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RESUMO

Doencas vitreoretinianas sdo doencas graves do segmento posterior do olho
caracterizadas por manifestagfes inflamatorias importantes e que se néo tratadas
adequadamente evoluem para perda irreversivel da visdo. Embora grandes avancos
tenham ocorrido nas areas médicas e tecnolOgicas, o tratamento de doencas que
acometem o segmento posterior do olho continua sendo um desafio, em virtude das
barreiras anatbmicas e fisiologicas desse o6rgdo que dificultam a entrada de
substancias exdgenas. Uma alternativa € a administracdo local de farmacos
veiculados em sistemas de liberacéo prolongada, capazes de prolongar o tempo de
liberacdo do farmaco dentro da faixa terapéutica, reduzindo o numero de
administracbes requeridas e proporcionando maior conforto e seguranca ao
paciente. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e a caracterizacdo de
Microparticulas Lipidicas Sdlidas contendo ibuprofeno obtidas por spray dryer para
potencial aplicacdo intraocular. MLS de fosfatidilcolina de soja hidrogenada
modificadas por monoestearato de glicerila ou &lcool estearilico, adicionadas de 15
ou 30% de ibuprofeno foram obtidas. De acordo com a microscopia eletrénica de
varredura, as MLS apresentaram morfologias predominantemente esféricas e
homogéneas. As andlises de infravermelho, calorimetria exploratéria diferencial e
difracdo de raios X sugerem que o farmaco esteja disperso ou dissolvido na matriz
da MLS. Tais resultados também mostraram que o método foi capaz de reduzir a
cristalinidade do farmaco e dos demais componentes da microparticula, favorecendo
a eficiéncia de encapsulacdo e a subsequente difusdo do farmaco no estudo de
liberacdo. O estudo de liberacdo mostrou uma saida rapida de farmaco das MLS nos
tempos iniciais, seguido por uma liberagdo mais lenta, podendo ser interessante
tanto em tratamentos de pdés-operatérios como em tratamentos de outras doencas

vitreoretinianas.

Palavras-chave:doencas vitreoretinianas, ibuprofeno, microparticulas lipidicas

sélidas, spray dryer, liberacao controlada.



ABSTRACT

Vitreoretinal diseases are serious disease of the posterior segment of the
eye. They are characterized by important inflammatory manifestations
and if it is not treated properly they develop into irreversive blindness.
Although major advances have occurred in the medical and
tecnhological fiels, the treatment of deseases that affecting the posterior
segment of the eye remains a challenge, because of the anatomical and
physiological barrier's eyes that hinder the entrance of exogenous
substances. An alternative is the local drug delivery in drug delivery
systems, whom are able to prolong release of the drug within the
therapeutic range systems, reducing the number of administrations and
providing more confort and safety for patient. The aim of this work was
the development and characterization ibuprofen loaded solid lipid
microparticles obtained by spray drying method for a potential intraocular
application. Hydrogenated soy phosphatidylcholine SLM modified by
glyceryl monostearate or stearyl alcohol, added 15 to 30% of ibuprofen
were obtained. According to scanning electron microscopy, the MLS
showed mostly spherical and homogeneous morphologies. The infrared
analysis, differential scanning calorimetry and x-ray diffraction suggest
that the drug is solubilized in the MLS array. These results also showed
that the method was able to reduce the crystallinity of the drug and other
components of the microparticle, favoring the encapsulation efficiency
and the subsequent diffusion of the drug release study. The release
study showed a busrt release followed by a sustained release, that may
be useful not only in the treatment of postoperative cataract surgery and
in the treatment of diseases vitreoretinianas itself.

Keywords: Vitreoretinal disease, ibuprofe, Solid lipid microparticles, spray dryer,

drug delivery systems.
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Introducdo

1 INTRODUCAO

1.1 O Olho

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a retinopatia
diabética, o glaucoma e a degeneracdo macular relacionada a idade sdo doencas
cronicas de origem multifatorial que acometem o segmento posterior do olho,
estando entre as 10 maiores causas de comprometimento visual mundial.

O olho humano pode ser dividido anatomicamente em segmento anterior
formado pela cérnea, humor aquoso, corpo ciliar, iris e cristalino; e segmento
posterior formado pela retina, coréide e corpo vitreo (WADHWA et al., 2009).

Geralmente, o tratamento de doencas do segmento anterior do olho é
simples, através de colirios; enquanto o tratamento de doencas que acometem o
segmento posterior do olho € mais complexo e merece atencédo especial, uma vez
que se ndo tratadas adequadamente podem evoluir para a perda irreversivel da
viséo.

A perda parcial ou total da visdo geralmente esta relacionada a dificuldade de
tratamento de tais doencas, uma vez que o tratamento de doencas do segmento
posterior do olho é limitado pelas barreiras anatémicas e fisioldgicas desse 6rgao
que dificultam a biodisponibilidade adequada do farmaco nestes tecidos. Assim,
varias vias de administracao sdo propostas conforme descritas a seguir.

O tratamento de doencas oftdlmicas por via sistémica € limitado,
principalmente, pela barreira hemato-ocular, a qual constitui um obstaculo anatémico
importante a entrada de substancias exdgenas. Apenas uma pequena fracdo do
farmaco administrado por essa via atinge o vitreo, sendo necessarias altas doses e
administracdes repetidas para se alcancar e manter niveis terapéuticos intravitreos,
0 que pode exaltar os efeitos colaterais e a toxicidade do farmaco (GAUDANA et al.,
2010).

Medicamentos administrados por via ocular topica geralmente n&o sao
empregados no tratamento de doencgas do segmento posterior do olho, uma vez que
nao atingem niveis terapéuticos nesses tecidos. A baixa biodisponibilidade é
decorrente da rapida eliminacdo do farmaco da superficie ocular devido a dinamica

do sistema lacrimal, associado a dificuldade de permeacédo através da cornea,
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conjuntiva e humor aquoso, estimando-se que menos de 5% da dose administrada
sofre absorcéo intraocular (CHASTAIN, 2003; GAUDANA et al., 2009).

Nesse sentido, a administracdo local de farmacos por meio de injecdes
intravitreais € uma alternativa eficiente para obtencdo de niveis terapéuticos
diretamente no vitreo, além da minimizacdo dos efeitos colaterais derivados da
distribuicdo sistémica (CARDILLO; SOUZA-FILHO; OLIVEIRA, 2006; BOCHOT;
FATTAL, 2012). Entretanto, a duracdo do efeito farmacoldgico € determinada pela
curta meia-vida do farmaco livre nos tecidos locais, devido a rapida circulacéo
sanguinea, sendo necesséario injecbes repetidas para manutencdo dos niveis
terapéuticos, o que pode ocasionar complicacbes adicionais, tais como
endoftalmites, deslocamento da retina e catarata ( THRIMAWITHANA et al., 2011).

Uma das alternativas para se tentar contornar as dificuldades encontradas no
tratamento de doencas do segmento posterior do olho é a administracao intravitrea
de farmacos veiculados em Sistemas de Liberacdo Controlada, os quais, de acordo
com suas caracteristicas, podem transportar substancias com diferentes graus de
hidrofilia/lipofilia, reduzirem a toxicidade do farmaco e promoverem liberacao
controlada ou sustentada do mesmo (GEROSKI; GILMAN, 2000; CARDILLO;
SOUZA-FILHO; OLIVEIRA, 2006; SAHOO et al., 2008).

1.2 Microparticulas Lipidicas Sdlidas

As nano e microparticulas lipidicas sélidas (NLS e MLS, respectivamente) séo
sistemas lipidicos de liberacdo controlada de farmacos constituidos por lipidios
sélidos a temperatura ambiente e corporal e estabilizadas por tensoativos (GASCO,
1993; MEHNERT; MADER, 2001), podendo apresentar tamanho nanométrico ou
micrométrico, respectivamente.

A literatura relata a obtencéo de tais sistemas por Eldem e colaboradores em
1991, mas o termo “microparticulas lipidicas sélidas” s6 foi introduzido por Gasco em
1993 e foi desenvolvida como um sistema alternativo as nanoparticulas poliméricas,
lipossomas, nanosuspensdes e nanoemulsdes lipidicas, uma vez apresentam como
vantagens baixa toxicidade, possibilidade de transposicédo de escala e esterilizacéo,

além da possibilidade de transportar tanto farmacos hidrofilicos quanto hidrofébicos.
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Tipos de MLS e modelos de incorporacdo de farmacos

De acordo com a literatura, ha trés modelos diferentes para explicar os
mecanismos de incorporacdo de farmacos nas NLS/MLS — matriz homogénea,
capsula rica em farmaco e ndcleo rico em farmaco, conforme mostra a figura 1
(MULLER, MADER e GOHLA, 2000).

Figura 1 - - Modelos de incorporacao de farmacos nos trés tipos de MLS. Adaptado de
MULLER, MADER e GOHLA, 2000

Matriz homogénea  Capsularicaemfarmaco  Nucleo rico em farmaco

A matriz homogénea geralmente € obtida pela técnica de homogeneizacao a
frio e o farmaco encontra-se molecularmente disperso na matriz ou em aglomerados
amorfos. A distribuicdo uniforme do farmaco na matriz gera uma liberacdo mais
sustentada do mesmo, podendo ou ndo apresentar efeito “burst”, dependendo da
interacdo farmaco-lipidio (MULLER, MADER e GOHLA, 2000; KAMBLE et al, 2012).

A céapsula rica em farmaco normalmente é obtida pela técnica de
homogeneizacdo a quente, na qual a matriz lipidica geralmente se recristaliza antes,
forcando o farmaco a se distribuir na superficie da particula, formando uma capsula.
Devido a alta concentragdo de farmaco na superficie da particula, este modelo de
particula geralmente apresenta efeito “burst (MULLER, MADER e GOHLA, 2000;
KUCHLER et al., 2010).

O nucleo rico em farmaco também é obtido pela técnica de homogeneizacéo
a guente, entretanto, neste caso, o farmaco precipita antes da recristalizagdo do
lipidio, formando uma espécie de reservatério. Geralmente a liberacdo do farmaco
deste sistema é mais sustentada e governada por difusdo de Fick do farmaco

através da camada de lipidio que o cerca (KAMBLE et al, 2012).
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A solubilidade do farmaco no lipidio, a propor¢éo e a interagdo farmaco/lipidio
sao fatores que devem ser considerados, uma vez que apresentam grande
influéncia sobre o perfil de liberacdo do farmaco, quanto maior a interagcdo, mais
controlada sera a liberagdo (WISSING, KAYSER,MULLER, 2004; KUCHLER et al.,
2010).

Aplicacdes

A utilizac&o de lipidios solidos biocompativeis e biodegradaveis para obtencao
de micro e nanoparticulas lipidicas sélidas com baixa toxicidade € uma estratégia
bastante interessante e que vem sendo amplamente explorada por diversas areas
médicas (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002; CHIME et al, 2013; MOHAMED et al,
2013; SALJOUGHIAN et al., 2013).

Estudos recentes envolvendo a administracéo topica ocular de NLS contendo
diferentes farmacos, tais como, tobramicina (CAVALLI, 2002), diclofenaco (ATTAMA
et al., 2008), Timolol (ATTAMA et al., 2009), ciclosporina A (GOKCE, 2009; SANDRI
et al. 2010, BASARAN et al., 2010; WOLSKA, 2013), gatifloxacin (KALAM, 2010 e
2012), baicalin (LIU, 2011) e Metazolamina (LI et al, 2011) tém mostrado resultados
promissores, gerando novas perspectivas para o tratamento de doencgas oftalmicas.

Embora as NLS/MLS sejam um sistema relativamente novo, a utilizacdo de
lipidios biodegradaveis para obtencdo de sistemas de liberacdo controlada, tais
como microemulsdes e lipossomas (HIRONAKA et al., 2009; YING et al., 2013;) vém
sendo h& tempos estudada para o tratamento de doencgas do segmento posterior do
olho. Entretanto, ainda ndo ha relato na literatura sobre estudos para administracao

local das NLS/MLS nos tecidos do segmento posterior dos olhos.

A obtencdo de nanoparticulas lipidicas em escala nanomeétrica (NLS) ou
micrométrica (MLS) depende da via de administracdo pretendida, do delineamento
do sistema e da técnica de obtencdo utilizada, sendo as mais comuns, a
microemulsdo a quente, emulsificacdo e evaporacdo do solvente, difusdo do
solvente e a homogeneizacao a alta presséo.

Independente do método utilizado, o produto resultante € uma dispersao

aguosa e, com o objetivo de aumentar a estabilidade fisico-quimica e microbiol6gica
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durante o armazenamento, tais sistemas geralmente sdo secos por liofilizagéo
(DELPIAZ et al., 2008; VARSHOSAZ; ESKANDARI; TABBAKHIAN, 2012; SILVA et
al., 2013; SOARES et al., 2013), cujas desvantagens sédo o tempo e a aglomeracéo
das particulas.

Como alternativa, a secagem de dispersdes de NLS por spray dryer e a
obtencdo de microparticulas redispersiveis tém sido recentemente descrita
(MEZZENA et al., 2009; LI et al., 2010), entretanto, a obtencédo de dispersdes de
NLS apresenta como desvantagem a necessidade de, no minimo, duas etapas de

producao, considerando a obtenc&o do sistema e a sua posterior secagem.

1.3 Spray Drying

A secagem por atomizacdo, também conhecida por “Spray drying”, consiste
em dissolver ou dispersar o farmaco e os demais componentes em um solvente
volatil, que apds ser atomizado via aspersor, gera pequenas goticulas que sao
rapidamente secas devido a rapida evaporacdo do solvente (PATEL; PATEL,
SUTHAR, 2009; SILVA-JUNIOR et al., 2008 e 2009).

O método de secagem por “spray drying” € bastante difundido e empregado
na secagem de diversos produtos e, recentemente, tem sido utilizado com sucesso
para microencapsulacdo de farmacos (CARDILLO, SOUZA-FILHO, OLIVEIRA,
2006), a qual tem proporcionado novas perspectivas para desenvolvimento de novos
sistemas de liberacdo controlada, promovendo avancos significativos na éarea
farmacéutica.

A obtencdo de MLS diretamente pelo método de spray drying seria uma
técnica interessante, ndo sé pelo reduzido nimero de etapas de producdo, mas
também pelas préprias vantagens que o spray dryer pode oferecer, como alta
eficiéncia de encapsulacao e possibilidade de transposicéo de escala.

A baixa eficiéncia de encapsulacéo e a reduzida estabilidade das NLS e MLS
tém sido relatadas como desvantagens, mas que poderiam ser superadas pela
técnica de spray drying.

Outra vantagem seria a utlizacdo de lipidios com ponto de fusdo e
cristalizacdo relativamente baixos, permitindo a solidificagcdo dos lipidios na matriz

lipidica em temperatura ambiente, ndo sendo necessario submeté-las a baixas
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temperaturas para a formagdo das microparticulas. Contrapondo os métodos
convencionais de obtencdo das MLS, os quais geralmente necessitam de um
resfriamento abaixo da temperatura critica de cristalizacdo do sistema para a
formacdo das NLS (BUNJES, 2011).

Devido ao seu carater de biocompatibilidade e biodegradabilidade, a
fosfatidilcolina de soja tem sido amplamente estudada como componente estrutural
de sistemas organizados, tais como lipossomas, emulsdes, microemulsdes e
nanoemulsdes lipidicas (CORREA et al., 2005; FORMARIZ et al, 2006; FRANZINI et
al., 2012; OLIVEIRA et al.,, 2004, 2009; PESTANA et al. 2008; TROTTA;
PATTARINO; IGNONI, 2002; SOUZA et al., 2004). O derivado hidrogenado da
fosfatidilcolina de soja (FSH) possui as mesmas caracteristicas biolégicas da
fosfatidilcolina e, devido as cadeias carbbnicas saturadas apresenta maior
estabilidade quimica e ponto de fusdo elevado (107 °C), comportando-se como um
sélido em temperatura ambiente. Essas propriedades revelam boas caracteristicas
para a extensdo de suas aplicacdes como nucleo lipofilico para nano e

microparticulas lipidicas sélidas.

1.4 Ibuprofeno

O ibuprofeno é um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE) que inibe a enzima
ciclooxigenase (COX) de forma nao seletiva e, consequentemente, a sintese de
substancias inflamatérias, tais como as prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos, reduzindo o processo inflamatério (GOODMAN; GILMAN, 2010).

Além da acdo anti-inflamatéria, os AINEs apresentam também efeito
analgésico e tém sido utilizados como alternativa aos anti-inflamatérios esteroidais
(AIEs) em muitos processos inflamatérios, devido aos efeitos adversos que estes
apresentam, tais como surgimento de infeccbes devido a sua acéo
imunossupressora entre outros (GOODMAN; GILMAN, 2010).

Nesse sentido, o ibuprofeno tem sido proposto para o tratamento de doencas
oftalmicas caracterizadas por manifestacfes inflamatorias, tais como retinopatia
(SHARMA et al. 2003).

Entretanto, a principal desvantagem da administracdo de ibuprofeno é a sua

veiculacdo em sistemas de liberagdo convencionais, devido as flutuagbes da
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concentragdo plasmatica e a dificuldade de manutengcdo de concentracdes
terapéuticas por tempos prolongados.

O ibuprofeno é um farmaco acido com caracteristicas lipofilicas, classificado
como classe Il pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, isto €, baixa
solubilidade e alta permeabilidade, cujo pKa € 4,91 e o log P é 3.75 (TSRLINC,
2013).

O desenvolvimento de MLS contendo ibuprofeno para administracao
intraocular no tratamento de doencas inflamatérias do segmento posterior do olho
visa prolongar o tempo de liberacdo do farmaco dentro da faixa terapéutica,
reduzindo o numero de administracbes, proporcionando maior seguranca ho

tratamento e comodidade ao paciente.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e a caracterizacdo de
microparticulas lipidicas sdlidas contendo ibuprofeno obtidas por spray drying para

potencial liberac&o intraocular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Matérias-primas e reagentes

RN NERN

< S

Agua deionizada (purificada em equipamento Milliuni, Millipore).

Alcool estearilico (HenriFarma)

Cloroférmio (Synth®, Brasil)

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

Fosfato de sédio monobésico (HenriFarma)

Ibuprofeno (Henrifarma)

Monoestearato de glicerila (AUFAZ)

3.1.2 Equipamentos analiticos e acessorios

AN N NN Y N N NN

Balanca Analitica (Mettler Toledo)

Balanca termoanalitica TA Instruments, modelo SDT-Q600;
Célula calorimétrica TA Instruments, modelo DSC — Q100;
Difratdmetro D 5000 (SIEMENS)

Espectrofotdmetro UV-Visivel (Hewlett Packard-Kayak XA)
Espectrometro FTIR-8300 (Shimadzu)

Microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM-7500F)
Peagdmetro digital (Micronal)

Spray Dryer B191 (Buchi)
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3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao das MLS

Inicialmente, varias formulacdes contendo FSH como componente estrutural
para obtencdo de MLS pela técnica de spray drying foram propostas, e adicionadas
de diferentes agentes estruturantes para modificagdo da morfologia das MLS
(Tabela 1).

Solucdes cloroférmicas dos componentes com diferentes propor¢cées foram
obtidas e em seguida atomizadas em equipamento de spray dryer, utilizando
aspersor de 0,7 mm, nas seguintes condicOes operacionais: Temperatura de
entrada: 70 °C; Temperatura de saida: 45-49 °C, Fluxo de ar de atomizagdo: 400L/h;

Fluxo da bomba de atomizacéo: 30% e eficiéncia do aspirador: 90%.

Tabela 1 — Composicéo das formulacdes estudadas

Amostra Componentes Proporgdo (m/m)
A FSH:PLU 100:00; 98:2; 94:6; 90:10; 88:12; 86:14; 83:17; 80:20
B FSH:TRI 50:50; 80:20; 90:10

C1 PLU:FSH:TRI 10:45:45
Cc2 STA:FSH:TRI 10:45:45
D FSH:MEG 10:90; 30:70; 50:50; 70:30; 90:10
E FSH:AE 10:90; 30:70; 50:50; 70:30; 90:10

Nota: FSH: Fosfatidilcolina de soja hidrogenada; PLU: Poloxamer 407; TRI
Triestearina; STA: estearilamina; MEG; Monoestearato de glicerila: AE: Alcool
estearilico.

As amostras foram acondicionadas em frascos de vidro ambar e

armazenadas em dessecador até a realizacdo da MEV.

3.2.2 Caracterizagdo das MLS

3.2.2.1 Morfologia

A andlise morfolégica das MLS obtidas foi realizada em microscopio
eletrbnico de varredura de alta resolugcdo JEOL JSM-7500F. As amostras foram

fixadas em fita de carbono dupla face e, dependendo da amostra, fotomicrografadas

em diferentes aumentos (50 a 10.000X).
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3.2.2.2 Espectroscopia de absorc¢édo naregiao de infravermelho

Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram
obtidos para o farmaco, para os componentes estruturais das microparticulas
isoladamente, para as MLS e para as misturas fisicas has mesmas proporc¢des das
MLS. As analises foram realizadas em temperatura ambiente, na regido de 400 a
4000 cm™, utilizando pastilhas da amostra com brometo de potassio em
Espectrémetro Shimadzu FTIR-8300.

3.2.2.3 Anélise Térmica

Com o intuito de se estudar possiveis interacdes entre o farmaco e os lipidios
bem como o estado fisico em que se encontram na matriz da microparticula, além de
possiveis alteracfes na estabilidade térmica dos componentes apds o processo de

obtencéo de tais sistemas, as curvas de DSC, TG/DTG foram obtidas.

3.2.2.3.1 Calorimeria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC de aquecimento do farmaco, dos componentes estruturais das
microparticulas isoladamente, das MLS e das misturas fisicas nas mesmas
proporgdes dos componentes das MLS no intervalo de 25-250 °C foram obtidas sob
atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™) com raz&o de aquecimento de 10 °C. min™. O
experimento foi conduzido utilizando-se padrdo de indio para calibracdo e cadinhos
de aluminio fechados com aproximadamente 3,00 mg de amostra.

As entalpias (AH) foram determinadas pelo software TA Instruments Universal

Analysis 2000) com base na massa de amostra informada no momento da analise.
3.2.2.3.2 Termogravimetria (TG) e Termogravimetria derivada (DTG)
As curvas de TG/DTG do farmaco, dos componentes estruturais das

microparticulas isoladamente e das MLS foram obtidas no intervalo de 25-600 °C

sob atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™) com razdo de aquecimento de 10 °C.
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min*. O experimento foi conduzido utilizando cadinhos de platina contendo

aproximadamente 5 mg de amostra.
As curvas de termogravimetria derivada foram obtidas pelo Software TA
Instruments Universal Analysis 2000 e determinadas para cada amostra para a

delimitag&o e calculo dos eventos de perda de massa.

3.2.2.4 Difracéo de Raios X

A andlise por difracdo de raios X foi realizada para o farmaco, para todos os
componentes estruturais das microparticulas isoladamente, para as MLS e para as
misturas fisicas nas mesmas propor¢cdes dos componentes das MLS. Foi utilizado
um difratdmetro Rikugu® modelo Dmax 2500PC com difracdo em angulo 2 6,
variando de 4° a 70°, usando radiacdo CuKa de 1=1,5406 A, com monocromador de

grafite.

3.2.2.5 Andlise quantitativa do Ibuprofeno nas MLS

Massas especificas de microparticulas foram pesadas, transferidas para
baldo volumétrico de 5 mL e o volume completado com cloroférmio. Os espectros na
regido de ultravioleta das microparticulas contendo ibuprofeno foram obtidos em 242
nm, utilizando as microparticulas sem farmaco como branco e realizadas em
triplicata. O teor de farmaco encapsulado foi calculado utilizando-se a curva analitica
obtida nas mesmas condicBes de analise e previamente validada, a eficiéncia de

encapsulacao foi calculada utilizando-se a Eq. 1.

EE (%) =_Quantidade de farmaco determinada analiticamente x 100

Eqg. 1
Quantidade tedrica de farmaco (Ea- 1
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3.2.2.6 Avaliacao solubilidade do ibuprofeno em tampéao fosfato 0,05M
pH 7.2

O estudo de solubilidade do ibuprofeno foi realizado para determinacéo das
condicbes sink a serem utilizadas no estudo de liberac&o in vitro e foi determinado
através do método do equilibrio de solubilidade do farmaco em tampéao fosfato 0,05
M pH 7.2 (TONG e WEN, 2008). Para garantir a saturacdo do meio, um excesso de
Ibupofeno foi adicionado ao meio e mantido sob agitacdo em homogeneizador
rotatorio de solugBes por 48 h e posteriormente centrifugado a 3000 rpm por 10 min.
O sobrenadante foi coletado, filtrado em filtro com poro de 0,45 um e o farmaco
dissolvido foi analisado por espectrofotometria UV-Visivel em 222 nm. A
determinacdo da concentracdo do farmaco soluvel no meio foi obtida a partir da
respectiva curva analitica construida e validada nas mesmas condi¢6es do ensaio

em temperatura ambiente.

3.2.2.7 — Estudo de Liberacao

O estudo de liberacao in vitro foi realizado utilizando o modelo estatico, no
qual microparticulas correspondentes a 300 pg de ibuprofeno foram colocadas em
frascos epperdorf com 1,5 mL de tampéo fosfato 0,05M, pH 7.2 (condi¢gbes sink) e
mantidas em banho termostatizado com agitacdo a 37° C. Em intervalos de tempos
pré-determinados (5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 360,480 e 720min), os conteudos
dos eppenforfs foram filtrados em filtros com poro de 0,45 um e o filtrado foi
analisado por espectrofotometria UV-Visivel, utilizando as solu¢des das respectivas

microparticulas vazias como branco. Tal estudo foi realizado em duplicata.

3.2.3 Validacédo dos métodos analiticos

3.2.3.1 Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo do

ibuprofeno em cloroférmio por espectrofotometria de UV-Vis.

A validagdo da metodologia analitica foi realizada conforme preconizado pela

Anvisa na RE 899 de 2003 e pela USP 2011. Cujos parametros considerados
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durante a validacdo do processo analitico foram: Especificidade e seletividade,
linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo e limite de quantificacéo.
O cloroférmio foi utilizado como solvente universal capaz de solubilizar todos

0s compostos das microparticulas para posterior quantificacdo do ibuprofeno.

3.2.3.1.1 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absorc¢ao

(Amax) do lIbuprofeno

Solucdes de concentracdo de 400 pg/mL de Ibuprofeno em cloroféormio foram
submetidas a uma varredura entre 200 e 400 nm, em espectrofotometro UV-Vis, a
fim de se verificar o comprimento de onda no qual o farmaco apresenta sua maxima

absorcao.

3.2.3.1.2 Especificidade e Seletividade

Com o objetivo de se avaliar a possivel interferéncia dos constituintes da
microparticula na quantificacdo do ibuprofeno encapsulado e demonstrar que o
resultado do teste néo é afetado pelos mesmos, determinou-se a especificidade e a
seletividade através da avaliacdo dos espectros de absor¢cdo das microparticulas
contendo farmaco entre 200 e 400 nm.

3.2.3.1.3 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir da obtencdo da curva analitica do
Ibuprofeno em cloroférmio. Diluicdes com concentracdes entre 150 e 500 pg/mL
foram obtidas a partir de uma solucdo estoque de 1000 pg/mL de lbuprofeno em

cloroférmio. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
3.2.3.1.4 Precisao
A precisdo foi avaliada conforme preconizado pela resolucdo 899/03 da

Anvisa, através da determinacao em triplicata e em dias diferentes de trés niveis de

concentracdo, baixa (150 pg/mL), média (300 pg/mL) e alta (500 pg/mL) em
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cloroférmio a partir de uma solucdo estoque de 1000 pg/mL de ibuprofeno em

cloroférmio, contemplando o intervalo linear do método.
3.2.3.1.5 Exatidao
A exatiddo foi calculada (Eq. 2) a partir da média dos resultados das

concentracbes baixa (150 pg/mL), média (300 pg/mL) e alta (500 pg/mL),

contemplando a faixa de linearidade do método.

Exatidao (%) = Concentracao média determinada experimentalmente

. (Ea. 2)
Concentragao tedrica

3.2.3.1.6 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacédo (LQ) foram determinados
por meio da analise de concentracfes de solucdes de concentracbes decrescentes
de ibuprofeno (100, 75, 50 e 25 pg/mL) em triplicata e calculados através das

equacdes 3 e 4.

Limite de deteccao= 3 x Desvio padrao de b (Eq. 3)
IC

Limite de quantificacdo= 10 x Desvio padrédo de b (Eq. 4)
IC

em que, b é o intercepto com o0 eixo Y da curva analitica média construida com as
concentracdes decrescentes e, IC € o coeficiente angular da curva analitica obtida pela

determinacao da linearidade.
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3.2.3.2 Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo do
ibuprofeno em tampéo fosfato 0,05 M, pH 7.2 por espectrofotometria de UV-Vis.

Os parametros considerados durante a validacdo do processo analitico foram:
Especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccao e
limite de quantificagéo, conforme preconizado pela Anvisa (2003).

Todas as andlises foram realizadas a partir de diluicdes de solu¢gBes-estoque
de concentracbes de 50 pug/mL de ibuprofeno em tampéo fosfato 0,05M, pH 7.2,

submetidas a banho de ultrasson por 30 minutos para solubilizacdo total do farmaco.

3.2.3.2.1 Determinacdo do comprimento de onda de maxima absorcao

(Amax) do lIbuprofeno

Solucdes de concentracdo de 20 pg/mL de lbuprofeno em tampéao fosfato
0,05 M, pH7,2 foram submetidas a uma varredura entre 200 e 400 nm, em
espectrofotometro UV-Vis, a fim de se verificar o comprimento de onda no qual o

farmaco apresenta sua maxima absor¢ao

3.2.3.2.2 Especificidade e Seletividade

Para se avaliar a possivel interferéncia dos constituintes da microparticula na
guantificacdo do ibuprofeno liberado, determinou-se a especificidade e a seletividade
através da avaliacdo dos espectros de absor¢cdo das microparticulas vazias.

Aproximadamente 1,0 mg de microparticulas foi pesado e transferido para um
baldo volumétrico de 5 mL e o volume completado com tampéao fosfato 0,05 M, pH
7.2. As amostras foram filtradas em filtros com poro de 0,45 um e o filtrado

submetido a uma varredura entre 200 e 400 nm, em espectrofotbmetro UV-Vis.

3.2.3.2.3 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir da obtencdo da curva analitica do
ibuprofeno em tampao fosfato 0,05 M, pH 7,2. Diluicdes com concentracdes entre 10
e 30 pg/mL foram obtidas a partir de uma solucdo estoque de 50 pg/mL de

Ibuprofeno no mesmo meio. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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3.2.3.2.4 Precisao

A precisdo foi avaliada conforme preconizado pela resolucdo 899/03 da
Anvisa, através da determinacao em triplicata e em dias diferentes de trés niveis de
concentracdo, baixa (10 pg/mL), média (20 pg/mL) e alta (30 pg/mL) de ibuprofeno
em tampéao fosfato 0,05M, pH7,2 a partir de uma solugéo estoque de 50 pg/mL.

3.2.3.2.5 Exatidao
A exatidao foi calculada (equacdo 5) a partir da média dos resultados das
concentracdes baixa (10 pg/mL), média (20 pg/mL) e alta (30 pg/mL), contemplando

a faixa de linearidade do método.

Exatiddo (%) = Concentracdo média determinada experimentalmente

Y (Eq. 5)
Concentra(;ao tedrica

3.2.3.2.6 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacédo (LQ) foram determinados
por meio da analise de concentracdes de solucdes de concentracdes decrescentes
de ibuprofeno (5, 4, 3 e 2 ug/mL) em triplicata e calculados através das equacdes 6
e’

Limite de deteccéo= 3 x Desvio padrdo de b (Eq.6)
IC

Limite de quantificacdo= 10 x Desvio padréo de b (Eq. 7)
IC

em que, b é o intercepto com o0 eixo Y da curva analitica meédia construida com as
concentracdes decrescentes e, IC é o coeficiente angular da curva analitica obtida pela

determinacgé&o da linearidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao das MLS

O estudo da influéncia dos diferentes agentes estruturantes na formacgao e
modificagdo das MLS foi realizado.

O método proposto originou microparticulas com diferentes caracteristicas
morfologicas. Apresentando-se como um pé branco, fino e homogéneo.

As microparticulas obtidas foram inicialmente caracterizadas por MEV e
aquelas cujos formatos eram mais esféricos e homogéneos foram selecionadas e
adicionadas de 15 ou 30% de Ibuprofeno em relacdo a mistura lipidica. As particulas
foram coletadas do equipamento e acondicionadas em frascos de vidro ambar e
armazenadas em dessecador. A tabela 2 mostra a composicdo das amostras

selecionadas para o estudo.

Tabela 2 - Nomenclatura e composicdo das microparticulas lipidicas soélidas contendo
ibuprofeno obtidas pela técnica de spray dryer.

Amostra Composicdo Proporgdo (m/m/m)
D2 FSH:MEG 30:70

D2-15 FSH:MEG:IBU (30:70):15

D2-30 FSH:MEG:IBU (30:70):30

E4 FSH:AE 70:30

E4-15 FSH:AE:IBU (70:30):15

4.2 Caracterizacdo das MLS

4.2.1 Estudo morfoldgico

A figura 2 apresenta as microparticulas com fosfatidilcolina de soja
hidrogenada e monoestearato de glicerila (D2). Observa-se a tendéncia de formagéo
de particulas esféricas, porém com predominancia de particulas com superficies

rugosas.
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Figura 2- Fotomicrografia de MLS com fosfatidilcolina de soja hidrogenada e monoestearato de
glicerila (D2).

— lpm  IQ-UNESP 4/16/2013
X 10,000 2.00kV LET GB_LOW WD 10.1lmm 3:08:51

— 1pm IQ-UNESP 4/16/2013
2.00kV LEI GB_ LOW WD 10.lmm 3:10:48

Ja nas figuras 3 e 4 observamos que a incorporacdo do ibuprofeno contribuiu
significativamente para a estruturacdo da microparticula, conferindo-lhe
caracteristicas morfolégicas mais esféricas e homogéneas. Observa-se que com 0
aumento da propor¢éo de ibuprofeno nas microparticulas melhor foi a organizagéo
estrutural esférica das mesmas. Essa melhoria na organizacéo provavelmente esteja
relacionada com a interacao favoravel do ibuprofeno com os lipidios estruturais das

MLS, conforme mostram os resultados de DSC e DRx.

Figura 3 - Fotomicrografias de MLS com fosfatidilcolina de soja hidrogenada e monoestearato de
glicerila, adicionadas de 15% de ibuprofeno (D2-15).

ilpm IQ-UNESP 8/9/2013 } } — 1pm IQ-UNESP 8/9/2013

—
2.00kV SEI SEM WD 8.0mm 10:54:45 X 10,000 2.00kV SEIL SEM WD 8.1lmm 10:52:11
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Figura 4 - Fotomicrografia de MLS com fosfatidilcolina de soja hidrogenada e monoestearato de
glicerila, adicionadas de 30% de ibuprofeno (D2-30).

— lpm  IQ-UNESP 7/31/2013 — ilpm  IQ-UNESP 7/31/2013
2.00kV SEI SEM WD 10.2mm 4:25:24 X 10,000 2.00kV SEI SEM WD 10.2mm 4:22:27

A figura 5 apresenta as microparticulas com fosfatidilcolina de soja
hidrogenada e &lcool estearilico, com favorecimento da esferoinizacdo, embora

ocorra certa agregacao entre elas.

Figura 5 - Fotomicrografia de MLS com fosfatidilcolina de soja hidrogenada e &lcool estearilico (E4).

1pm IQ-UNESP a/1 3 — lpm  IQ-UNESP 4/16/2013
SEM WD 7.9mm 5:00:29 X 10,000 2.00KV LEI SEM WD 7.9mm 4:58:51

A incorporacdo de 15% de ibuprofeno (Figura 6) neste sistema contribui para
estruturagdo das particulas, bem como para a reducdo da agregacao,
provavelmente devido a interacéo do ibuprofeno com os lipidios.
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Figura 6 - Fotomicrografia de MLS com fosfatidilcolina de soja hidrogenada e alcool estearilico,
adicionadas de 15% de ibuprofeno.

— 1pm  IQ-UNESP 7/31/2013
2.00kV SET SEM WD 10.0mm 4:41:58

— lum  IQ-UNESP 7/31/2013
X 10,000 2.00kV SEI SEM WD 10.0mm 4:41:28

Observa-se que para todas as formulacdes apresentadas a presenca do
ibuprofeno contribui de forma significativa com a organizacdo estrutural das
microparticulas, assim como para a reducdo da aglomeracdo entre elas. Esse
fenbmeno sugere que o ibuprofeno esteja interagindo fortemente com os demais

componentes da formulacao.

4.2.2 Espectroscopia de absorgéo naregido de infravermelho

A espectroscopia na regidao de infravermelho por transformada de Fourier
(FITR) € uma técnica que permite a caracterizacdo substancias a partir das ligaces
moleculares que elas apresentam, o que nos permite estudar possiveis interacdes
entre as substancias (PAVIA et al. 2010).

Para investigar possiveis interacdes entre o farmaco e os lipidios, analisou-se
o farmaco puro, os lipidios isoladamente, as MLS vazias, as MLS contendo
ibuprofeno e as misturas fisicas nas mesmas propor¢cdes dos componentes das
MLS.

O ibuprofeno apresenta em sua estrutura dois grupos funcionais (Figura 7) os
quais podem ser claramente identificados no espectro de infravermelho (Figura 8).
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Figura 7 - Bandas caracteristicas do ibuprofeno no espectro de infravermelho.

CH3 Estiramento de O-H do acido
@ carboxilico entre 3400 e 2400 cm’

T

H3C Estiramento de C=0 do &cido

e 1
Estiramento de C=C do anel carboxilico em 1721 cm

aromatico entre 1600 e 1450 cm™

No espectro de FTIR do ibuprofeno (Figura 8) € possivel identificar uma
banda larga e intensa entre 3400 e 2400 cm™ referente ao estiramento da hidroxila
do acido carboxilico, chegando a encobrir parcialmente as bandas de estiramento de
C-H dos carbonos sp? e sp®. Uma banda intensa e caracteristica em 1721 cm™ pode
ser vista e corresponde a deformacdo axial da carbonila do &cido carboxilico.
Bandas em 1450 e 1500 cm™ podem ser observadas e s&o indicativas do
estiramento das ligacdes C=C do anel aromatico e outra banda proxima a 800 cm™
indica a sua substituicdo na posicdo PARA. Os dados obtidos sdo semelhantes aos
dados relatados na literatura (MARIANECCI et al.; 2013).

Figura 8 — Espectro de infravermelho do ibuprofeno por transformada de Fourier (FTIR).

Transmitancia (%)

=
3400-2400
404 : 1721 *

3000 2000 1000
Numero de onda (cmr')

A Figura 9 mostra que o espectro de FTIR da fosfatidilcolina de soja
hidrogenada (FSH) apresenta uma banda larga entre 3500 cm™ e 3100 cm™

referente ao estiramento de O-H, seguida pelas bandas de estiramento de C-H dos
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carbonos sp® entre 3000 cm™ e 2840 cm™. Uma banda intensa em 1728 cm™

decorrente do estiramento de C=0 do ester também pode ser observado.

Figura 9 - Espectro de infravermelho da fosfatidilcolina de soja hidrogenada por
transformada de Fourier (FTIR).

100H
*
3500-3100
901

Transmitancia (%)

1728

4000 3000 2000 1000
Numero de onda (cm™)

O espectro de FTIR do monoestearato de glicerila (MEG) (Figura 10)
apresenta uma banda larga entre 3500 e 3100 cm™ decorrente do estiramento de
OH e bandas de estiramento de C-H dos carbonos sp® entre 3000 e 2840 cm™.

Observamos também uma banda intensa em 1731 cm™ decorrente do estiramento
de C=0 do ester.

Figura 10 - Espectro de infravermelho do monoestearato de glicerila por transformada
de Fourier (FTIR).

100

90+

3500-3100

801
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704 1731

60+

4000 3000 2000 1000
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O espectro de FTIR do alcool estearilico (AE), Figura 11, apresentou uma
banda larga decorrente do estiramento do OH entre 3500 e 3100 cm™ e bandas de

estiramento de C-H dos carbonos sp® entre 3000 e 2840 cm™.
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Figura 11- Espectro de infravermelho do &lcool estearilico por transformada de

Fourier (FTIR).

3500-3100

Transmitancia (%)

4-[!‘8[! BEIED IDIDE lDIED
NUmero de onda {cm')

Os espectros de FTIR das misturas fisicas nas mesmas propor¢cdes dos
componentes das MLS D2-15 (fosfatidilcolina de soja hidrogenada e monoestearato
de glicerila, adicionadas de 15% de ibuprofeno) e D2-30 (fosfatidilcolina de soja

hidrogenada e monoestearato de glicerila, adicionadas de 30% de ibuprofeno) sao
mostrados na figura 12.

Figura 12 - Espectros de infravermelho das misturas fisicas nas mesmas proporcdes
dos componentes das MLS D2-15 e D2-30 por transformada de Fourier (FTIR).

D2-30 MF
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Os espectros de FTIR das misturas fisicas nas mesmas propor¢cdes dos
componentes das MLS D2-15 e D2-30, figura 12, apresentam o mesmo padrao de

transmitancia. Observa-se uma banda larga e intensa entre 3620 a 3120 cm™

referente ao estiramento de O-H: uma banda intensa em 1731 cm™ caracteristica do
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estiramento de C=0 e duas bandas caracteristicas em 1508 e 1471 cm™ referentes
ao estiramento de C=C do anel aromético do ibuprofeno.

Em relacdo ao farmaco puro, observou-se estreitamento e o deslocamento
das bandas de O-H para numeros de onda de maior energia; e o deslocamento das
bandas de C=0 e C=C também para numeros de onda de maior energia, sugerindo
a interacdo entre o farmaco e os componentes na mistura fisica.

A figura 13 apresenta os espectros das MLS D2, D2-15 e D2-30. O espectro
das MLS D2 apresenta uma banda larga entre 3620 e 3070 cm™ referente ao
estiramento de O-H e uma banda intensa em 1736 cm™, caracteristica do
estiramento de C=0.

Os espectros das MLS D2-15 e D2-30 apresentam bandas entre 3620 e 3070
cm’™ referentes ao estiramento de O-H e duas bandas caracteristicas em 1508 e
1471 cm™ referentes ao estiramento de C=C do anel aromatico do ibuprofeno. As
bandas referentes ao estiramento de C=0 também podem ser observadas para as
MLS D2-15 em 1730 cm™ e D2-30 em 1722 cm™.

Em relacdo ao farmaco puro, observou-se também estreitamento e o
deslocamento das bandas de O-H para nimeros de onda de maior energia; e 0
deslocamento das bandas de C=0 e C=C também para niumeros de onda de maior

energia, sugerindo a interacdo entre o farmaco e os componentes na MLS.

Figura 13 - Espectros de infravermelho das MLS D2, D2-15 e D2-30 por transformada de
Fourier (FTIR).
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Na sequéncia, sao apresentados os espectros de infravermelho da mistura
fisica nas mesmas proporcdes dos componentes das MLS E4-15 e das MLS E4 e
E4-15.
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Figura 14 - Espectro de infravermelho da mistura fisica nas mesmas propor¢des dos
componentes das MLS E4-15 por transformada de Fourier (FTIR).
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A figura 14 mostra o espectro de FTIR da mistura fisica E4-15. Observa-se
uma banda larga em 3630-3150 cm™ referente ao estiramento de O-H e bandas de
estiramento de C-H dos carbonos sp®e sp? entre 3000 e 2840 cm™.

Uma banda intensa e caracteristica em 1730 cm™ pode ser vista e
corresponde ao estiramento de C=0. Duas bandas em 1508 e 1471 cm™ também
podem ser observadas e correspondem ao estiramento de C=C do anel aroméatico
do ibuprofeno.

Em relacdo ao ibuprofeno puro, observou-se também estreitamento e o
deslocamento das bandas de O-H para nimeros de onda de maior energia; e 0
deslocamento das bandas de C=0 e C=C também para numeros de onda de maior
energia, sugerindo a interacdo entre o farmaco e os componentes na mistura fisica.

A figura 15 apresenta os espectros de FTIR das MLS sem farmaco E4
(fosfatidilcolina de soja hidrogenada e alcool estearilico) e das MLS adicionadas de
15% de ibuprofeno E4-15.

O espectro das MLS E4 mostra uma banda larga entre 3715 e 3115 cm™
referente ao estiramento de O-H e uma banda intensa em 1739 cm™ caracteristica
do estiramento de C=0.

O espectro das MLS E4-15 mostra uma banda larga entre 3715 e 3285 cm™
referente ao estiramento de O-H, uma banda intensa em 1723 cm™ caracteristica do
estiramento de C=0 e duas bandas em 1508 e 1471 cm™ referentes ao estiramento
de C=C do anel aromatico do ibuprofeno.
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Foi possivel observar que para ambas as MLS houve um estreitamento e um
deslocamento das bandas de O-H para nimeros de onda de maior energia; e 0
deslocamento das bandas de C=0 e C=C (E4-15) também para numeros de onda
de maior energia, em relacdo ao farmaco puro, sugerindo a interacdo entre o

farmaco e os componentes na microparticula.

Figura 15 - Espectros de infravermelho das MLS E4 e E4-15 por transformada de
Fourier (FTIR).
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4.2.3 Andlise Térmica

4.2.3.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e Termogravimetria
(TG)! Termogravimetria derivada (DTG).

A fim de se investigar possiveis interag6es entre o farmaco e os lipidios e
possiveis modificagcdes na cristalinidade dos componentes durante o processo de
obtencdo das microparticulas, bem como a estabilidade térmica dos mesmos, 0s
métodos termoanaliticos de DSC e TG/DTG foram empregados.

A curva DSC do IBU (figura 16 A) apresenta um unico evento endotérmico de
fusdo, com inicio em 76,47°C, Tpico €M 78,99°C e entalpia de 93,94 J/g, estando
acordo com a literatura (MARIANECCI et al.,, 2013). Observa-se pelas curvas
TG/DTG, figura 16 B, uma perda de massa de aproximadamente 100% no intervalo

de 150 a 250 °C, sugerindo a vaporizagdo do ibuprofeno.
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Fluxo de calor (W/g)

Figura 16 - — Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG do Ibuprofeno.

Endo

(A)

120

100+

801

60

40+

Perda de massa (%)

204

T T
20 40 60

X0 Up Temperatura (°C)

T
80

T
100

T r T T
200 300 400 500 600
Temperatura (°C) Universal V4.5A TA I

Ainda que a estabilidade térmica do ibuprofeno ndo seja muito alta, com inicio

de degradacédo em 150 °C, ela ndo é um fator limitante no processo de obtencdo das

MLS pelo método de spray dryer, uma vez que a temperatura utilizada é 70 °C. Para

confirmacédo de tal hipétese, foi realizada a analise de DSC do ibuprofeno puro

atomizado nas mesmas condi¢des de estudo (figura 17).

A curva DSC mostra que o comportamento térmico do ibuprofeno puro

atomizado € muito semelhante ao comportamento térmico do ibuprofeno puro néo

atomizado, apresentando apenas um pequeno deslocamento da curva para

temperaturas mais baixas. De acordo com a curva DSC, o lbuprofeno puro
atomizado apresenta um Tinicio de 74,18°C, Tpico de 76,67°C e entalpia de 85,32 J/g.

Figura 17 - Curva DSC do Ibuprofeno atomizado.
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A curva DSC da FSH, apresentada na figura 18 A, mostra um evento
endotérmico com inicio em 67,51 °C e Tpico €m 70,34 °C (AH 0,4423 J/g) seguido
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pelos eventos de fusdo do mesma. Observa-se que o primeiro evento endotérmico
na curva DSC corresponde a uma perda de massa de 5,32% nas curvas TG/DTG,
sugestivo da dessolvatacdo da FSH. A sobreposicdo de eventos endotérmicos de
fusdo da FSH podem ser observados, cujo inicio se da em 79,68 °C e a temperatura
do pico em 107,67 °C (AH 53,74 J/g), cujos resultados estdo de acordo com o
estudo de CHENG et al. (2013).

A figura 18 B apresenta as curvas TG/DTG da FSH, cuja degradacao térmica
ocorre em varias etapas no intervalo de 230 a 470 °C, com perda de massa de

aproximadamente 85%.

Figura 18 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG da fosfatidilcolina de soja hidrogenada (FSH).
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A curva DSC do MEG, (Figura 19 A) apresenta um Unico evento endotérmico
de fusdo, com inicio em 58,16 °C e Tpico €M 62,12 °C (AH 116,6 J/g), possivelmente
correspondente ao polimorfo 3, conforme relatado por Miller e colaboradores
(2008). De acordo com as curvas TG /TDG, Figura 19 B, o inicio de degradacao
térmica do MEG é em aproximadamente 250°C, ocorrendo em varias reacgdes
secundéarias menores sobrepostas por uma reacao principal que é finalizada em

aproximadamente 450°C.

Cristiane ®Patricia Pissinato Pere



Resultados e discussoes

Figura 19 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG do monoestearato de glicerila (MEG)
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Na curva DSC do AE (figura 20 A) observa-se um Unico evento endotérmico
de fusdo com temperatura de inicio em 55,75°C, Tpico em 58,80°C e entalpia de
157,6 J/g, conforme relatado por Gandolfo; Bot ; Flote (2003). De acordo com as
curvas TG/ TDG (figura 20 B), a degradacdo térmica do AE inicia-se em
aproximadamente 130°C e ocorre em uma Unica etapa, com perda de massa de
98%.

Figura 20 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG do alcool estearilico (AE).
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A estabilidade térmica das misturas fisicas nas mesmas propor¢des dos
componentes das MLS também foi estudada. A figura 21 A apresenta as curvas
DSC, TG/DTG da mistura fisica nas mesmas propor¢des dos componentes das MLS
D2-15 (FSH + MEG, adicionadas 15% de IBU). A curva DSC mostra dois eventos
endotérmicos, sendo um principal, seguido por um pequeno evento endotérmico
secundario, sugestivos de fusdo. O primeiro evento endotérmico teve inicio em

55,14 °C e Tpico €M 63,03 °C, apresentando uma entalpia de 103,70J/g; e o segundo
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evento teve inicio em 91,24 °C, com Tpieo em 93,39 °C e entalpia de 3,55 J/g. De
acordo com as curvas TG/DTG (figura 21 B) a degradagao térmica tem inicio em 125
°C, ocorre em varias etapas e apresenta uma perda de massa de aproximadamente
90%.

Figura 21 — Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG das misturas fisicas nas mesmas proporcoes
dos componentes das MLS D2-15
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De forma semelhante a curva DSC da mistura fisica da respectiva MLS D2-
15, a mistura fisica nas mesmas propor¢des dos componentes das MLS D2-30 (FSH
+ MEG, adicionadas de 30% de IBU), figura 22 A, apresentou 2 eventos
endotérmicos, sendo o primeiro evento mais intenso com Tpico €m 61,37 °C € Tinicio
em 54,34 °C (AH 97,59J/g). O segundo evento endotérmico tem inicio em 87,26 °C,
com Tpico em 87,60 °C e entalpia de 1,78 J/g.

Figura 22 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG das misturas fisicas nas mesmas propor¢des dos
componentes das MLS D2-30
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De acordo com as curvas TG/DTG (figura 22 B) a degradacdo térmica tem
inicio em 125 °C, ocorre em varias etapas e apresenta uma perda de massa de
aproximadamente 90%.

De acordo com as analises de DSC das misturas fisicas nas mesmas
proporcdes dos componentes das MLS D2-15 e D2-30, ambas apresentam um
evento endotérmico intenso seguido por outro evento endotérmico pouco intenso,
sugerindo que o farmaco ndo esteja homogeneamente disperso na mistura fisica.
Comportamento semelhante também foi relatado por Muller e colaboradores (2008)
quando estudavam nanoparticulas lipidicas sélidas de monoestearato de glicerila
contendo ciclosporina.

E possivel observar também que o aumento da concentracdo de farmaco no
sistema reduz a Tinicio, & Tpico € @ entalpia de fusdo dos dois eventos endotérmicos
durante o primeiro aquecimento, sugerindo sua melhor interagdo com a mistura
lipidica.

O DSC das MLS com FSH e MEG (D2) (Figura 23 A) apresentou um evento
endotérmico de pré-fusédo seguida por um evento de fusdo com Tpico €M 68,33 °C €
entalpia de 74,13 J/g, sugerindo a presenca de diferentes polimorfos. A degradacéo
térmica das MLS D2 ocorre em duas etapas com inicio em aproximadamente 125 °C
e perda de massa de aproximadamente 92%, conforme as curvas de TG/DTG

apresentadas na figura 23 B.

Figura 23 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG das MLS com FSH e MEG (D2).
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A figura 24 A apresenta o DSC das microparticulas de FSH e MEG,
adicionadas de 15% de ibuprofeno (D2-15). Observa-se dois eventos endotérmicos
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de fuséo sobrepostos com inicio em 45,14 °C e Tyico em 52,35°C e entalpia de 87,42
J/g, sugerindo a presenca de diferentes polimorfos do MEG na matriz lipidica.

De acordo com as curvas TG/DTG (Figura 24 B) a degradacéo térmica das
MLS D2-15 ocorre em duas etapas com inicio em aproximadamente 120 °C e perda
de massa de aproximadamente 90%.

Figura 24 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG das microparticulas com FSH e MEG,
adicionadas de 15% de Ibuprofeno (D2-15).
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Ja o Conforme mostra a figura 25 A, a curva DSC das microparticulas de FSH
e MEG, adicionadas de 30% de ibuprofeno (D2-30) apresentou um unico evento
endotérmico de fusdo com inicio em 46,96 °C, Tyico €m 54,49°C e entalpia de 82,37
J/g. De acordo com as curvas TG/DTG (figura 25 B), o inicio de degradacao térmica
das microparticulas é em aproximadamente 120 °C, ocorre em duas etapas,com

perda de massa de aproximadamente 90%.

Figura 25 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG das microparticulas com FSH e MEG,
adicionadas de 30% de lbuprofeno (D2-30).
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Para melhor visualizagdo dos dados, os valores obtidos da Temperatura de
inicio, Temperatura do pico e entalpia das MLS e das respectivas misturas fisicas

podem ser observados na tabela 3.

Tabela 3 -Dados das curvas de DSC das misturas fisicas e das microparticulas lipidicas
sblidas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e monoestearato de glicerila com e sem
ibuprodeno.

Amostra T inicio (°C) Tpico (°C) Entalpia (J/g)
63,78 68,33 74,13

D2

D2-15 45,14 52,35 87,42

D2-30 46,96 54,49 82,37

D2-15-ME 55,14 63,03 103,70

D2-30-MFE 54,34 61,67 97,59

De acordo as curvas DSC apresentadas na tabela 3, as MLS apresentam
temperatura de fusédo e entalpia nitidamente menores em comparacdo com suas
respectivas misturas fisicas, demonstrando uma diminuicdo da cristalinidade da
matriz. Tal fato sugere que a técnica de obtencdo por spray dryer favorece a
recristalizacdo dos componentes da microparticula em formas menos estaveis,
conforme relatado por Craig, 2007.

Tais resultados sugerem que as microparticulas obtidas apresentem menor
cristalinidade, com predominadncia do polimorfo a do MEG na matriz da
microparticula, em contraste com o lipidio a granel das misturas fisicas
correspondentes, cujas matrizes apresentam predominancia da forma 3. Ambos os
resultados foram confirmados pela difracdo de raios-X e resultado semelhante
também foi observado por Miller et al. (2008).

Foi possivel observar também que nenhum evento endotérmico de fusdo do
ibuprofeno foi observado nas curvas de DSC das microparticulas contendo o
farmaco, o que sugere que o farmaco esteja solubilizado ou molecularmente
disperso na matriz (BODMEIER; CHEN, 1989; SILVA et al.; 2011).

Em relacdo as formulagbes de FSH e AE, as curvas DSC, TG/DTG da mistura
nas mesmas propor¢des dos componentes das MLS E4-15 estao ilustradas a seguir.
A curva DSC, figura 26 A, apresenta um Unico evento endotérmico de fusdo com

inicio em 47,49 °C, Tpico em 59,22 °C e entalpia de 69,80J/g. De acordo com as
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curvas TG/DTG (figura 26 B), o inicio de degradacdo térmica ocorre em

aproximadamente 145 °C, em varias etapas,com perda de massa de

aproximadamente 90%.

Figura 26 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG das misturas fisicas has mesmas proporcdes dos
componentes das MLS E4-15
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A curva DSC das MLS E4, figura 27 A, apresenta um evento endotérmico de

pré-fusédo seguida por um evento de fusdo com Tinicio em 71,17 °C, Tpico €M 77,62
°C e entalpia de 60,54 J/g, sugerindo a presenca de diferentes polimorfos,
semelhante ao relatado pela literatura (MILTENBURG E OONK, 2001; GANDOLFO;
BOT E FLOTER, 2003).

Figura 27 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG das MLS de FSH e AE (E4).
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Observa-se nas curvas TG/DTG, figura 27 B uma perda de massa inicial de

5%

referente ao aquecimento até 65

OC,

sugestivo de

dessolvatagdo. As curvas também mostram que a degradacdo térmica das MLS
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ocorre em varias etapas, com inicio em 125 °C e perda de massa de

aproximadamente 90%.

A curva DSC das microparticulas de FSH e AE adicionadas de 15% de

ibuprofeno (E4-15), figura 28 A, apresenta dois eventos endotérmicos sobrepostos

de fusdo, com inicio em 41,30°C, temperatura do pico em 62,02 °C e entalpia de
66,01 J/g.

As curvas TG/DTG, figura 28 B, mostram uma perda de massa inicial de 3%

até aquecimento de 60 °C, sugestivo de dessolvatacdo; seguida da decomposicéo

térmica das MLS, que ocorre em varias etapas, com inicio em 100 °C e perda de

massa de aproximadamente 90%.

Figura 28 - Curvas (A) DSC e (B) TG/DTG das microparticulas com FSH e AE, adicionadas

de 15% de Ibuprofeno (E4-15).
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Para melhor visualizacdo dos dados, os valores obtidos da Temperatura de

inicio, Temperatura do pico e entalpia das MLS E4 e E4-15 e da mistura fisica nas

mesmas propor¢cdes dos componentes das MLS E4-15 (E4-15 MF) podem ser

observados na tabela 4.

Tabela 4 - Dados das curvas de DSC das misturas fisicas e das microparticulas lipidicas
sélidas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e &lcool estearilico com e sem ibuprodeno

.Amostra T inicio (°C) Tpico (°C) Entalpia (J/9)
E4 71,17 77,62 60,54
E4-15 41,30 62,02 66,01
E4-15-MF 47,49 59,22 69,80
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De acordo os dados apresentado na tabela 4, a incorporacdo do farmaco
reduz a temperatura de fus@o do sistema, sugerindo maior intera¢éo entre o farmaco
e os lipidios. Foi possivel observar também que as MLS E4-15 apresentaram
temperatura de fusdo e entalpia menores em comparagcdo com sua respectiva
mistura fisicas sugerindo uma diminui¢do da cristalinidade da matriz, 0 que sugere
que a técnica de obtencdo por spray dryer também favorece a recristalizacdo dos
componentes desta microparticula em formas menos estaveis, conforme relatado
por Craig, 2007

4.2.4 Difracdo de Raios X

Os resultados da difracdo de raios X colaboram para o melhor entendimento
da estrutura fisica da particula e de seus componentes.

De acordo com a literatura (GAREKANI et al.,, 2001) diferentes habitos
cristalinos do ibuprofeno podem ser obtidos a partir de diferentes solventes e

diferentes métodos de cristalizacao.

Figura 29 - Difratogramas dos componentes das microparticulas lipidicas solidas
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Na difracdo de raios X, figura 29, observa-se a alta cristalinidade do
ibuprofeno, com presenca de inimeros picos entre 4 e 30° (GAREKANI et al. 2001),
em particular, picos intensos podem ser observados em 6,15 ° 12,30 % 16,83 °;
18,81 % 20,22 ° e 22,40° sendo os picos em 16° e 22° utilizados para identificacdo
do ibuprofeno nas MLS e nas respectivas misturas fisicas.

A FSH apresenta 3 picos caracteristicos em 20,36° 22,22° e 23, 23°.
Enquanto o AE mostra picos intensos e caracteristicos em 20,74°, 21,87° e 24,87°.

O difratograma do MEG apresentou 2 picos de difracdo bem definidos em em
19,50° e 23,55° que de acordo com a literatura (YAJIMA et al., 2002) s&o
caracteristicos da estrutura cristalina do seu polimorfo 3.

O difratograma da mistura fisica nas mesmas propor¢cées dos componentes
das MLS D2-15 (D2-15 MF), figura 30, apresentou pico 22,44°, caracteristico do
ibuprofeno e picos em 19,70° e 23,89°, caracteristicos da forma  do MEG. A mistura
fisica nas mesmas propor¢des dos componentes das MLS D2-30 (D2-30 MF), figura
30, apresentou picos intensos em 16,78 ° 22,44°, caracteristicos do ibuprofeno, e
picos em 19,70° e 23,89°, caracteristicos da forma  do MEG. Observa-se a maior
cristalinidade da mistura fisica correspondente as MLS D2-30, provavelmente devido

a maior concentracao de ibuprofeno na mistura.

Figura 30 - Difratogramas das misturas fisicas nas mesmas propor¢cées dos componentes
das MLS D2-15 e D2-30.
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No difratograma das MLS de FSH e MEG sem farmaco, D2, (figura 31) é

possivel observar picos em 21,52° caracteristicos do polimorfo a do MEG,
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corroborando os dados de DSC que o processo de obtencdo das microparticulas

favorece a obtencéo de sistemas menos cristalinos.

Figura 31 - Difratogramas das MLS sem farmaco D2
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A figura 32 apresenta os difratogramas das MLS D2-15 e D2-30. As MLS D2-

15 apresentam pico em 16,61° caracteristico do ibuprofeno e pico em 21,64,
caracteristico do polimorfo a do MEG. Ja as MLS D2-30 apresentaram pico em

16,78, referente ao ibuprofeno e pico em 21,77, referente ao polimorfo a do MEG.

Assim, € possivel observar que houve uma reducdo da cristalinidade dos

componentes em relacdo as suas respectivas misturas fisicas.

Figura 32 - Difratogramas das MLS D2-15 e D2-30.
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Os dados da difracdo de raios-x corroboram, juntamente com os resultados
obtidos da DSC, a hip6tese de mudancas quanto a cristalinidade dos materiais em
funcdo do método de obtencéo das MLS por spray dryer.

Considerando que € possivel observar picos de cristalinidade do ibuprofeno
nos difratogramas das MLS e que ndo é possivel observar eventos endotérmicos de
fus@o do farmaco no DSC é possivel que o farmaco esteja disperso ou dissolvido na
matriz lipidica.

A seguir, estdo os difratogramas da mistura fisica nas mesmas proporcdes
dos componentes das MLS e das MLS referentes as formulacdes contendo FSH e
AE.

De acordo com a figura 33, a mistura fisica nas mesmas proporcdes dos
componentes das MLS E4-15 apresenta varios picos difratométricos, 6,59°, 17,70°,
18,71°, 20,26°, 21,72° e 24,49°, possivelmente referentes ao IBU, FSH e AE.

Figura 33 - Difratograma da mistura fisica nas mesmas propor¢des dos componentes das
MLS E4-15
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A figura 34 mostra o difratograma das microparticulas de FSH e AE sem
farmaco (E4). Observa-se que a microparticula obtida apresenta pico em 21,51°,
sendo pouco cristalina.

Na difracdo de Raios-X das microparticulas de FSH e AE, adicionadas de
15% de ibuprofeno (E4-15), figura 34, observa-se que houve uma alteracdo

significativa no sistema, com reducao da cristalinidade da microparticula em relagcéo
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a sua respectiva mistura fisica, sugerindo uma reducédo da cristalinidade do sistema

e funcdo da técnica de obtencao por spray dryer.

Figura 34 - Difratograma das MLS E4 e E4-15.
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Os dados da difracdo de raios-X corroboram, juntamente com os resultados
obtidos da DSC, a hip6tese das mudancas das propriedades fisicas do material em

funcdo do método de obtencéo das MLS por spray dryer.

4.2.5 Analise quantitativa do lbuprofeno nas MLS

A partir da curva padrao obtida (item 4.4.2), foram determinadas as
concentracbes médias das amostras e as respectivas eficiéncias de encapsulacao
das microparticulas contendo ibuprofeno (tabela 5).

Tabela 5 — Eficiéncia de encapsulagéo do ibuprofeno nas microparticulas

Concentracio ancentragéo Eficiéncif;t de
Amostra tedrica (ug/mL analitica (pg/mL) + encapsulacéo (%)+
hg/mL) DP DP
D2-15 294,00 267,04+ 2,68 90,82 +0,9
D2-30 300,46 267,50+ 0,38 89,03+0,12
E4-15 300,26 288,93+0,30 96,23+0,10
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4.2.6. Avaliacdo Solubilidade do farmaco em tampéao fosfato 0,05M pH
7.2

A determinacdo da solubilidade do farmaco no meio é um parametro
importante para o estudo de liberacdo in vitro, uma vez que as condi¢cbes sink
devem ser mimetizadas.

A solubilidade encontrada para o ibuprofeno em tampéo fosfato 0,05M pH 7.2
foi de 3,586 mg/mL. Tal estudo foi realizado em triplicata a partir da respectiva curva

analitica construida e validada nas mesmas condi¢cfes do ensaio (item 4.4.2).

4.3 Estudo de liberagéo

O estudo do perfil de liberagdo in vitro € uma etapa importante na
caracterizacdo de novos sistemas de liberacdo de farmacos, uma vez que ela
permite avaliar comparativamente os parametros tecnologicos em relacdo as
formulagbes. Dessa forma, espera-se que 0s excipientes mais favoraveis fornecam
uma distribuicio homogénea do farmaco no interior da matriz e, consequentemente,
uma liberacdo com baixa flutuacdo de valores em relacédo ao tempo.

O perfil de liberacdo de farmacos a partir de MLS esta diretamente
relacionado com o perfil de distribuicdo do farmaco no ambiente restrito da matriz
hidrofébica da microparticula e, portanto, diretamente dependente da semelhanca
das propriedades fisico-quimicas de ambos, farmaco e matriz hidrofébica.

O processo de liberacdo de farmacos a partir de MLS e NLS estruturadas com
excipientes entumesciveis pode ocorrer por difusdo do farmaco do interior para o
exterior da matriz hidrofébica. Entretanto, a intensidade da interacdo farmaco-lipidio
e as propriedades fisico-quimicas da microparticula podem influenciar diretamente o
perfil e na velocidade de liberagdo do farmaco (KUCHLER et al., 2010).

O perfil de liberacdo do ibuprofeno a partir das diferentes composi¢coes das

MLS esta apresentado na Figura 35.
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Figura 35 - Perfil de liberacdo do ibuprofeno nas MLS de FSH:MEG com 30% de Ibuprofeno
; has MLS de FSH:MEG com 15% de Ibuprofeno e -+ e nas MLS de FSH:AE com 15% de
Ibuprofeno —*-
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Os resultados obtidos mostram um perfil de liberacdo com saida rapida do
Ibuprofeno nos tempos iniciais, (30 minutos), seguida de liberagcdo muito lenta nos
tempos subsequentes. Verifica-se que o aumento da propor¢do de farmaco nas
microparticulas favoreceu a liberacdo in vitro. Por outro lado, comparando-se a
liberacdo das microparticulas adicionadas de 15% de ibuprofeno, verifica-se que a
substituicdo da matriz lipidica de monoestearato de glicerila por alcool estearilico
provocou uma inibicdo da liberagéo, provavelmente pelo aumento da interacdo do
farmaco com a matriz lipidica ou pelo aumento de microviscosidade local da
microparticula organizada.

Esse fendbmeno de liberacdo rapida, nos tempos iniciais, pode estar
relacionado com uma distribuicdo preferencial do ibuprofeno na regido superficial
das microparticulas. Entretanto, os resultados obtidos através das andlises de DSC
e de difracdo de raios-X sugerem que o farmaco esteja homogeneamente disperso
ou dissolvido na matriz lipidica.

Outro parametro que poderia estar contribuindo para a obtencéo desse perfil
de liberacdo é a metodologia de secagem por atomizacédo, a qual poderia modificar a
caracteristica cristalina tanto do farmaco quanto dos materiais estruturais das
microparticulas, produzindo um sistemas menos cristalino. E bastante conhecido na
literatura que as formas amorfas de farmacos favorecem a solubilidade e a

absorcdo, em decorréncia da maior atividade termodinamica (CORRIGAN, 1996).
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4.4 Validacdo dos métodos analiticos

4.4.1 Validacdo de metodologia analitica para quantificacéo do
Ibuprofeno em cloroférmio por espectrofotometria de UV-Vis.

4.4.1.1 Determinacdo do comprimento de onda de méxima obsorcao
(Amax) do lbuprofeno.

A Figura 35 mostra o espectro de absorcao do ibuprofeno na regidao do UV-

Vis em cloroférmio com o comprimento de absorcdo maxima em 242 nm.

Figura 36 - Espectro de absorcdo do ibuprofeno na regido do UV-Vis em
cloroférmio.
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4.4.1.2 Especificidade e Seletividade

A especificidade e a seletividade avaliam a capacidade do método em
quantificar o farmaco na presenca de possiveis interferentes e pode ser determinada
pela analise de amostras contendo possiveis interferentes que compdem o sistema
(ANVISA, 2003; USP, 2011).

A figura 36 mostra os espectros de absorcdo na regido de UV-Vis das

microparticulas lipidicas solidas D2 e E4 em cloroformio.
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Figura 37 - Espectros de absorcao na regido de UV-Vis de MLS (A) D2 e (B) E4 em
cloroformio.
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4.4.1.3 Linearidade

A curva analitica da absorbancia em funcdo da concentracdo de ibuprofeno
(Figura 37) foi obtida no comprimento de onda maxima de absor¢cédo do farmaco a

partir da média dos valores das absorbancias para cada concentragao.
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Figura 38 - Curva analitica da absorbancia em funcdo da concentracdo de ibuprofeno em
cloroformio
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Os dados obtidos a partir da regressdo linear da curva analitica estdo
representados na tabela 6.

Tabela 6 - Dados da curva analitica obtida cloroférmio

Parametros Valores
Faixa de linearidade (ug/mL) 150 a 500
Coeficiente angular 0,002
Intercepto 0,1035
Coeficiente de correlacdo 0,9991

4.4.1.4 Precisdo

A precisao foi avaliada em dois niveis, quanto a repetibilidade (preciséo intra-
corrida) e quanto a precisdo intermediaria (precisdo inter-corrida). Enquanto a
repetibilidade avalia a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo
de tempo com o0 mesmo analista e mesma instrumentacao, a precisédo intermediaria
avalia a concordéancia entre os resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em
dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes (BRASIL,

2003; ICH, 2005; INMETRO, 2011).

As Tabelas 7 e 8 mostram os resultados obtidos para o teste de repetibilidade

e precisdo intermediaria, respectivamente.
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Tabela 7 - Resultados obtidos para o teste de repetibilidade

Meio concentracao - apo media DP CV%
tedrica (ug/mL)

150 0,393 0,003 0,647

Cloroférmio 300 0,684 0,007 1,029

500 1,076 0,003 0,257

Tabela 8 - Resultados obtidos para o teste de preciséo intermediéria

Meio Concentracao  apo madia DP CV%
tedrica (ug/mL)

150 0,039 0,013 3,272

Cloroférmio 300 0,689 0,008 1,156

500 1,074 0,017 1,579

De acordo com os resultados, o método proposto é preciso uma vez que 0S
coeficientes de variacao obtidos, tanto para o teste de repetibilidade quanto para o
teste de precisdo intermediaria, para as diferentes concentracfes foram menores

que 5%.

4.4.1.5 Exatidao

Os valores obtidos no teste de exatiddo (Tabela 9) demonstram que a

metodologia desenvolvida é adequada para a quantificacdo de ibuprofeno.

Tabela 9 - Resultados obtidos para o teste de exatidao

, Concentracdo Concentracao média x
Meio tedrica (ug/mL) experimental (ug/mL) Exatiddo (%)
Cloroférmio 150 145,99 97,33
300 293,54 97,85
500 485,96 97,19

4.4.1.6 Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Os resultados obtidos pela analise do LD e LQ (Tabelal0) demonstraram que
o método desenvolvido € capaz de detectar e quantificar baixas concentracdes do

farmaco cloroférmio.
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Tabela 10 - Dados da curva analitica obtida em cloroférmio

Pardmetros Concentracdo (ug/mL)
Limite de deteccgéo 20,22
Limite de quantificacéo 67,39

4.4.2 Validacdo de metodologia analitica para quantificacdo do
Ibuprofeno em tampéo fosfato 0,05 M, pH 7.2 por espectrofotometria de UV-Vis.

A validagdo da metodologia analitica visa avaliar se os métodos empregados

para quantificacdo do farmaco liberado pelas microparticulas sdo adequados e
confiaveis.

4.4.2.1 Determinacdo do comprimento de onda de maxima obsorcdao
(Amax) do lIbuprofeno

A Figura 38 mostra o espectro de absorcédo na regido do UV-Vis de uma
solucdo de 20 pg/ml de ibuprofeno em tampéao fosfato 0,05 M, pH 7.2, cujo

comprimento de onda de maxima absor¢cdo € em 222 nm.

Figura 39 - Espectro de absorcédo na regido do UV-Vis de uma solugdo de 20 pg/ml de
ibuprofeno em tampéo fosfato 0,05M, pH 7.2.
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4.4.2.2 Especificidade e Seletividade

A especificidade e a seletividade avaliam a capacidade do método em

quantificar o farmaco na presenca de possiveis interferentes e pode ser determinada
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pela andlise de amostras contendo possiveis interferentes que compdem o sistema
(ANVISA, 2003; USP, 2011b).

As figuras 39 e 40 mostram os espectros de absorcdo na regido de UV-Vis
das microparticulas lipidicas solidas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e
monoestearato de glicerila (D2) e de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e &lcool
estearilico (E4) em tampdo fosfato 0,05M, pH7.2.

Figura 40 - Espectro de absorcdo na regido de UV-Vis de microparticulas lipidicas solidas
de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e monoestearato de glicerila (D2) em tampéao fosfato
0,05 M, pH7,2.
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Figura 41 - Espectro de absorcdo na regido de UV-Vis de microparticulas lipidicas
sélidas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e &lcool estearilico (E4) em tampéao
fosfato 0,05 M, pH7,2.
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Apesar das microparticulas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada e
monoesterato de glicerila (D2) absorverem no UV, elas foram utilizadas como branco

no ensaio de liberagcéo, de maneira a reduzir qualquer interacao.
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4.42.3 Linearidade

A linearidade de um método analitico € definida como a sua capacidade de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao
do analito na amostra, dentro de um dado intervalo (ANVISA, 2003; ICH, 2005; USP,
2011).

A curva analitica da absorbancia em fungédo da concentracédo de ibuprofeno
(Figura 41) foi obtida no comprimento de onda maxima de absorcdo do farmaco a

partir da média dos valores das absorbancias para cada concentracao.

Figura 42 - Curva analitica da absorbancia em funcdo da concentragdo de ibuprofeno em
tampao fosfato 0,05 M, pH 7.2.
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Os dados obtidos a partir da regressdo linear da curva analitica estao

representados na tabela 11.

Tabela 11- Dados da curva analitica obtida em tampéao fosfato 0,05M, pH 7.2.

Parametros Valores
Faixa de linearidade (ug/mL) 10a 30
Coeficiente angular 0,0444
Intercepto 0,0453
Coeficiente de correlacdo 0,9997
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4.4.2.4 Precisao

De forma semelhante a validacdo de metodologia analitica para quantificacao
de ibuprofeno em cloroférmio (ver sesséo 5.3.1.4). A precisdo do método de analise
quantitativa do ibuprofeno em tampéo fosfato 0,05M pH 7.2 foi avaliada quanto a
repetibilidade (precisdo intra-corrida) e quanto a precisdo intermediaria (precisdo
inter-corrida).

As tabelas 12 e 13 mostram os resultados obtidos para o teste de

repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente.

Tabela 12 - Resultados obtidos para o teste de repetibilidade

Concentracgéo

Meio L. Abs média DP CV%

tedrica (ug/mL)
~ 10 049653 0.0001 0.02
Tampﬁ‘/lo faS;atzo 0,05 20 092461 0.0001 002
pH 7. 30 137613 0.0003 0,02

Tabela 13 - Resultados obtidos para o teste de preciséo intermediaria

Meio Concentragao o i DP CV%

tedrica (ug/mL)
- 10 0.4945 0.0015 0.29
Tampﬁ‘/lo faS;atzo 0,05 20 09248 0.0010 011
PR 7. 30 1,3788 0,0022 0,16

Uma vez que os coeficientes de variacdo obtidos para as diferentes
concentracbes analisadas foram menores que 5%, conforme preconizado pela

ANVISA (2003) conclui-se que 0 método proposto € preciso.

4.4.2.5 Exatidao

A exatidao avalia a proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico
em relacdo ao valor verdadeiro, sendo aceitaveis variacdes entre 80 — 120%
(ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Os valores obtidos no teste de exatiddao (Tabela 14) demonstram que a

metodologia desenvolvida € adequada para a quantificacao de ibuprofeno.
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Tabela 14 - Resultados obtidos para o teste de exatidao

, Concentracgéo Concentracdo média -
Meio tedrica (ug/mL) experimental (ug/mL) Exatiddo (%)
Tampao fosfato 10 10,11 101,16
0,05MpH 7.2 20 19,81 99,04
30 30,03 100,11

4.4.2.6 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacéo

O limite de deteccéo (LD) é a menor concentracdo de analito que pode ser
detectada por um dado método, mas ndo necessariamente quantificada com
exatiddo. Ja o limite de quantificacdo (LQ) refere-se a menor concentracdo de
analito que pode ser quantificada com preciséo e exatidao aceitaveis.

Os resultados obtidos pela andlise do LD e LQ (Tabela 15) demonstraram que
o método desenvolvido € capaz de detectar e quantificar baixas concentracbes do
farmaco em tampéo fosfato 0,05M, pH7.2.

Tabela 15 - Dados da curva analitica obtida em tampé&o fosfato 0,05M, pH7.2.

Parametros Concentracao (pug/mL)
Limite de deteccgéo 0,49
Limite de quantificacdo 1,62

As metodologias desenvolvidas e validadas para andlise quantitativa do
farmaco se mostraram adequadas, garantindo a confiabilidade dos resultados
obtidos.
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5. CONCLUSOES

Através dos estudos realizados, concluimos que a obtencdo de
Microparticulas Lipidicas Sdlidas diretamente pelo método de spray drying ndo so é
possivel, como também, apresenta véarias vantagens frente aos métodos de
obtencdo convencionais, tais como, uma Unica etapa de producdo, tempo de
obtencéo reduzido, alta eficiéncia de encapsulacéo e obtencdo das MLS na forma de
po, 0 que pressupde estabilidade fisico-quimica e microbioldgica superior.

As metodologias desenvolvidas e validadas para andlise quantitativa do
farmaco se mostraram adequadas, garantindo a confiabilidade dos resultados de
eficiéncia de encapsulacéo e do estudo de liberacéo.

Apesar de haver escassa literatura que expliqgue alguns fenémenos descritos
nos estudos de liberacdo, os resultados da caracterizacdo, amparados pela
literatura, convergem para as mesmas conclusdes: a obtencédo de MLS com matrizes
homogéneas e cujos perfis de liberacdo apresentam um efeito busrt inicial seguido
por uma liberacdo mais sustentada do farmaco, podendo ser interessante tanto em
tratamentos de poés-operatdérios como em tratamentos de outras doencas

vitreoretinianas.
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