el T L

0 1l|)0 260 300 400 560 600
Temperatura (°C)

Os estudos sobre a variagdo da massa de uma amostra, a termogravimetria
(TG), € o resultado de uma transformacdo fisica (sublimacdo, evaporacao,
condensacao) ou quimica (degradacdo, decomposicdo, oxidacdo) em funcdo do
tempo ou da temperatura. Neste estudo, realizou-se um estudo sobre a variacao da
massa em funcdo da temperatura para verificar alguma transformacao quimica, ou
seja, a degradacao das amostras analisadas (SILVA, 2005).

Ja a termogravimetria derivada (DTG) é a derivada da variacdo de massa
em relacdo ao tempo ou temperatura da curva de TG. Esta técnica é capaz de auxiliar
na visualizacdo e esclarecimentos dos eventos que ocorrem na curva de TG. A area
dos picos da curva DTG é proporcional ao total de massa perdida pela amostra, além
de possibilitar a determinacdo das temperaturas inicial e final do processo (SILVA,
2005).

A triestearina iniciou a perda de massa a partir de 260°C (figura 33), sendo
gue a temperatura final da perda de massa ocorreu em 457°C, restando um residuo
de 0,01482% da sua massa, ou seja, praticamente 100% da triestearina foi degrada
sob altas temperaturas.

O poloxamer 188 iniciou a perda de massa em 198°C (figura 33), a qual foi
guase que completamente degradada até 442°C, restando um residuo minimo de
0,004202% da sua massa inicial.

A FHS iniciou a degradacdo com perda de massa a partir de 203°C (figura
33), tal perda continuou a acontecer até temperaturas acima de 400°C, sendo que,
nesta temperatura a massa residual era de 0,04808%. A FHS € o Unico componente

gue apresentou varias perdas de massas de acordo com os dados das suas curvas
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de TG/DTG, nas quais foi possivel de se verificar a presenca de varios picos (curva
de DTG) (figura 33).

O IBU apresentou perda de massa a partir de 150°C e teve a sua massa
guase que completamente vaporizada a 277°C, ou seja, aproximadamente 99,3% da
sua massa total vaporizada a referida temperatura (figura 33). O IBU frequentemente
sofre processo de vaporizacgao em andlises termogravimeétricas
(LERDKANCHANAPORN E DOLLIMORE, 2000).

As curvas de TG/DTG (figura 33) para a mistura fisica dos componentes
das NLS mostraram inicio de perda de massa proximo a 200°C, e, a 430°C restavam
praticamente 0,03% da massa inicial da amostra. Também foi possivel de se visualizar
a presenca de diferentes picos na curva de DTG, porém em temperaturas um pouco
diferentes das apresentadas nos outros termogramas, além de um pico mais alargado,
indicando a interagcdo entre 0s componentes.

A partir da andlise conjunta de todas as curvas de TG/DTG concluiu-se que
a temperatura de 75°C empregada durante o processo de obtencdo das NLS nao foi
suficiente para degradar qualquer componente das NLS, inclusive o farmaco,
demonstrando que o processo foi seguro e garantiu a estabilidade quimica dos
componentes.

A figura 34 mostra as curvas de TG/DTG das NLS sem farmaco e contendo

2 e 3% de IBU obtidas por ultrassonicacédo com 20% de amplitude durante 20 minutos.
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Figura 34 — Curvas de TG/DTG das NLS sem farmaco e contendo 2 e 3% de IBU

obtidas por ultrassonicacdo com 20% de amplitude durante 20 minutos. Analises
realizadas 24 horas da obtencéo das NLS e ap6s 30 dias
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Os resultados das andlises de TG/DTG das NLS com e sem farmaco
também permitem afirmar que a temperatura empregada durante o0 processo de
obtencédo das nanoparticulas foi segura, pois o inicio da perda de massa, em todos 0s
casos, ocorreu acima de 200°C. As NLS conferiram prote¢do ao IBU, pois n&o foi
possivel de se notar qualquer perda de massa abaixo de 150°C, temperatura esta

onde deu-se o inicio da perda de massa do IBU (figura 33).

5.4.3 Difratometria de raios X (DRX)
Na figura 35 estdo apresentados os difratogramas dos componentes das
NLS analisados isoladamente e a mistura fisica deles.

Figura 35 — Difratogramas dos componentes das NLS analisados individualmente e a
respectiva mistura fisica
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O difratograma do IBU apresentado na figura 35 confirmou a sua estrutura
cristalina devido a presenca de inumeros picos intensos e afilados. Este resultado
também corroborou com o resultado obtido por DSC, o qual ja havia identificado a
cristalinidade do IBU devido a presenca de um unico evento endotérmico com a
presenca de um pico intenso e afilado (figura 29A). O resultado de DRX para o I1BU

estd semelhante com o que ha descrito na literatura (NAJIB et al, 1988; SULEIMAN
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et al, 1990; PASSERINI et al, 2002; PLAKKOT et al, 2011; POTTA et al, 2011; PERGE
et al, 2012).

De acordo com os resultados obtidos de DRX e de DSC por Dwivedi e
colaboradores (1992) durante uma analise sobre a identificagcdo dos enantibmeros e
da mistura racémica do IBU, pode-se dizer que o IBU utilizado por este estudo tratava-
se de uma mistura racémica.

Para o poloxamer 188 também foi confirmada a sua estrutura cristalina pelo
difratograma apresentado na figura 35 no qual estdo presentes picos afilados e
caracteristicos em 19,3 e em 23,3 graus, tais resultados corroboram com os descritos
na literatura (GHAREEB et al, 2009; GILL et al, 2010; IGE et al, 2013; SHARMA et al,
2013).

Os picos presentes no difratograma da triestearina (figura 35) em 21,05 e
em 23,4 graus sao indicativos da presenca de uma forma polimorfica intermediaria
entre as formas a e B’. A figura 36 representa os difratogramas das principais formas
polimorficas da triestearina descritas na literatura (DA SILVA et al, 2009; WINDBERGS
et al, 2009).

Figura 36 — Difratogramas das principais formas polimérficas da triestearina
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Fonte: Da Silva et al, 2009.

Segundo Larsson (1966), ha uma quarta forma cristalina para o0s
triglicerideos como a triestearina, a qual pode ser devida a presenca de impurezas.

Esta forma é denominada intermediaria ou 32 ou ainda, mais recentemente, y por
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alguns autores, pois apresenta faixa de fusédo situada entre as faixas das formas 3’ e
B (LARSSON, 1966; BUNJES et al, 2007; DORA et al, 2012).

A forma a, apresenta a maior capacidade de incorporar e transportar outras
moléculas, porém é a forma mais instavel e com o menor faixa de fuséo (48 a 54°C).
Esta forma tende a se transformar rapidamente na forma 8’ a qual apresenta faixa de
fus@o entre 62 a 64°C e sua capacidade de incorporar e transportar moléculas é
intermediaria entre as formas a e . A forma 3 € a mais estavel, apresenta faixa de
fus@o de 72 a 73°C e tem a menor capacidade de incorporar e transportar moléculas
(LARSSON, 1966; BUNJES et al, 2007; DORA et al, 2012).

Particulas formadas pelo polimorfo a apresentam uma estrutura esferoidal
enquanto que as formadas pelo polimorfo B apresentam-se em formato lamelar
(BUNJES et al, 2007; DORA et al, 2012).

Assim, com a analise conjunta do difratograma da triestearina pura (figura
35), das curvas de DSC da triestearina pura (figura 29) e das fotomicrografias das NLS
(figura 26), parece Obvia a presenca de uma forma polimorfica intermediaria entre as
formas a e B’ da triestearina, pois, a fusdo da triestearina, neste estudo, deu-se em
62,5°C para o primeiro aquecimento (tabela 12) e no segundo aquecimento
apareceram dois eventos endotérmicos, um em 50,6°C e outro em 61,1°C (tabela 12),
indicativos da presenca de diferentes polimorfos ou da transicdo de uma forma para a
outra, ou seja, formas a e B’. Os mesmos eventos também puderam ser visualizados
nas curvas de DSC das NLS anteriormente discutidas no item 5.4.1.

A recristalizacéo dos lipidios ocorre de maneira diferente quando puros ou
na estruturadas NLS. Na sua maioria, os triglicerideos (como a triestearina) quando
presentes nas NLS tendem a se recristalizar na forma a, transformando-se com o
tempo na forma B’. Porém, a presenca de tensoativos como o poloxamer 188 pode
retardar essa transformacéo, a qual geralmente pode ser mais lenta com o aumento
da cadeia carbonica do triglicerideo (MULLER et al, 2000; MEHNERT E MADER,
2012).

A estrutura cristalina do lipidio € um fator determinante para a acomodacéao
da molécula do farmaco nos sistemas transportadores como as NLS. Na estrutura das
NLS, o lipidio altamente cristalino e estruturalmente organizado certamente permitira
ainclusao do farmaco organizacao. Por outro lado, com a reduc¢éo dessa organizacao,

aparecem espacos suficientes para “acomodar” a molécula do farmaco. Assim, as
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NLS com estruturas menos organizadas ou amorfas podem beneficiar a CC e
consequentemente a EE (MULLER et al, 2000; HOU et al, 2003).

Comparando-se os difratogramas das NLS vazias e contendo IBU (figuras
37, 38 e 39) com os difratogramas dos componentes das NLS apresentados na figura
36, observou-se uma diminui¢do na cristalinidade. Esse fendmeno também pode ser

verificado no difratograma da mistura fisica dos componentes das NLS (figura 35).

Figura 37 — Difratogramas das NLS vazias obtidas por ultrassonicagédo com 20% de
amplitude sonicadas durante 20 minutos. Analises realizadas 24 horas da obtencao
das NLS e ap6s 30 dias
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Figura 38 — Difratogramas das NLS contendo 2% de IBU obtidas por ultrassonicagao
com 20% de amplitude sonicadas durante 20 minutos. Analises realizadas 24 horas
da obtencado das NLS e apos 30 dias
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Figura 39 — Difratogramas das NLS contendo 3% de IBU obtidas por ultrassonicagao
com 20% de amplitude sonicadas durante 20 minutos. Analises realizadas 24 horas

da obtencado das NLS e apos 30 dias
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Em todos os difratogramas das NLS obtidas com e sem IBU (figuras 37, 38
e 39), foram visualizados os picos em 5,69 (FHS); 19,32 (poloxamer 188); 21,5 e 23,95
(triestearina) graus. Picos caracteristicos do IBU ndo foram visualizados nos

difratogramas apresentados nas figuras 38 e 39. A ndo visualizacdo dos picos

caracteristicos do IBU foi indicativa de que ele estivesse presente na forma amorfa e

incorporado a matriz lipidica das NLS.

Conforme os dados apresentados na tabela 15 e com a andlise dos

difratogramas da figura 37, 38 e 39 foi possivel visualizar um discreto aumento da

cristalinidade da dispersdo apos o periodo de 30 dias de obtengcdo das NLS. O
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aumento da cristalinidade foi verificado de acordo com o estreitamento da base do
pico; picos agudos e com baixo ruido sdo indicativos de alto grau de cristalinidade. O
discreto aumento aqui verificado pode ser atribuido a modificacdo polimorfica gradual
da triestearina com possivel expulsdo do farmaco, fato que corrobora com a discreta

diminuicdo da EE ap6s 30 dias de obtencédo das NLS com farmaco (tabela 11).

Tabela 15 — Dados dos picos dos difratogramas analisados no dia 1 e 30 dias apés a
obtencédo das NLS sem e com farmaco

Dia 1 Dia 30
Dispersao 20 20 Largura da 20 20 Largura da
inical final basedo pico inical final basedo pico
NLS sem 510 6,50 0,33 525 6,50 0,68
farmaco 18,75 19,60 0,54 18,60 19,85 0,53
19,60 25,00 4,52 19,85 25,05 2,38
Total* 5,39 Total* 3,59
NLScom 2% 540 6,40 0,38 525 6,50 0,50
de IBU 18,90 20,15 1,00 18,50 19,95 0,53
20,15 27,00 4,50 20,10 25,00 3,34
Total* 5,88 Total* 4,37
NLScom3% 505 6,55 0,44 510 6,50 0,50
de IBU 18,70 19,75 0,79 18,80 19,95 0,45
19,75 25,05 4,20 19,95 25,05 4,24
Total* 5,43 Total* 5,19

*Soma de todas as larguras das bases dos picos

5.5 Avaliacao do perfil de liberagcdo in vitro do ibuprofeno
incorporado as NLS

A liberacao sustentada de um farmaco a partir de um sistema de liberacéo,
como as NLS, é um fator de alta importancia a ser considerado no desenvolvimento
da formulacédo (DIAN et al, 2013).

Existem diversos modelos matematicos capazes de descrever o perfil de
dissolucédo de farmacos, nos quais a massa de farmaco dissolvido a partir de uma
forma farmacéutica esta relacionada com o tempo de liberacdo (COSTA E LOBO,

2001). A maioria dos modelos baseia-se nas equag0des de difusao (COSTA E LOBO,
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2001; SIEPMANN E SIEPMANN; 2008; SIEPMANN E PEPPAS, 2011). O fendmeno
de difusdo esta intimamente relacionado com a estrutura do material pelo qual
ocorrera tal fendémeno (SIEPMANN E PEPPAS, 2011).

Varios fatores podem influenciar o processo de difusédo e a cinética de
liberacdo, entre os quais as propriedades fisico-quimicas do farmaco, o seu estado
polimorfico, grau de cristalinidade, o diametro da particula, solubilidade e quantidade
incorporada na forma farmacéutica (COSTA E LOBO, 2001; SIEPMANN E PEPPAS,
2011).

Em sistemas matriciais como as NLS, o farmaco pode ser incorporado a
matriz tanto na forma dispersa quanto na solubilizada (MULLER et al, 2000).
Entretanto, a solubilidade do farmaco na matriz lipidica torna-se um importante fator
controlador da liberacdo do farmaco a partir da matriz. Quando a concentracgéao inicial
do farmaco estiver abaixo do limite de solubilidade, a liberagéo ocorrera por simples
difusdo do farmaco através do lipidio. Porém, quando a concentracdo do farmaco
estiver acima do limite de solubilidade, a solubilizacdo do farmaco no lipidio tornar-se-
& um fator limitante (MULLER et al, 2002; VAGHASIYA et al, 2013).

As NLS contendo 3% de IBU, ultrassonicadas com 20% de amplitude
durante 20 minutos, demonstraram melhores resultados de estabilidade fisica, EE e
CC e por estas razdes foram selecionadas para o ensaio de liberacéo in vitro. Para se
verificar o perfil de liberacdo do IBU a partir das NLS obtidas neste estudo, a massa
real (Mreal) de IBU liberado em determinado tempo, bem como a porcentagem (%) de
IBU liberado e o desvio padréo relativo (DPR) referente as 6 determinacgdes realizadas
(n=6) foram calculados e estdo apresentados na tabela 16. Os calculos foram

realizados de acordo com a equacéao 6 do item 4.10.
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Tabela 16 — Valores médios obtidos apés a realizacdo do ensaio de liberac&o in vitro
do IBU a partir das NLS contendo 3% de farmaco obtidas por ultrassonicacdo com
20% de amplitude sonicadas por 20 minutos (n=6)

Tempo (h)  Mreal (ug/cm?)  Farmaco (%) DPR (%)

0,15 47,0 9,0 5,2
0,5 70,0 13,3 9,3
0,75 95,7 18,2 59
1,00 123,2 23,5 6,6
1,50 153,7 29,5 6,4
2,00 204,3 38,9 9,5
4,00 283,8 54,1 2,5
6,00 322,6 62,4 6,8
8,00 336,0 64,0 4,1
10,00 349,9 66,7 4,3
12,00 367,4 70,0 4,4
14,00 383,9 73,1 5,7

18 398,3 75,9 3,6

24 400,8 76,3 5,5

A figura 40 mostra a porcentagem média liberada (in vitro) de IBU a partir
das NLS obtidas por ultrassonicacao e adicionalmente da solucédo controle utilizada

no estudo.
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Figura 40 — Perfis de liberag&o in vitro do IBU a partir das NLS contendo 3% de
farmaco obtidas por ultrassonicacdo com 20% de amplitude sonicadas por 20 minutos
e da solucédo de IBU em tampéao fosfato 0,1M pH 7,4 utilizada como controle. Os
valores expressos representam a média de 6 determinacdes (n=6)
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Com a analise dos resultados da figura 40, pode-se perceber que as NLS
contendo 3% de IBU promoveu uma liberacdo sustentada do farmaco. A curva de
cinética mostra uma liberagdo mais rapida nas primeiras duas horas de liberacao,
seguida de uma fase mais lenta, atingindo cerca de 67% de liberac&o nas dez horas
equivalentes ao acompanhamento do ensaio do farmaco livre. A liberac&o sustentada
do IBU na segunda fase do processo de liberacdo pode ser atribuida a estrutura das
NLS. Nas 24 horas do ensaio, aproximadamente 76% do IBU presente na matriz
lipidica foi liberado para o meio de dissolucdo, demonstrando a alta eficiéncia de
encapsulacdo. O farmaco livre foi liberado em praticamente 100% nas 10 horas de
duracédo do ensaio.

O perfil de liberacao in vitro obtido por este estudo corrobora com o estudo
realizado por Dian e colaboradores (2013), apesar dos sistemas de liberagcéo
apresentarem caracteristicas distintas, tais como 0s componentes da matriz, o
farmaco utilizado foi o mesmo. Aproximadamente 85% do IBU encapsulado no
sistema obtido por Dian e colaboradores (2013) foi liberado em 24 horas, enquanto
gue, considerando-se 0 mesmo periodo de tempo, as NLS obtidas pelo presente

estudo, liberaram cerca de 76% do IBU encapsulado.
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Adicionalmente, apds a obtencdo do perfil de liberacdo in vitro do IBU a
partir das NLS, os modelos matematicos de Higuchi Korsmeyer-Peppas e Weibull,
foram aplicados aos dados de liberacéo (figura 40 e tabela 16), com o objetivo de
caracterizar o processo de liberagdo do IBU a partir das NLS.

Higuchi (1961, 1963) desenvolveu diferentes modelos para estudar a
liberacdo de farmacos a partir de matrizes sdélidas e semi-sélidas. Os modelos
matematicos de Higuchi descrevem a liberagdo do farmaco como um processo de
difusdo baseado na lei de Fick, dependente da raiz quadrada do tempo. De uma forma
geral, é possivel resumir o modelo de Higuchi de acordo com a equacao:

fi = Kutl/2 Equacéo 7

Onde:
Ku é a constante de dissolucao;
t € o tempo.

Os modelos desenvolvidos por Higuchi descrevem a liberacdo de um
farmaco a partir de uma forma farmacéutica com geometria planar fina. Para descrever
a liberacdo de um farmaco a partir de formas farmacéuticas com geometria cilindrica
ou esférica, modelos derivados devem ser utilizados (COSTA E LOBO, 2001;
SIEPMANN E PEPPAS, 2011).

A figura 41 mostra o perfil de liberacdo do IBU a partir das NLS contendo

3% de farmaco obtido segundo o modelo de Higuchi.
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Figura 41 — Perfil de liberacéo do IBU a partir de NLS contendo 3% de farmaco obtidas
por ultrassonicacdo com 20% de amplitude sonicadas durantes 20 minutos obtido de
acordo com o modelo de Higuchi
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Korsmeyer e colaboradores (1983) desenvolveram um modelo simples e
semi-empirico, baseado na Lei das Poténcias, que relaciona exponencialmente a

liberacdo do farmaco com o tempo (equacéao 8).

M =kt" Equacéao 8
M-

Onde:
M representa a quantidade absoluta de farmaco liberada no tempo t;

M- é a quantidade total de farmaco liberado num tempo infinito (0 que corresponde a
guantidade inicial de farmaco);

k € uma constante cinética;

n é o expoente de liberacdo que, de acordo com o valor numérico que assume, caracteriza o
mecanismo de liberacédo do farmaco.

O modelo de Korsmeyer-Peppas € utilizado para varios tipos de sistemas
de liberacdo modificada e o valor do expoente n € utilizado para caracterizar diferentes
mecanismos de liberacdo, sendo empregado, principalmente, na analise de liberacéo
de formas farmacéuticas poliméricas (PEPPAS, 1985). Os diferentes valores de n para
diferentes formas geomeétricas e 0s respectivos mecanismos de liberacdo séo
apresentados na tabela 17 (SIEPMANN E PEPPAS, 2001).
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Tabela 17 — Interpretacdo dos mecanismos de liberacdo de farmacos a partir de
diferentes geometrias de acordo com o modelo de Korsmeyer-Peppas

Expoente de liberacdo (n : : ~
Filme fino i Cilindro . Esfera Mecanismo de liberagao
0,5 0,45 0,43 Difuséo Fickiana
05<n>10 | 045<n>0,89 |0,43<n>0,85 Transporte anémalo
1,0 0,89 0,85 Transporte caso Il
(intumescimento do polimero)

Este modelo é visto como uma generalizacdo de dois mecanismos de
transporte de farmacos a difusdo Fickiana e transporte caso-ll (em funcdo do
intumescimento). Quando o expoente n é 1,0, a taxa de liberacdo do farmaco é
independente do tempo, correspondendo a cinética de ordem zero. Para estruturas
de formas cilindrica ou esférica esse mecanismo de liberacdo é conhecido como
transporte caso-1l sendo fator determinante da liberacéo o processo de relaxamento
das macromoléculas que da-se pela entrada da agua no sistema. A agua diminui a
temperatura de transicdo vitrea do polimero, aumenta a mobilidade das
macromoléculas e expande o volume (SIEPMANN E PEPPAS, 2001). Ja o transporte
anbmalo ocorre quando a difusdo e o relaxamento da cadeia polimérica s&o
simultaneos. A equacao da lei das poténcias relaciona dois casos: quando n = 0,5
indica liberacao do farmaco controlada por difusdo e quando n = 1,0 indica liberagéo
controlada pelo intumescimento. Valores entre 0,5 e 1,0 indicam sobreposi¢cdo dos
dois fenbmenos, chamado de transporte anémalo. Para estruturas com outras formas
geomeétricas utilizam-se outros valores de n como padréo (tabela 17) (PEPPAS, 1985).

A figura 42 mostra o perfil de liberacdo do IBU a partir das NLS contendo

3% de farmaco obtido segundo o modelo de Korsmeyer-Peppas.
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Figura 42 — Perfil de liberacéo do IBU a partir de NLS contendo 3% de farmaco obtidas
por ultrassonicacdo com 20% de amplitude sonicadas durantes 20 minutos obtido de
acordo com o modelo de Korsmeyer-Peppas
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Uma equacgdo geral descrita por Weibull, em 1951, foi adaptada por
Langenbucher para os processos de dissolucao/liberacdo de farmacos. Esta equacao
pode ser aplicada com sucesso a praticamente todos os tipos de curvas de dissolucao
sendo normalmente usada nestes estudos (COSTA E LOBO, 2001). Quando aplicada
a liberacéo do farmaco a partir de formas farmacéuticas a equacao de Weibull exprime

a fracdo cumulativa do farmaco (m) na solucdo ao tempo t.

m=1-exp|—(t—T)° Equacéo 9
a

Onde:

a define a escala temporal do processo;

Tirepresenta o intervalo de tempo antes do inicio do processo de dissolu¢édo ou de liberagdo

(na maioria das vezes é zero);

b é o parametro de forma que caracteriza a curva como sendo exponencial (b=1; cinética de

primeira ordem), sigmdide (b>1; cinética rapida) ou parabdlica (b<1; cinética lenta).

A equacéo 9 pode ser transformada em:
log[—In(1-m)]=blog (t—T) —log a Equacéao 10
Para sistemas farmacéuticos que sigam este modelo, o grafico logaritmo

decimal da quantidade liberada do farmaco versus o logaritmo decimal do tempo sera
linear (COSTA E LOBO, 2001; COSTA, 2002).
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Por ser um modelo ndo baseado em qualquer fundamento cinético, o
modelo de Weibull apresenta algumas deficiéncias e tem sido alvo de criticas, como:
ndo ha qualquer fundamento cinético e sé poderia descrever, mas ndo caracterizar
adequadamente, as propriedades cinéticas de dissolucdo do farmaco, ndo ha
qualquer parametro relacionado com a taxa de dissolugéo intrinseca do farmaco e é
de uso limitado para estabelecer correlagdes in vivo/in vitro (COSTA E LOBO, 2001).

A figura 43 mostra o perfil de liberagcdo do IBU a partir das NLS contendo

3% de farmaco obtido segundo o modelo de Weibull.

Figura 43 — Perfil de liberacéo do IBU a partir de NLS contendo 3% de farmaco obtidas
por ultrassonicacdo com 20% de amplitude sonicadas durantes 20 minutos obtido de
acordo com o modelo de Weibull
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O principal critério para a escolha do modelo mais adequado de liberacéo
é aquele realizado pela analise do coeficiente de determinagédo (R?), ou seja, o modelo
cujo valor de R? for o mais proximo de 0,99 é o modelo considerado mais adequado
de liberacdo (COSTA e LOBO, 2001). Os valores dos R? obtidos de acordo com a
aplicacdo de cada modelo matematico aos dados do ensaio de liberacdo do IBU a

partir das NLS estdo dispostos na tabela 18.
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Tabela 18 — Valores dos coeficientes de determinacdo (R?) obtidos de acordo com
cada modelo matematico para NLS contendo 3% de IBU obtidas por ultrassonica¢do

Modelo Matematico R?
Higuchi 0,9069

Korsmeyer-Peppas 0,9581
Weibull 0,9436

O modelo de Higuchi pode ser aplicado com maior exatiddo a matrizes
unidimensionais pouco sollveis que ndo apresentam capacidade de intumescimento
(LOPES et al, 2005). O uso deste modelo em sistemas que intumescem pode tornar-
se insuficiente, pois sistemas deste tipo podem ser erodiveis devido ao relaxamento
das cadeias poliméricas. Assim, o modelo de Higuchi apresenta limitacdes na
interpretagéo de mecanismos de liberagdo controlada e, como as NLS obtidas neste
estudo apresentaram mecanismo de liberagéo controlada, tal modelo ndo foi o mais
adequado para estabelecer o perfil de liberacdo do IBU a partir das NLS de acordo
com o R? de 0,9069 (figura 41 e tabela 18).

O modelo de Korsmeyer-Peppas, geralmente, € utilizado para interpretar e
descrever a liberacdo de um farmaco quando o mecanismo de liberacdo que
prevalece ndo é bem conhecido ou resulta da combinacdo de dois processos
aparentemente independentes: um devido ao transporte Fickiano e outro em
consequéncia do intumescimento que envolve a transicdo de um estado semi-rigido
para outro mais flexivel (LOPES et al, 2005). Este modelo foi 0 mais adequado para
explicar a cinética de liberacdo do IBU a partir das NLS obtidas neste estudo, pois, 0
R? foi de 0,9581 (figura 42 e tabela 18).

De acordo com as fotomicrografias obtidas por MFA (figura 26) as NLS
obtidas por este estudo, possuem, em sua maioria, forma esférica. Analisando os
parametros obtidos com a aplicacdo do modelo de Korsmeyer-Peppas, observa-se
gue as NLS contendo 3% de IBU apresentaram n situado entre 0,43 e 0,85, indicando
gue o mecanismo de liberacéo do IBU deu-se por transporte anémalo, ou seja, ocorreu
tanto pelo processo de difusdo quanto pelo de intumescimento, simultaneamente
(tabela 17) (COSTA E LOBO, 2001).
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6 CONCLUSOES
De acordo com os resultados, € possivel concluir que:

o Os processos de homogeneizacdo de alta pressdo e
ultrassonicacdo empregados na obtencdo das NLS, contendo ou nédo IBU, foram
eficientes para a obtencdo das NLS com diametros e indices de polidispersidade
dentro de limites aceitaveis;

o As melhores condicbes para a obtencdo de NLS estaveis
convergiram para: o emprego de ultrassonicagdo com amplitude de 20% durante 20
minutos utilizando pulsos de 1 minuto com 30 segundos de intervalo, proporcéo de
8:2 para FHS:poloxamer 188 e 5% de tensoativo;

o A eficiéncia de encapsulagdo do IBU foi superior a 90% pelo
método da ultrassonicacéo;

o As caracterizacbes morfolégica e fisico-quimica mostraram que
as NLS apresentaram, em sua maioria, formato esférico e diminui¢cdo da cristalinidade,
fatores que proporcionam maior eficiéncia da encapsulacéo e liberagdo mais uniforme
do farmaco;

o As NLS mostraram uma liberacéo sustentada do IBU superior a
24 horas nos estudos de liberagéo in vitro;

o A realizacdo deste trabalho proporcionou o acumulo de
informacdes importantes para a realizacéo de futuras pesquisas que venham a utilizar
farmacos com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as do IBU em sistemas de

liberacdo sustentada com toxicidade e dose minimizadas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os conhecimentos acumulados neste estudo permitem que O sistema
estudado possa ser utilizado com base para outros fArmacos com caracteristicas
fisico-quimicas semelhantes as do IBU.

Estudos de liberacdo do IBU in vivo serdo necessarios para a determinacao
da farmacocinética a partir da via de administracédo necessaria a partir do estimulo da
doenca a ser tratada, assim como da avaliacéo da toxicidade.
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