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RESUMO
A pele é uma rota alternativa para administracdo de farmacos,
permitindo a liberagcdo controlada na corrente circulatoria. Por outro
lado, de um produto dermatolégico destinado ao tratamento de
patologias cutdneas é esperada a retencdo do farmaco nas camadas da
pele. Nanoparticulas de quitosana e alginato de sdédio para liberacdo de
farmacos por via tdpica foram desenvolvidas através da técnica de
complexacéo de polieletrolitos, em que ocorre a interacdo de dois ou
mais polieletrdlitos com cargas elétricas opostas. O complexo formado
entre estes dois polimeros € biodegradavel, biocompativel e
mecanicamente forte em baixos valores de pH onde a quitosana é
soluvel. O objetivo do sistema é permitir uma maior penetracdo ou
retencdo dos ativos nas camadas da pele devido as caracteristicas
bioadesivas da quitosana, além da sua capacidade de fluidificar o estrato
cdrneo e causar uma desorganizacao das juncoes epiteliais. Inicialmente,
as nanoparticulas foram preparadas variando a concentracdo de
polieletrélitos na faixa de 0,4 a 2,0 mg/mL. As suspensfes obtidas
foram caracterizadas quanto ao grau de agregacdo, turbidez, pH,
tamanho de particula, polidispersdo, potencial zeta, viscosidade, e
morfologia. Estes parametros fisico-quimicos podem ser afetados pela
concentracdo de polieletrélitos e pelo pH da solugéo de quitosana, sendo
gue a formulagdo contendo quitosana 0,9 mg/mL (pH 5,0), alginato de
sodio 1,6 mg/mL, e tripolifosfato 1,0 mg/mL demonstrou os resultados
mais adequados. Os farmacos &cido glicirrizico, acido salicilico e
cafeina foram incorporados ao sistema previamente desenvolvido. O
acido glicirrizico apresentou os melhores resultados de eficiéncia de
encapsulagéo, teor, e recuperagdo. A formulagdo AG 3,450 (preparada
com acido glicirrizico 1,0 mg/mL; quitosana 0,9 mg/mL; alginato de
sodio 1,2 mg/mL; e tripolifosfato 1,0 mg/mL) foi selecionada apds
caracterizacdo fisico-quimica. O sistema nanoparticulado possui uma
limitacdo quanto a quantidade de farmaco capaz de ser eficientemente
encapsulada, sendo que a concentracdo de 1,0 mg/mL (0,02 %) resultou
em particulas estaveis. A morfologia revelou uma estrutura esférica e
compacta, com uma superficie densa. Através das técnicas de
calorimetria exploratéria diferencial, termogravimetria e espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier foi possivel confirmar a
interacdo entre os polieletrdlitos e o &cido glicirrizico. A suspenséo de
nanoparticulas de &cido glicirrizico demonstrou estabilidade fisico-
quimica durante 90 dias armazenada a 25 °C. Um gel de natrosol® para
aplicacdo topica foi desenvolvido utilizando a suspensdo de
nanoparticulas como fase aquosa. Estas mantiveram suas caracteristicas



iniciais ap6s a incorporacdo no gel. A anélise da permeacdo cutanea do
acido glicirrizico foi realizada em pele de orelha de porco através do
modelo da camara de difusdo de Franz. Este sistema proporcionou alta
retencdo de acido glicirrizico na derme e epiderme, efeito este atribuido
a presenca da quitosana. O uso de um gel como base retardou ainda
mais a retencdo do farmaco em relagdo a suspensdo de nanoparticulas,
justamente pela presenga de uma etapa adicional na liberagdo do ativo.
Desta forma, o sistema nanoestruturado desenvolvido poderia ser
utilizado topicamente nos casos em que uma liberacdo de &cido
glicirrizico controlada e prolongada é desejada.

Palavras-chave: nanoparticulas, quitosana, farmacos, caracteriza¢do
fisico-quimica, permeacdo cutanea.



ABSTRACT
The skin is an alternative route for drug administration, permitting
controlled release in the bloodstream. Moreover, from a product
developed for dermatological treatment is expected the drug retention in
the skin layers. Chitosan and sodium alginate nanoparticles for topic
drug release have been developed using the technique of polyelectrolyte
complexation. In this technique, the interaction of two or more
polyelectrolytes with opposite electric charges leads to the spontaneous
formation of nanoparticles. The complex formed between these two
polymers is biodegradable, biocompatible and mechanically strong at
low pH where chitosan is soluble. In addition, while chitosan is easily
degraded by lysozymes, alginate-chitosan complex showed increased
resistance due to strong interaction between the polymer chains. The
system aims to allow greater penetration or retention of drugs in the skin
layers due to the bioadhesive characteristic of chitosan, besides its
ability to fluidize the stratum corneum and to disturb the epithelial
junctions. Initially, the nanoparticles were prepared varying the
polyelectrolyte’s concentration in the range of 0.4 to 2.0 mg/mL. The
obtained suspensions were characterized according to the degree of
aggregation, turbidity, pH, particle size, polydispersity, zeta potential,
viscosity, and morphology. These physico-chemical parameters can be
affected by the concentration of polyelectrolytes and the pH of chitosan
solution. The formulation containing chitosan 0.9 mg/mL (pH 5.0),
sodium alginate 1.6 mg/ml, and tripolyphosphate 1.0 mg/ml showed the
most suitable results. Glycyrrhizic acid, salicylic acid and caffeine were
incorporated into the system previously developed. The glycyrrhizic
acid showed the best results of encapsulation efficiency, drug content,
and recovery, being the chosen drug. The formulation AG 3gus0
(prepared with glycyrrhizic acid 1.0 mg/ml, chitosan 0.9 mg/ml, sodium
alginate 1.2 mg/ml, and tripolyphosphate 1.0 mg/mL) was selected after
physical-chemical characterization. The effect of glycyrrhizic acid
concentration was evaluated and it was observed that the nanoparticulate
system limits the amount of drug that can be efficiently encapsulated.
The concentration of 1.0 mg/ml resulted in stable particles. The
morphology revealed a compact spherical structure with a dense surface.
Differential scanning calorimetry, thermogravimetry and Fourier
transform infrared spectroscopy techniques were employed to confirm
the interaction between the polyelectrolytes and glycyrrhizic acid. The
nanoparticles suspension of glycyrrhizic acid showed physical-chemical
stability during 90 days stored at 25 °C. A natrosol® gel for topical
application was developed using the nanoparticles suspension as



aqueous phase. These maintained their initial characteristics after
incorporation into the gel, which was qualified as a non-Newtonian
pseudoplastic fluid. The analysis of the cutaneous permeation of
glycyrrhizic acid was performed in the pig's ear skin model by the Franz
diffusion chamber. This system provided high retention of glycyrrhizic
acid in the dermis and epidermis, an effect attributed to the presence of
chitosan. The use of a gel as carrier provoked a further retention of the
drug comparing to the suspension of nanoparticles, precisely by the
presence of an additional step in the release of active. Thus, the
developed nanostructured system could be used topically in cases where
a controlled and prolonged release of glycyrrhizic acid is desired.

Keywords:  nanoparticles, chitosan, drugs, physical-chemical
characterization, skin permeation.
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1 INTRODUGAO GERAL

A administragdo de farmacos pela pele vem sendo amplamente
utilizada como uma alternativa a outras vias usuais, pois é capaz de
aumentar a biodisponibilidade, evitar o metabolismo de primeira
passagem do figado e a degradacgdo enzimatica no sistema gastrico (LV
et al,, 2011; POLLETO et al.,, 2011; SMITH; WOOD; DORNISH,
2004). Além disso, formulagbes dermatoldgicas destinadas ao
tratamento de patologias cutaneas devem ser capazes de reter o farmaco
nas camadas da pele, evitando um efeito sistémico (SATO et al., 2007).
Entretanto, apesar de inimeras vantagens como grande area superficial,
pequena degradagdo enzimética e o longo tempo de aplicacdo permitido
pela liberagdo cutanea, a funcdo barreira do estrato cérneo representa a
principal limitacdo desta rota de administracdo (ANTON; BENOIT,;
SAULNIER, 2008; BOLZINGER et al, 2012; YENILMEZ;
BASARAN; YAZAN, 2010).

Para contornar esta limitacdo, o desenvolvimento de sistemas
nanoparticulados apresenta-se como uma estratégia interessante, uma
vez que poderia causar uma maior penetracdo do ativo pelas subcamadas
da epiderme a fim de alcancar seu local de acdo, além de reduzir efeitos
colaterais e prolongar o efeito terapéutico devido a liberagdo controlada
do farmaco a partir da nanoestrutura (ALENCASTRE et al., 2006;
FORSTER et al, 2009; SCHAFER-KORTING; MEHNERT,;
KORTING, 2007; SENYIGIT et al., 2010; SHIN et al., 2010).

Dentre os diversos polimeros utilizados no desenvolvimento de
nanoparticulas, a quitosana possui caracteristicas biofarmacéuticas
ideais, como sensibilidade ao pH, biocompatibilidade, bioadesdo,
permeabilidade, biodegradabilidade e atoxicidade (BALDRIK, 2010;
GAN & WANG 2007). Pode atuar como um acelerador da permeacdo
de farmacos por via tdpica, devido a interacdo das cargas positivas com
a membrana celular epitelial, resultando em uma reorganizagéo
estrutural das juncdes epiteliais, permitindo o transporte paracelular de
compostos hidrofilicos (SCHIPER et al., 1997; SHIN et al., 2012;
SMITH; WOOD; DORNISH, 2004; VLLASALIU et al., 2010; ZHOU
et al., 2010). Outros estudos sugerem que a quitosana é capaz de
aumentar a hidratacdo do estrato cdrneo e diminuir o potencial de
membrana, promovendo a permeacgdo através da pele (HE et al., 2009;
MIHRANYAN, FERRAZ, STROMME, 2011). O fato de ser
solubilizada em &cidos diluidos é outro fator positivo para seu uso por
via tdpica, pois apresenta afinidade pela superficie acida da pele
(JUNGINGER & VERHOEF, 1998; SCHMID-WENDTNER &
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KORTING 2007). O alginato de s6dio é um polieletrélito anibnico
frequentemente utilizado na formacdo de nanoparticulas através de
interacdo eletrostatica com a quitosana. Ao mesmo tempo em que 0
complexo formado entre estes dois polimeros é biodegradavel e
biocompativel, ele também é mecanicamente forte em baixos valores de
pH onde a quitosana é sollvel. Além disso, enquanto esta é facilmente
degradada pelas lisozimas, o complexo quitosana-alginato demonstrou
maior resisténcia devido a forte interacdo entre as cadeias poliméricas
(HAMMAN, 2010).

Apo6s o desenvolvimento de um sistema nanoparticulado, este
deve ser incorporado em uma formulagdo com viscosidade adequada
para aplicacdo tépica. O gel € capaz de criar uma disperséo uniforme das
nanoparticulas na matriz polimérica e aumentar o tempo de contato e a
deposicdo das mesmas sobre a pele, resultando em um aumento da
permeacéo do ativo (BATHEJA et al., 2011).

Considerando o exposto, o presente trabalho propos-se a
desenvolver nanoparticulas para a administragdo de farmacos
topicamente. Para este fim, o acido glicirrizico, o acido salicilico e a
cafeina foram encapsulados em nanoparticulas formadas através da
complexacdo dos polieletrdlitos quitosana e alginato de sédio. O acido
glicirrizico ((3f, 20 B)-20-carboxi-11-oxo0-30-norlean-12-en-3-yl-2-o0- B-
17-glucopiranuronosil-a-p-acido glucopiranosidurénico) é o principal
componente ativo da raiz de Alcaguz (Glycyrrhiza uralensis, Fisch)
(CIRILLO et al., 2011). O &cido salicilico (acido 2-hidroxibenzéico) €
um beta-hidroxi acido com valor de pKa de 2,8 0 que o torna um acido
fraco, solivel em 4agua, apresentando atividade anti-inflamatdria e
antimicrobiana (LEE & KIM, 2003; SHOU et al., 2009). A cafeina
(1,3,7-trimetilxantina) é um estimulante do sistema nervoso central e
diurético, sendo também aplicada externamente em formulacGes topicas.

O farmaco que apresentar os resultados mais adequados apds
caracterizagdo fisico-quimica foi selecionado para a formulacéo final. O
esperado é que o sistema nanoparticulado permita uma maior penetracdo
ou retencdo do ativo nas camadas da pele devido as caracteristicas
bioadesivas da quitosana, além de uma liberagdo prolongada e
controlada.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo geral

Desenvolver nanoparticulas para aplicacdo topica utilizando
quitosana e alginato de sodio contendo os farmacos acido glicirrizico,
acido salicilico ou cafeina.

1.1.2 Objetivos especificos

Desenvolver estratégias experimentais para a obtencdo de
nanoparticulas de quitosana e alginato de sddio e caracteriza-las quanto
ao grau de agregacdo, turbidez, pH, tamanho de particula, polidisperséo,
potencial zeta, viscosidade e morfologia;

Desenvolver e validar métodos analiticos para quantificacdo dos
farmacos nas nanoparticulas;

Incorporar os farmacos nas nanoparticulas de quitosana e alginato
de sodio e caracteriza-las quanto a eficiéncia de encapsulacédo, teor de
farmaco, e demais técnicas ja descritas a fim de selecionar o farmaco
mais adequado para o sistema;

Avaliar o efeito da concentracdo de farmaco selecionado nas
caracteristicas fisico-quimicas das suspens@es de nanoparticulas;

Avaliar a interagio do farmaco selecionado com as
nanoparticulas através de técnicas de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), termogravimetria (TG) e espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);

Realizar estudo de estabilidade acelerado da suspensdo de
nanoparticulas;

Desenvolver gel contendo nanoparticulas para aplicacéo tdpica e
caracteriza-lo quanto as caracteristicas organolépticas, pH, teor,
tamanho de particula, potencial zeta, reologia e morfologia;

Realizar avaliagdo in vitro da permeacdo cutanea dos farmacos
em pele de orelha suina através do modelo da cdmara de difusdo de
Franz.
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1 INTRODUCAO
1.1 PELE

A pele é o maior 6rgdo do corpo que atua retendo agua e como
uma barreira contra a penetracdo de agentes externos. A penetracdo na
pele é uma etapa essencial para que ocorra uma contaminagdo por
microrganismos ou substancias quimicas, para liberacdo de farmacos na
pele (tratamentos dermatoldgicos) ou através da pele (transdérmicos), e
para o cuidado e protecdo (cosméticos) (BOLZINGER et al., 2012;
PATZELT et al.,, 2008). Adicionalmente, a pele contribui para o
controle da temperatura corporal (termorregulagio); apresenta funcoes
enddcrinas, como por exemplo, sintese da vitamina D e sintese
periférica de prdé-hormonios (como a conversdo da testosterona em
diidrotestosterona, mais ativa) e funcbes sensoriais (dor, tato, percepcéo
de temperatura) (MENON, 2002).

1.1.1 Anatomia e fisiologia

A pele humana é composta de duas camadas principais de
tecidos: a epiderme celular, estratificada e avascular; a derme subjacente
de tecido conectivo e gordura subcutanea (figura 1).

Estrato cérneo

Estrato granuloso » EPIDERME
Estrato espinhoso

Estrato basal

Glandula sebécea

Fibra muscular deg
ancoraaem

DERME

} Vasos sanguineos
TECIDO

SUBCUTANEO

Figura 1. Estrutura da pele e seus apéndices (EL MAGHRABY; BARRY;
WILLIAMS, 2008).

A epiderme é dividida em duas camadas: o estrato corneo e a
epiderme viavel. O primeiro constitui a camada mais superficial da pele
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e possui uma estrutura estratificada, sendo constituido por dois sistemas
heterogéneos compostos por queratindcitos (também conhecidos como
cornedcitos, nesta camada), embebidos em uma matriz lipidica
intercelular, organizada em bicamadas lamelares. Os lipideos sdo acidos
graxos, colesterol e esfingolipideos, a exemplo das ceramidas,
representando a principal barreira fisica a entrada de substancias na pele
e a perda de agua (ARAYACHUKEAT;
WANICHWECHARUNGRUANG; TREE-UDOM, 2011). Esta camada
superficial possui espessura entre 5 e 20 um e é altamente hidrofébica.
A funcéo barreira depende do teor e da composicao dos lipidios e, em
particular, do arranjo estrutural das matrizes lipidicas intercelulares e da
bicamada lipidica que envolve as células. Além da fungdo barreira, o
estrato cérneo atua como um reservatdrio para farmacos aplicados
topicamente (KORTING & SCHAFER-KORTING, 2010; SUHONEN;
BOWSTRA; URTTI, 1999). Substancias que penetram por esta camada
estdo sujeitas ao metabolismo na epiderme viavel, que é o maior sitio de
metabolismo da pele (BOUWSTRA et al., 2003; HARDING, 2004).

A epiderme viavel (50-150 pum) é subdividida em trés camadas:
estrato germinativo (camada basal), estrato espinhoso (camada
espinhosa), e estrato granuloso (camada granular). Cada camada €
definida pela posi¢cdo, morfologia e estado de diferenciacdo dos
gueratindcitos. As células tornam-se queratinizadas a medida que
migram para a superficie (BERGH et al., 1997; HOAT & LEAHY,
2003; MONTEIRO-RIVIERE, 2006; PROST-SQUARCIONI, 2006). A
barreira formada pela epiderme viavel é composta por células com
juncbes contendo lacunas estreitas e aderentes (DRAELOS, 2012).
Considerando-se que a epiderme ndo apresenta vasos sanguineos, 0s
nutrientes devem se difundir da derme para a epiderme para garantir a
viabilidade da mesma (EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS,
2008).

A derme consiste em uma matriz de tecido conectivo de 3 a5 mm
de espessura entremeada de proteinas fibrosas (colageno, elastina e
reticulina) que sdo embebidas em uma substdncia composta por
mucopolissacarideos. E extensivamente vascularizada, com unidades
pilosebaceas e glandulas. A derme contém também fibroblastos,
macrofagos, mastocitos e leucocitos. Esse suprimento sanguineo €
fundamental para transportar nutrientes, remover produtos de
degradacdo, regular a pressdo e a temperatura e mobilizar forcas de
defesa (RIBEIRO, 2006). O volume de sangue na pele geralmente age
como um sistema sink, difundindo as moléculas que alcangam os
capilares, mantendo as concentragfes penetrantes na derme baixas e
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maximizando gradientes de concentracdo epidérmicos, promovendo,
dessa forma, a absorcdo percutanea (AULTON, 2005; MOSER et al.,
2001).

A hipoderme ou tecido celular subcutaneo representa uma
transicdo do tecido dérmico conectivo fibroso para o tecido
predominantemente adiposo. Esta estrutura confere protecdo contra
traumas fisicos, além de servir como reserva energética e como barreira
térmica (MONTEIRO-RIVIERE, 2006). N&o possui um papel na
absorcdo percutdnea, pois se situa abaixo do sistema vascular. Os
foliculos pilosos e ductos sudoriferos encontrados nesta camada se
comunicam com 0 meio externo através da superficie da pele,
constituindo uma rota de transito de substancias (via apéndices da pele)
(EL MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008).

1.1.2 Rotas de permeacéo

As moléculas sdo transferidas do meio externo para o estrato
cérneo através de trés rotas principais: via transcelular e intercelular
(figura 2) e atraves dos apéndices.

VIA INTERCELULAR VIA TRANSCELULAR

Membrana
plasmatica
Acidos graxos aduoso Ceramida

Espaco
intercelular

Lipideos

Lipideos Meio Colesterol o Queratina
aquoso Triglicerideos

Figura 2. Rotas de penetracdo de moléculas através do estrato cérneo (EL
MAGHRABY; BARRY; WILLIAMS, 2008).
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Na rota intercelular as moléculas interagem com a matriz lipidica,
sem penetrar através das células. Esta via é descrita como a rota
predominante de permeacdo, especialmente para moléculas lipofilicas
(ARAYACHUKEAT; WANICHWECHARUNGRUANG; TREE-
UDOM, 2011; KORTING & SCHAFER-KORTING, 2010).

Na via transcelular, as moléculas (predominantemente
hidrofilicas) atravessam as membranas das células por difusdo e a
barreira limitante é a bicamada lipidica (BUCK, 2004; PATZELT et al.,
2008). Entretanto, o transporte de moléculas por esta via pode ser
restrito pela presenca das jungdes epiteliais encontradas principalmente
no estrato granuloso (PROW et al., 2011; WARD; TIPPIN; THAKKER,
2000).

Os apéndices apresentam uma rota paralela, na qual
macromoléculas, ions e farmacos polares de baixo peso molecular
podem permear, especialmente através dos foliculos pilosos (PATZELT
etal., 2008; SUHONEN; BOWSTRA; URTTI, 1999).

A difusdo passiva de acordo com a Lei de Fick é a via mais
comum de transporte de substancias ativas através da pele, enquanto o
transporte ativo, mediado por carreadores &€ menos comum. A
permeacdo de moléculas é governada por varios fatores, como o
tamanho molecular, coeficiente de particdo e grau de ionizagdo, onde
moléculas pequenas, lipofilicas e ndo-ionizadas sdo favorecidas
(MIHRANYAN; FERRAZ; STROMME, 2011).

A primeira Lei de Fick estabelece que o fluxo de matéria (J) é
proporcional & diminuicdo da concentracdo (C) e inversamente
proporcional a distancia (x). O sinal negativo do coeficiente de difuséo
(D) indica que o fluxo esta na diregdo de reducéo de concentragdo, ou
seja, diminuindo o gradiente de concentracdo (equagdo 1) (FORSTER et
al., 2009).

Equacéo 1
ac

J= D4

No entanto, a primeira Lei de Fick também descreve o processo
de difusdo sob condicbes de estado estacionario, ou seja, quando o
gradiente de concentracdo (C/x) ndo varia com o tempo. Esta situacéo é
aplicavel apenas para membranas artificiais homogéneas, ndo sendo
observavel em membranas bioldgicas heterogéneas, tal como o estrato
cérneo. Na determinacdo experimental da quantidade de farmaco
permeada em funcdo do tempo, observa-se que esta relacdo ndo é
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totalmente linear, como se esperaria na abordagem do estado
estacionario. Na realidade, observa-se, nos tempos iniciais, uma pequena
curvatura, onde nao ha constancia do fluxo em relagdo ao tempo. Este
tempo necessario para que a passagem de um farmaco, através de uma
membrana, atinja o equilibrio é definido como lag time ou tempo de
laténcia, obtido através da extrapolacdo da linha do estado estacionario
até o eixo do tempo. Desta forma, o processo de difusdo em membranas
bioldgicas pode ser melhor explicado pela segunda Lei de Fick (equacédo
2), que expressa a velocidade de alteracdo da concentracdo do farmaco
(C) em funcdo do tempo (t) e da area, ou seja, duas variaveis
importantes na determinacdo do coeficiente de difusdo (FORSTER et
al., 2009; NETZ & ORTEGA, 2002).
Equacéo 2
ac 5 g2C
gt ax?

1.1.3 A pele como via de administracéo

A pele € uma rota alternativa para administracdo de farmacos,
permitindo a liberagdo controlada na corrente circulatéria e evitando
efeitos adversos geralmente observados pela via oral ou parenteral
(BOLZINGER et al.,, 2012). O uso desta via pode aumentar a
biodisponibilidade, evitar o metabolismo de primeira passagem do
figado e a degradacdo enzimatica no sistema gastrico (LV et al., 2011;
POLLETO et al., 2011; SMITH; WOOD; DORNISH, 2004). Por outro
lado, de um produto dermatoldgico destinado ao tratamento de
patologias cutaneas é esperada a retencdo do farmaco nas camadas da
pele (SATO et al., 2007).

Muitos fatores podem afetar a liberacdo de farmacos na pele, tais
como o peso molecular, lipofilicidade e grau de ionizacdo da substancia,
a formulacdo, a presenca de modificadores de permeagdo e o0 estado
fisico e grau de hidratacdo do estrato cérneo (FORSTER et al., 2009;
GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; MIHRANYAN; FERRAZ;
STROMME, 2011). Para que ocorra absorcdo em uma administracéo
transdérmica, a substancia deve possuir uma massa molar menor do que
500 g/mol, um baixo ponto de fusdo, adequada solubilidade em éleo e
agua, e um coeficiente de particdo octanol:dgua (log P) de 1-3
(KORTING & SCHAFER-KORTING, 2010). Por outro lado, em
formulagdes cosméticas e dermatoldgicas a absorgao sistémica deve ser
evitada, sendo necessaria somente a permeacao cutanea por difusdo da
substancia ativa na epiderme (GUTERRES; ALVES; POHLMANN,
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2007). A administracdo topica de farmacos é especialmente atrativa pela
possibilidade de vetoriza¢do da substancia ativa a area lesada (CHIU &
TSAI, 2011).

Podem ser encontrados na literatura diversos trabalhos relatando
0 uso topico de farmacos originalmente desenvolvidos para
administragdo por via oral. Parsad e colaboradores (2002) e Kapoor,
Phiske e Jerajani (2009) reportaram estudos comprovando a eficacia da
aplicacdo tdpica da prostaglandina E, no tratamento do vitiligo. O
metotrexato por via oral é um dos farmacos mais eficazes no tratamento
da psoriase, porém seu uso € limitado pela sua hepatotoxicidade, e a via
topica apresentou resultados promissores como alternativa para o
tratamento  (ESKICIRAK, ZEMHERI, CERKEZOGLU, 2006;
KUMAR, SANDHU, KAUR, 2004; SUTTON et al., 2001; TIWARI et
al., 2003). O nifedipino, um anti-hipertensivo bloqueador de canal de
céalcio, & comumente utilizado como cicatrizante em fissuras anais
(KATSINELOS et al.,, 2006; PERROTI et al., 2002). Uma solugéo
topica de finasteride apresentou resultados promissores no tratamento de
alopecia (HAJHEYDARI et al., 2009).

Entretanto, apesar de inimeras vantagens, como grande area
superficial, pequena degradacdo enzimatica e o longo tempo de
aplicacdo permitido pela liberacdo cuténea, a fungdo barreira do estrato
cérneo representa a principal limitacdo desta rota de administracdo
(ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008; BOLZINGER et al., 2012;
YENILMEZ; BASARAN; YAZAN, 2011). Geralmente, a barreira
epidérmica apresenta danos no inicio da terapia tdpica permitindo a livre
penetracdo do farmaco. Porém, com a recuperacdo da capacidade de
barreira do estrato cérneo durante o tratamento, podera ocorrer uma
reducdo desta penetragdo podendo prejudicar a eficicia do tratamento
em doencas cronicas, onde é desejavel que o farmaco aplicado
topicamente mantenha uma penetracdo adequada por longos periodos
(BENFELDT; SERUP; MENNE, 1999).

O grande desafio dos pesquisadores é como desestabilizar e/ou
fluidificar o estrato corneo, a fim de favorecer a difusdo de moléculas
através de microporos (SHIN et al., 2012). Existem algumas estratégias
para reforcar a permeacao ou retengdo na pele, que incluem a utilizagdo
de promotores quimicos, métodos fisicos e novos sistemas de liberacdo
(MOSER et al., 2001; THONG; ZHAI; MAIBACH, 2007). No
desenvolvimento de novos sistemas para liberacéo de farmacos, micelas,
lipossomas, emulsGes sub-micrométricas e nanoparticulas poliméricas
tem sido propostas para aumentar a absor¢do percutdnea de ativos
farmacoldgicos, atenuando o dano causado na funcao de barreira da pele
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(ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; SHIM et al., 2004; GUTERRES;
ALVES; POHLMANN, 2007; KULKAMP et al., 2009; MORAES et
al., 2009). Assim, os sistemas nanoparticulados podem levar a uma
maior penetracdo do ativo pelas subcamadas da epiderme a fim de
alcancar seu local de acéo, e a liberacdo controlada do farmaco a partir
da nanoestrutura pode reduzir efeitos colaterais e prolongar o efeito
terapéutico (ALENCASTRE et al., 2006; FORSTER et al., 2009;
SCHAFER-KORTING; MEHNERT; KORTING, 2007; SENYIGIT et
al., 2009; SHIN et al., 2010).

1.2 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Dentre os sistemas carreadores de farmacos, as nanoparticulas
preparadas a partir de polimeros biodegraddveis ocupam posicdo de
destaque. Estas podem ser definidas como particulas solidas coloidais
com tamanho inferior a 1,0 um que carreiam a substancia ativa
(NAGPAL,; SINGH; MISHRA, 2010). Devido ao seu tamanho reduzido,
podem facilmente atravessar barreiras biol6gicas assim como penetrar
todos os tipos de células (COELHO et al., 2010).

Nanoparticulas desenvolvidas com polimeros sintéticos como
poli(acido lactico-co-acido glicdlico) ou polianidridos sdo ideais como
carreadoras de farmacos insollveis em agua, como o paclitaxel e a
dexametasona, além de moléculas hidrofilicas como proteinas e DNA
(BILATI; ALLEMANN; DOELKER, 2005; SAHOO &
LABHASETWAR, 2004; VAUTHIER et al, 2003). Entretanto,
geralmente demonstram baixa eficiéncia de encapsulacdo e rapida
liberacdo de farmacos soltveis em dgua (CHAVANPATIL et al., 2007).
Por outro lado, polissacarideos sdo polimeros naturais biodegradaveis
amplamente utilizados para encapsular farmacos tanto hidrofilicos como
hidrofébicos (DAS; KASOJU; BORA, 2010; DELAIR et al., 2011;
KALOTI & BOHIDAR, 2010; LI et al., 2008). Dentre o0s
polissacarideos mais comumente utilizados destacam-se a quitosana, o
alginato de sodio e a dextrana (COELHO et al., 2010).

1.2.1 Técnicas de preparagdo de nanoparticulas poliméricas
Nanoparticulas podem ser preparadas por meio de varios métodos
fisico-quimicos, tais como, polimerizacdo interfacial de mondmeros,
emulsdo seguida da evaporacdo do solvente, nanoprecipitagéo, Salting-
out, Spray-drying, microemulsificacdo, coacervacdo simples ou
complexa, dentre outros (AGNIHOTRI et al., 2004; KUMARI et al.,



42

2010; PINTO REIS et al., 2006; SINHA et al., 2004; SOPPIMATH et
al., 2001).

O método de obtencdo de nanoparticulas representa um fator
crucial para as suas caracteristicas fisico-quimicas como distribuicdo de
tamanho e morfologia, 0 que, em contrapartida, determina o
comportamento destas em relacdo a encapsulacéo e liberagéo de ativos.

Algumas técnicas utilizadas no preparo de nanoparticulas
poliméricas utilizam 6leos minerais e solventes organicos toxicos para
manter a estabilidade do polimero e melhorar o rendimento.
Nanoparticulas obtidas através da técnica de coacervacdo tem sido
desenvolvidas para superar estas limitagdes (TIYABOONCHAI &
LIMPEANCHOB, 2007).

De acordo com a definigdo da IUPAC (—IUPAC Compendium of
Chemical Terminology, eletronic version), a coacervagdo é a separacdo
de duas fases liquidas em sistemas coloidais. A fase mais concentrada
no componente coloidal é o coacervado e a outra fase é a solucdo de
equilibrio. Sob o termo de coacervagdo estdo agrupadas uma série de
técnicas de encapsulacdo baseadas na desolvatagdo do polimero
induzida por algum procedimento que conduz a alteracdo das
caracteristicas do meio. Quando apenas uma Unica macromolécula esta
presente, o processo é designado por coacervagdo simples. Entre os
procedimentos capazes de induzir a precipitagdo do polimero sob a
forma de esferas destacam-se a mudanca de temperatura, a modificacdo
do pH e a adicdo de um ndo solvente ou sal (KALOTI & BOHIDAR,
2010; VILLA-JATO, 1997).

Na técnica de coacervacdo complexa, também chamada de
formagdo de redes interpenetrantes ou complexacdo de polieletrolitos
(CPE), ocorre a interacdo de dois ou mais polieletrolitos com cargas
elétricas opostas (DAVIDENKO et al., 2008; DUCEL et al., 2006).
Devido a peculiaridade dos polieletrélitos de possuir caracteristicas
tanto de um polimero como de um eletrdlito, o estudo destes sistemas
tem atraido muita atencdo pela alta relevancia cientifica. Atualmente, os
complexos de polieletrélitos (CPEs) sédo utilizados em larga escala como
floculantes, agentes de revestimento e, principalmente, para
microencapsulagdo de farmacos, enzimas, células, microrganismos,
entre outros. A formacdo do CPE pode resultar em diferentes estruturas,
dependendo das caracteristicas dos componentes utilizados e das
condicbes externas de reacdo. Existem dois modelos estruturais
discutidos na literatura (figura 3):
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1) A estrutura chamada “ladder model”’, onde a formacgdo do complexo
ocorre em nivel molecular, através de uma adaptacdo
conformacional.

2) A estrutura chamada ‘“scrambled egg model”, onde um grande
nimero de cadeias € incorporado dentro da particula.

(A)
.

Figura 3. Modelos de estruturas de CPE: (A) ladder e (B) scrambled egg
(RADEVA et al., 2001).

Esta estrutura organizacional é influenciada pela razdo molar e
massa molar dos polieletrolitos utilizados. Geralmente sistemas
compostos por polieletrdlitos de baixa massa molar e fracos grupos
ibnicos originam estruturas tipo ladder, enquanto os de alta massa molar
e fortes grupos idnicos originam estruturas tipo scrambled egg
(GOYCOOLEA et al., 2009; HARTIG et al., 2007).

Para incorporacdo de farmacos, o modelo scrambled egg é o
ideal, pois é capaz de formar uma estrutura entrelacada que pode
aprisionar o farmaco em seu nucleo, denominado encapsulacéo fisica.
Neste modelo, as particulas consistem em um nucleo compacto neutro
cercado por uma camada carregada do componente em excesso. Esta
camada externa estabiliza a particula evitando aglomeracdo. A
compactagdo do ndcleo pode variar dependendo das densidades de carga
dos componentes (RADEVA et al., 2001).

As dispersbes de complexos de polieletrélitos (CPES) resultam
principalmente de fortes interacGes eletrostaticas entre macromoléculas
com cargas opostas. Estas interacbes possuem forca suficiente para
prevenir a dissolucdo do complexo em agua (AELENEI et al., 2009;
SILVA et al., 2008). A interagdo também pode ocorrer entre os residuos
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de suas cadeias laterais ou pelas interagdes entre outro grupamento
presente na macromolécula. Entretanto, ligacdes de hidrogénio,
interacdes hidrofébicas e forcas de van der Waals podem complementar
a formacdo (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010; BODDOHI &
KIPPER, 2010; SANKALIA et al., 2007; SIMSEK-EGE; BOND;
STRINGER, 2003).

A mistura de solugdes contendo polianions e polications leva a
formacdo espontanea de CPEs, dependendo da forca e localizacdo dos
sitios ibnicos, da rigidez da cadeia polimérica, do pH, temperatura, forca
ibnica, peso molecular, velocidade da mistura, entre outros fatores
(HARTIG et al., 2007; HAMMAM, 2010). E fundamental que exista
um equilibrio entre cargas positivas e negativas de modo que a maior
parte dos sitios ativos estejam ligados (DUCEL et al., 2006).

Esta técnica é particularmente interessante, pois polieletrolitos
poliméricos sdo biodegradaveis e degradam lentamente, ndo alteram a
funcdo celular e utilizam agua como solvente, o que é uma grande
vantagem para produtos farmacéuticos. Além disso, 0 processo de
obtencdo de CPEs é fécil, rdpido, realizado em temperatura ambiente e
com agitacdo moderada (DELAIR et al., 2011). Podem ser complexados
sem 0 uso de precursores organicos ou agentes reativos. A complexacdo
é reversivel e pode ser obtida com macromoléculas sollveis em &gua
(BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010).

Podem ser obtidos trés tipos de CPEs (HARTIG et al., 2007):

1) CPEs solavel: sistema macroscopicamente homogéneo
contendo poucos agregados com interagdes fracas;

2) CPEs turvo: sistemas na faixa de transicdo para separacdo de
fase, com interacbes fortes e que apresenta efeito Tyndall ou
espalhamento de luz;

3) CPEs precipitado: sistema contendo duas fases, com
sobrenadante liquido e precipitado no fundo (ndo desejavel).

Os compostos geralmente utilizados na formacdo de CPEs sdo
polissacarideos (quitosana, alginato de sodio, pectina, carragenana,
dextrana, carboximetilcelulose, xantana, acido hialurdnico), proteinas
(gelatina, albumina, queratina) e polimeros sintéticos (&cido poliacrilico)
(AELENEI et al., 2009; BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010;
BODDOHI & KIPPER, 2010; COELHO et al., 2010).

1.2.2 Caracterizacao fisico-quimica de nanoparticulas

A formacdo de CPEs pode ser verificada através da turbidez da
suspensdo resultante. A medida da turbidez, também conhecida como
método cloud point, baseia-se num fenémeno que tem sido reconhecido
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como propriedade caracteristica de macromoléculas, e deve-se ao fato
de a interacdo entre os polieletrolitos poder ser visualizada através da
turbidez e opacidade da suspensdo resultante. A turbidez pode depender
da massa molar dos polieletrdlitos, da concentragdo (nUmero de
particulas), e/ou do tamanho e polidispersao das particulas (CHIENG &
CHEN 2011; DRAGAN; MIHAI; SCHWARZ, 2006; HUANG et al.,
2012).

O tamanho de particula, polidispersdo, e o potencial zeta sdo
algumas caracteristicas fisico-quimicas fundamentais para a estabilidade
dos sistemas. O conjunto de informag6es fornecidas pela caracterizacéo
desses sistemas pode conduzir a modelos descritivos da organizacdo das
nanoparticulas em nivel molecular, que sera dependente da composicdo
quali-quantitativa das formulacdes e método de preparacdo empregado
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

Através da técnica de espalhamento de luz dindmico, é realizada
a medida do movimento browniano das particulas em suspensao,
obtendo uma correlagdo com o seu tamanho. Uma distribuicdo
monomodal em uma faixa de tamanho estreita € ideal para garantir a
estabilidade (MAGENHEIM & BENITA, 1991; WU; ZHANG;
WATANABE, 2011). Em formulagdes destinadas a aplicacdo tdpica o
ideal é que o tamanho das particulas seja inferior a 600 nm (VERMA et
al., 2003).

De acordo com a presenca ou auséncia de cargas na superficie, as
nanoparticulas podem ser classificadas em idnicas ou ndo ibnicas,
respectivamente. A estimativa do potencial de superficie é capaz de
identificar alteracdes na superficie das nanoparticulas. Na figura 4 pode
ser visualizado um esquema de uma particula, em que a carga da
superficie influencia a distribuicdo espacial dos ions proximos a
superficie, atraindo ions de carga oposta (contra-ions) e repelindo ions
de mesma carga (co-ions). Este efeito somado aos efeitos de movimento
térmico, leva a formag&o da dupla camada elétrica, que consiste de uma
superficie carregada e de um excesso neutralizante de contra-ions sobre
co-ions distribuidos de maneira difusa no meio aquoso (AULTON,
2005; NETZ & ORTEGA, 2002).
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Figura 4. Figura esquematica de uma particula carregada e sua dupla camada
elétrica (http://gnesc.sbg.org.br/online/qnesc09/quimsoc.pdf).

Apesar de alguns autores se referirem ao potencial zeta como a
carga superficial da particula, este valor corresponde ao potencial
elétrico na interface da dupla camada, sendo uma medida indireta da
carga das particulas (CAIl; ODE; MURAKAMI, 2006; DELGADO et
al., 2005; GUNGOR et al., 2001).

Os polimeros ndo i6nicos tendem a reduzir o valor de potencial
zeta, enquanto polimeros idnicos aumentam. Valores elevados, em
modulo, de potencial zeta indicam suspensdes de nanocapsulas mais
estaveis fisicamente, pois a repulsdo entre as particulas previne a
agregacdo (COUVRER et al, 2002; POLLETO et al, 2011;
SANTANDER-ORTEGA, 2010).

Dependendo da natureza quimica dos polimeros utilizados, as
particulas com superficies idnicas podem ser classificadas como
anidnica (negativa) ou catibnica (positiva). Polimeros negativamente
carregados geralmente sdo formados por acidos acrilico e metacrilico,
enquanto polimeros positivamente carregados geralmente contém
grupos amino substituintes (SANTANDER-ORTEGA et al., 2010).

A estabilidade quimica das suspens@es pode ser monitorada pela
andlise do pH, pois a sua diminuicdo pode indicar a degradacdo dos
polimeros ou outros componentes. Andlises de calorimetria exploratdria
diferencial, termogravimetria, e infravermelho fornecem informagdes
sobre a organizacdo dos componentes das nanoparticulas em nivel
molecular. Adicionalmente, a microscopia € Gtil na caracterizacdo da
morfologia e tamanho das particulas (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007).
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1.2.3 Aplicacao tépica de nanoparticulas

As nanoparticulas vem sendo largamente utilizadas com sucesso,
promovendo a oclusdo da pele, a protecdo quimica, mascarando
cor/odor e como carreador de farmacos em veiculos de uso tépico
(MODDARESI et al., 2010). A suspensdo de nanoparticulas deve ser
levemente &cida, a fim de manter a afinidade pelo pH fisiolégico da
pele. Apds a aplicacdo tdpica, as nanoparticulas formam um filme fino
na pele, que pode levar a uma liberacdo prolongada do ativo e uma
maior capacidade de retencdo da pele (POLLETO et al., 2011).
Apresenta ainda outras vantagens, como melhorar a estabilidade de
farmacos  labeis, capacidade de vetorizagdo, aumento da
biodisponibilidade, habilidade de incorporar farmacos com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas, e o pequeno tamanho que permite um
maior contato com o estrato corneo (MONTENEGRO et al, 2012).

As caracteristicas superficiais das nanoparticulas podem
influenciar ndo somente a estabilidade fisico-quimica das formulagdes,
mas também seu comportamento na pele. Por exemplo, a bioadesividade
ao estrato cdrneo esta relacionada a carga superficial das nanoparticulas,
reduzindo a perda de ativo que poderia ocorrer durante a aplicagdo
(POLLETO et al., 2011). Estudos realizados em suinos descrevem que
nanoparticulas positivamente carregadas apresentaram maior afinidade
pela pele, que é negativamente carregada e liberaram uma maior
guantidade de ativo no estrato corneo (WU et al., 2010). Em outro
estudo, um grupo amino foi quimicamente ligado a uma cadeia de
poli(acido lactico-co-acido glicolico), sendo que as nanoparticulas
formadas aumentaram a penetracdo de genisteina em pele humana
(SHIN et al., 2010).

Segundo Alencastre e colaboradores (2006), a liberacdo da
substancia ativa de sistemas particulados via topica esta direta ou
indiretamente ligada aos seguintes fatores: (i) presenca ou auséncia de
macro e microporos no sistema particulado; (ii) tamanho de particula, ja
gue as nanoparticulas possuem grande probabilidade de penetrar no
estrato corneo, enquanto microparticulas podem ficar retidas na
superficie ou penetrar via foliculos pilosos; (iii) caracteristicas
intrinsecas relacionadas ao processo de fabricagdo e materiais utilizados;
(iv) caracteristicas intrinsecas da substancia ativa a ser encapsulada; (v)
dependendo das caracteristicas da substancia ativa e carreador, podem
ser esperados diferentes comportamentos de liberacao, pois a substancia
ativa deve difundir através das barreiras da pele para alcancar seu sitio
de acéo.
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Desta forma, como 0 processo de permeacdo cutdnea envolve
diferentes etapas que incluem, primeiramente, a liberacéo do farmaco do
veiculo, seguido da sua penetragdo através das barreiras da pele e, por
fim, a ativacdo da resposta farmacoldgica, todas estas etapas devem ser
otimizadas para garantir a eficacia terapéutica. Modelos in vivo e ex vivo
podem ser utilizados para prever a taxa e a extensdo de penetra¢do do(s)
composto(s) e adjuvante(s), através da pele (MUHAMMAD &
RIVIERE, 2006). Adicionalmente, devem ser considerados aspectos
relativos a natureza fisico-quimica do farmaco, o tipo de veiculo
utilizado, as condicdes da pele, além das interacBes pele/farmaco e
pele/veiculo (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

13 POLIELETROLITOS FORMADORES DE CPES

1.3.1 Quitosana

A quitosana (figura 5) é um copolimero formado por unidades de
2-desoxi-N-acetil-D-glucosamina e 2-desoxi-D-glucosamina unidas por
ligacdes glicosidicas B 1-4, obtida a partir da desacetilagdo da quitina
em meio alcalino (AGNIHOTRI et al., 2004; PILLAI; PAUL;
SHARMA, 2009; SINHA et al., 2004).
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Figura 5. Representagdo esquematica da estrutura quimica da quitosana
(CARREIRA et al., 2010)

A quitina é um polimero natural extraido de exoesqueleto de
crustaceos, insetos, e alguns fungos, insolivel em meio aquoso e na
maioria dos solventes organicos, apresentando baixa reatividade quimica
(LARANJEIRA & FAVERE, 2009; MOURYA & INAMDAR, 2008;
PRASHANTH & THARANATHAN, 2007).

Na estrutura da quitina, que ¢ insolivel na maioria dos solventes
testados, predominam unidades de 2-desoxi-N-acetil-D-glucosamina
enquanto que a quitosana é predominantemente formada por unidades
de 2-desoxi-D-glucosamina. O polimero passa a ser considerado
quitosana quando a fracdo molar de grupos NH; na cadeia é superior a
0,5 (BODDOHI & KIPPER, 2010). O grau de desacetilagdo da
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quitosana determina a densidade de grupos amino carregados
positivamente, podendo variar de 56 a 99 % dependendo da espécie de
crustaceo e do método de extracdo (ABOU-SHOER, 2010; MARTINS;
MANO; ALVES, 2010).

A quitosana é uma base fraca com valores de pKa entre 5,9 e 6,7.
Os grupos amino presentes em toda a extensdo da cadeia polimérica
atuam como polieletrdlitos catibnicos em pH < 6,5 (GEORGE &
ABRAHAM, 2006). Assim, este biopolimero pode se dissolver
facilmente em solugdes de &cidos fracos diluidos, sendo o 4cido acético
0 solvente mais empregado (LARANJEIRA & FAVERE, 2009). Por
outro lado, conforme o pH é ajustado acima de 6,5, 0s grupamentos
amino se tornam deprotonados e o polimero perde suas cargas,
tornando-se insollvel (DASH et al., 2011).

Com relagdo as caracteristicas biofarmacéuticas, a quitosana
possui  sensibilidade ao pH, biocompatibilidade, bioadesao,
permeabilidade, é biodegradavel e atdxica (BALDRIK, 2010; GAN &
WANG 2007). Pode ser degradada por varias enzimas, como por
exemplo, lisozima, di-N-acetilquitobiase, N-acetil-beta-D-
glucosaminidase e quitiotriosidade, as quais estdo presentes nas mucosas
e outros fluidos fisioldgicos (KEAN & THANOU, 2010). Apresenta
citotoxicidade dependente da concentragdo, com concentragdo inibitoria
méaxima (IC 50) variando entre 0,2 a 2,0 mg/mL na maioria dos modelos
celulares. Estes valores dependem da massa molar e do grau de
desacetilagdo (GARCIA-FUENTES & ALONSO, 2012). Testes clinicos
conduzidos com biomateriais compostos por quitosana nao reportaram
reacOes inflamatdrias ou alérgicas ap6s implantacdo, injecdo, aplicacdo
topica ou ingestdo (DASH et al., 2011). A quitosana disponibilizada
comercialmente pela empresa Sigma-Aldrich é classificada como
polimero de baixa massa molar (20.000 a 190.000 g/mol) ou alta massa
molar (190.000 a 375.000 g/mol) (DASH et al., 2011).

Devido as propriedades biofarmacéuticas e toxicolégicas
favoraveis, o uso da quitosana e seus derivados em aplicacGes de
liberacdo de farmacos é um campo de pesquisa muito atraente,
especialmente no desenvolvimento de nanocarreadores. O nimero de
trabalhos utilizando quitosana como nanocarreador tem aumentado
exponencialmente nas Ultimas duas décadas, onde os primeiros
protétipos industriais ja estdo sendo avaliados em testes clinicos
(GARCIA-FUENTES & ALONSO, 2012; MIHRANYAN; FERRAZ;
STROMME, 2011).
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A preparacdo de nanoparticulas contendo quitosana pode ser
realizada através de diversos métodos, os quais envolvem um ou dois
tipos de associagdo entre macromoléculas (TAVARES et al., 2012):

- cross-linking covalente: necessita de um agente de cross-
linking, como glutaraldeido e genipina (BANERJEE et al., 2002; LIU &
HUANG, 2008; OCAK, 2012).

- interagdo fisica: envolve métodos como spray-drying,
gelificacdo ibnica, microemulsdo reversa, evaporagdo/difusdo de
solvente, complexagdo de polieletrélitos e coacervagdo/precipitacdo
(HARRIS et al, 2011; LEE et al., 2010; LEONG et al., 1998;
MUKHOPADHYAY et al., 2012; RUSU et al., 2005; SHU et al., 2011,
ZHU et al., 2009)

A complexacdo de quitosana com varios polidnions como
pectina, colageno, copolimero de acido maléico-polialquilenedxido e
alginato de sédio mostra ser eficiente para o desenvolvimento de
formulagBes (DAVIDENKO et al., 2009; PLAPIED et al., 2011). Em
tais aplicacbes é extremamente importante que a quitosana seja
hidrossollvel e carregada positivamente. Estas propriedades permitem
que este biopolimero interaja com polimeros carregados negativamente,
macromoléculas e polianions em meio aquoso, favorecendo a difusao de
farmacos no mecanismo de liberagdo (CALVO et al, 1997,
KRAJEWSKA, 2004; NAGPAL; SINGH; MISHRA, 2010).

A quitosana pode atuar como um acelerador da permeacdo de
farmacos por via topica, devido a interacdo das cargas positivas com a
membrana celular epitelial, resultando em uma reorganizagdo estrutural
das jungdes epiteliais, permitindo o transporte paracelular de compostos
hidrofilicos (SCHIPPER et al., 1997; SMITH; WOOD; DORNISH,
2004; SHIN et al., 2012; VLLASALIU et al., 2010; ZHOU et al., 2010).
As juncdes epiteliais possuem uma funcdo de barreira dindmica que é
modulada por processos celulares que regulam a movimentagdo de
moléculas hidrofilicas através do epitélio (WARD; TIPPIN;
THAKKER, 2000). Além deste mecanismo, estudos sugerem que a
quitosana é capaz de alterar a camada de queratina no estrato corneo
tornando-a menos rigida e, consequentemente, permitindo a passagem
da substancia ativa (HE et al., 2009). Também foi relatado que a
quitosana pode aumentar a hidratacdo do estrato corneo e diminuir o
potencial de membrana, promovendo a permeacdo através da pele
(KHALIL et al., 2012; MIHRANYAN; FERRAZ; STROMME, 2011).
O fato de ser solubilizada em acidos diluidos é outro fator positivo para
Seu uso por via topica, pois apresenta afinidade pela superficie acida da
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pele JUNGINGER & VERHOEF, 1998; SCHMID-WENDTNER &
KORTING 2007).

Diversos estudos descrevem o uso de quitosana como carreador
de farmacos pela pele. Conti e colaboradores (1998) desenvolveram
microesferas de quitosana contendo cetilpiridina para liberacdo
controlada do farmaco via tdpica, onde foi observado um aumento da
atividade farmacoldgica devido a uma maior permea¢do. Nanoparticulas
de quitosana e lecitina aumentaram o acumulo de clobetasol na
epiderme, pois a nanoestrutura foi capaz de permear pelo estrato cdrneo,
mantendo o farmaco encapsulado até a degradacdo completa da
estrutura (SENYIGIT et al., 2009). Estudos in vivo de microesferas de
quitosana contendo vitamina E resultaram em uma diminui¢do da
rugosidade da pele e aumento da elasticidade e hidratagdo, sendo
promissores para uma aplicacdo antienvelhecimento (YENILMEZ;
BAZARAN; YAZAN, 2010). Harris e colaboradores (2011)
desenvolveram nanoparticulas de quitosana e TPP para incorporacédo de
polifendis da erva mate visando uso cosmético. Estudos preliminares
realizados por Ridolfi e colaboradores (2012) sugerem que
nanoparticulas lipidicas revestidas com quitosana apresentam um grande
potencial para liberacdo topica de tretinoina, devido a alta eficiéncia de
encapsulacdo, estabilidade fisica e auséncia de citotoxicidade em
gueratindcitos. Outro estudo avaliou nanoparticulas de DNA preparadas
através da interacdo entre quitosana e TPP para liberacdo de genes na
pele de ratos. A quitosana protegeu 0 DNA da acdo de enzimas,
transferindo-o para a pele com sucesso (OZBAS-TURAN & AKBUGA,
2011). Hafner e colaboradores (2011) estudaram o potencial de
nanoparticulas de quitosana e lecitina para liberagdo transdérmica de
melatonina. Os autores verificaram um aumento da permeagdo, sem
danos a membrana plasmatica. Em outro trabalho, lipossomas
modificados pela incorporacdo de quitosana demonstraram uma
liberacdo mais lenta de acido glicélico em estudos in vitro (PERUGINI
et al., 2000). Lam e colaboradores (2012) verificaram uma liberacdo
controlada de 5-fluoruracil encapsulado em microparticulas de
quitosana, promovendo uma inibicdo continua do crescimento de
queratindcitos, que sdo células responsaveis pelo carcinoma basocelular.
Lv e colaboradores (2011) complexaram quitosana e arginina com o
objetivo de aumentar a permeacdo de adefovir. Os autores concluiram
gue os grupamentos amino do complexo adsorveram na superficie
celular, abrindo as juncbes epiteliais e permitindo o transporte
paracelular do farmaco. Tan e colaboradores (2011) desenvolveram
nanoparticulas de quitosana e lecitina contendo quercetina. A interacéo
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entre as nanoparticulas e a superficie da pele foi capaz de modificar a
morfologia do estrato cérneo e quebrar a conjugacdo das camadas de
cornedcitos, 0 que resultou em um aumento da permeacao de quercetina
na epiderme. Wisuitiprot e colaboradores (2011) utilizaram
microparticulas de quitosana como carreadores de catequinas do cha
verde (Camellia sinensis) para liberacdo topica. As microparticulas
protegeram as catequinas da degradagdo enzimatica e aumentaram a
permeacdo através da rota transfolicular.

CPEs contendo quitosana modificada também sdo utilizados
como carreadores de vacinas para administracdo intradérmica. Em
estudo de Bal e colaboradores (2010) as nanoparticulas apresentaram
resultados promissores na imunizagdo contra difteria toxdide. Verheul e
colaboradores (2011) obtiveram um sistema de quitosana estabilizada
com PEG contendo ovoalbumina, que demonstrou imunogenicidade
superior a obtida com nanoparticulas ndo estabilizadas.

1.3.2 Alginato de sodio

Os alginatos pertencem a uma extensa classe de polimeros
polissacarideos que formam suspensdes coloidais em 4gua
(TOLSTOGUZOV, 2004). Alginato de sédio (figura 6) é um sal de
sodio de acido alginico e é um polimero aniénico soltvel em agua. O
acido alginico é um conhecido polissacarideo natural, extraido de algas
marinhas pardas, que é formado de residuos de acido B-D-manurdnico
(M) e é4cido a-L-gulurdénico (G) unidos por ligagdo (1—4), de
composicdo e sequéncia variada. A razdo destas duas unidades
influencia as propriedades fisicas deste biopolimero. Estes mondmeros
sdo epimeros com diferentes orientagbes na cadeia polimérica, e
somente a unidade G é orientada de forma a permitir a interacdo i6nica
(LAWRIE et al., 2007). Os valores de pKa das unidades acido
manurdnico e acido gulurbnico do alginato é de 3,38 e 3,65,
respectivamente (LI et al., 2009; MARTINS; MANO; ALVES, 2010).
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Figura 6. Representacdo esquematica da estrutura quimica do alginato de sodio
(YANG; XIE; HE, 2011)
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Dentre as principais propriedades do alginato destaca-se o fato de
ser biocompativel, hidrofilico e biodegradavel em condicdes fisioldgicas
normais (SAETHER et al., 2008). E quimicamente estavel em valores
de pH entre 5,0 e 10,0, sendo que valores muito acidos causam sua
descarboxilacdo (AELENEI et al., 2009; SANKALIA et al., 2007).

O alginato é um polieletrélito anidnico frequentemente utilizado
na formagdo de complexos com quitosana. Ao mesmo tempo em que 0
complexo formado entre estes dois polimeros é biodegradavel e
biocompativel, ele também é mecanicamente forte em baixos valores de
pH onde a quitosana é solGvel. Além disso, enquanto a quitosana €
facilmente degradada pelas lisozimas, o complexo quitosana-alginato
demonstrou maior resisténcia devido a forte interacdo entre as cadeias
poliméricas (HAMMAN, 2010).

S8o descritos na literatura diversos trabalhos utilizando os
polimeros quitosana e alginato de sddio na formacdo de nanoparticulas
por meio de polimerizacdo ou interacdo idnica (AELENEI et al., 2009;
CAFFAGI et al, 2007; LERTSUTTHIWONG; ROJSITTHISAK;
NIMMANNIT, 2009; LI et al, 2008; SANKALIA et al., 2007,
SARMENTO et al., 2006). O complexo quitosana-alginato reduziu a
porosidade das particulas de alginato diminuindo a difusdo do farmaco
encapsulado (GEORGE & ABRAHAM, 2006; PRASHANTH &
THARANATHAN, 2007). Chen e colaboradores (2011) desenvolveram
microcapsulas de quitosana, alginato e histidina para liberacdo
controlada de hemoglobina. Microparticulas de alginato revestidas com
quitosana foram responsaveis por uma liberacdo prolongada de éacido
retindico na pele, promovendo menor irritacdo dérmica. Além disso, as
microparticulas ocasionaram uma permeagdo do farmaco até camadas
mais profundas da pele, confirmando a viabilidade deste sistema para
uso tépico (LIRA et al., 2009). Yogeshkumar e colaboradores (2010)
prepararam particulas milimétricas de alginato e quitosana contendo
aloe vera. As particulas obtidas foram incorporadas em uma logéo,
tendo sido observado que o CPEs aumentou a estabilidade da
formulacdo. Nanoparticulas de alginato revestidas com quitosana foram
avaliadas como carreadores de antigeno da hepatite B para aplicacdo
subcutanea. A formulagdo foi considerada uma alternativa com
potencial para administracdo de vacinas (BORGES et al., 2008).

1.3.3 Tripolifosfato de sodio

Particulas obtidas através de complexacdo de polieletrolitos
apresentam caracteristicas de porosidade e resisténcia mecanica nem
sempre adequadas, requerendo algum tipo de modificagdo para melhorar
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tais propriedades. Isto pode ser conseguido através do uso de agentes
reticulantes, como o tripolifosfato de sddio (TPP).

A reticulacdo, também chamada gelificagdo idnica, consiste na
formagcéo de ligacOes estaveis entre segmentos de cadeias polipeptidicas
dentro da molécula (ligacBes intramoleculares) ou entre cadeias
poliméricas vizinhas (ligagcBes intermoleculares) formando uma
estrutura em rede tridimensional, normalmente mais rigida que o
material ndo reticulado (SHU & ZHU, 2002). A reticulacdo pode ser
quimica (glutaraldeido) ou fisica (TPP) (KALOTI & BOHIDAR, 2010;
KULKARNI; SOPPIMATH; AMINABHAVI, 1999). A reticulagio
quimica pode induzir toxicidade e requer a purificacdo durante a
formacdo, que pode afetar a estabilidade dos farmacos a serem
encapsulados (GUPTA & JABRAIL 2008; SILVA et al.,, 2008). A
reticulagdo fisica através de interacfes eletrostaticas é a preferida
atualmente, pois evita 0 uso de reagentes toxicos (SHU & ZHU, 2000).

A dissolucdo do TPP em &gua resulta em ions OH", P305,™ €
HP30:,". Em solucdes com pH basico, os fons P3010” e HP3O1*
podem interagir ionicamente com grupos amino protonados (NH5") da
quitosana através de deprotonacao ou reticulacdo iénica. O ajuste do pH
para valores abaixo de 6,0 resulta apenas em fons P3O0 e as particulas
podem ser formadas apenas por reticulagdo ibnica, ocorrendo um
entrelacamento cruzado possibilitando uma aproximacdo entre duas
moléculas de quitosana (figura 7) (DUDHANI & KOSARAJU, 2010;
GOYCOOLEA et al., 2009; KALOTI & BOHIDAR, 2010; MI et al.,
1999).

Figura 7. Esquema representativo da reticulagdo entre a quitosana e o
tripolifosfato (COELHO et al., 2010).
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Anal e Stevens (2005) desenvolveram CPEs contendo quitosana,
alginato e TPP a fim de estudar a liberacdo de ampicilina no sistema
gastrointestinal. A presen¢a do TPP como um “reforgo” na complexacao
ocasionou uma liberacéo controlada do ativo durante 24 h.

1.4 I[\ICORPORAQAO DE NANOPARTICULAS EM BASES
SEMISSOLIDAS

Suspensbes de nanoparticulas poliméricas podem ser aplicadas
diretamente na pele ou incorporadas em uma formulagdo. As
formulagdes desenvolvidas para o cuidado da pele geralmente séo
emulsdes ou géis, devido a possibilidade de controlar a viscosidade, a
qual proporciona caracteristicas apropriadas para aplicacdo cutanea pelo
paciente (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). Estas
formulagdes mantém sua forma durante o armazenamento, porém fluem
ou deformam quando uma forca externa é aplicada (SOUTO et al.,
2004).

Os géis semissolidos apresentam caracteristicas sensoriais
agradaveis, sendo adequados para produtos com finalidades de protecéo,
lubrificacdo, hidratacdo e veiculacdo de ativos na pele. Os géis se
liquefazem ao contato com a pele, deixando uma camada delgada néo-
gordurosa e ndo oclusiva (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

A dispersdo de nanoparticulas em géis hidrofilicos pode melhorar
a liberagdo de farmacos na pele. O gel é capaz de criar uma dispersdo
uniforme das nanoparticulas na matriz polimérica, aumentando o tempo
de contato e a deposi¢do das nanoparticulas sobre a pele, resultando em
um incremento da permeacéo do ativo (BATHEJA et al., 2011).

As formas semissOlidas contendo nanocarreadores sdo
formulagBes promissoras largamente estudadas atualmente. Na tabela 1
estdo resumidos os principais trabalhos sobre nanoparticulas
incorporadas em formas semissolidas.
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Tabela 1. Revisdo de trabalhos disponiveis na literatura sobre nanoparticulas
incorporadas em formas semissolidas.

Agente
Nanoparticula Farmaco formador de Referéncia
gel
s . . ® Mizayaki et
Polimérica Indometacina Pluronic F127 al. 2003
Carbopol®,
Linidica Natrosol®, Souto et al.,
P Quitosana, 2004
Goma Xantana
Alves;
Lipidica Nimesulida Carbopol® Pohlmann;
Guterres, 2005
- . Junyaprasert et
Lipidica Coenzima Q10 Goma xantana al.. 2009
Polimérica Acido flufenamico Natrosol® Luenz%%gt al.
Carbopolf;,
- N Permulen”, Pople & Singh,
Lipidica Vitamina A Lutrol® e 2006
Goma xantana
Lipidica Triamcinolona Carbopol®  Liuetal., 2008
- L ® Silva et al.,
Lipidica Minoxidil Carbopol 2009
Lipidica Coenzima Q10 Carbopol® Terr(;%%gt al.,
Polimérica Dexametasona Carbopol Marchiori et
Ultrez® al., 2010
- . ® Pople & Singh,
Lipidica Tacrolimus Carbopol 2010
Polimérica Octilmetoxicinamato Natrosol® Weiss-Angeli
etal., 2010
o . Carbopol® e Batheja et al.,
Polimérica Diclofenaco HPMC 2011
- Inibidores de ® Pardeike et al.,
Lipidica fosfolipase A2 Natrosol 2011
Polimérica Benzofenona Natrosol® Slqu%ilet al.,
- ® Chawla &
Lipidica Aceclofenaco Carbopol Saraf, 2012
Polimérica Isotretinoina Natrosol® Bettoni etal.,

2012
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A consisténcia dos géis & causada por agentes gelificantes,
principalmente polimeros. Estes polimeros formam uma matriz
tridimensional onde moléculas de &gua ligam-se através de forcas
intermoleculares, ocasionando uma menor mobilidade e consequente
aumento da viscosidade. Os polimeros mais comumente utilizados s&o
os derivados de acido poliacrilico como os carbdémeros, e os derivados
de celulose como a hidroxipropilcelulose, hidroxietilcelulose e
croscarmelose (VALENTA & AUNER, 2004).

Apesar de ser muito utilizado no preparo de géis carreadores de
sistemas nanoestruturados, Souto e colaboradores (2004) relataram a
incompatibilidade do gel de carbopol® com sistemas de nanoparticulas
com cargas superficiais. O carbopol® possui grupamentos carboxilicos
gue sdo neutralizados com NaOH. Este agente neutralizante possui ions
sodio como eletrdlitos, o que induz a reducéo da carga superficial das
nanoparticulas ocasionando a agregacao.

Por outro lado, o Natrosol® (hidroxietilcelulose) possui as
caracteristicas fisico-quimicas ideais para ser utilizado como base
semissolida de nanoparticulas obtidas por interacdo eletrostatica. A
principal delas é seu carater ndo-ibnico, ou seja, o gel ndo é
eletricamente carregado. O natrosol® possui caracteristicas de fluido
nao-newtoniano de carater pseudoplastico, é compativel com a maioria
dos materiais, € solivel em agua quente ou fria e tolera uma ampla faixa
de pH (KIBBE, 2000). Luengo e colaboradores (2006) incorporaram
nanoparticulas contendo &cido flufenamico em um gel de natrosol®. Os
pesquisadores demonstraram através de microscopia que tanto a forma
guanto o tamanho das nanoparticulas manteve-se intacta apés a
incorporacéo no gel. Similarmente, Siqueira e colaboradores (2011) ndo
observaram interferéncia do natrosol® sobre o tamanho e potencial de
superficie de nanoparticulas contendo benzofenona.

Na literatura sdo descritas duas técnicas principais para preparo
de um gel contendo nanoparticulas. A mais comumente utilizada
consiste em incorporar uma parte da suspensao contendo nanoparticulas
em um gel preparado previamente (ALVES; POHLMANN;
GUTERRES, 2005). A técnica alternativa consiste em utilizar a prdpria
suspensdo de nanoparticulas como fase aquosa no preparo do gel
(SIQUEIRA et al.,, 2011). Neste caso, a suspensdo deve ter uma
densidade préxima da agua, pois 0 agente espessante sera disperso sob
agitacdo na suspensdo. Esta técnica é ideal para sistemas com menor
concentracdo de particulas ou com pequeno teor de farmaco, pois a
formulag&o final mantém o teor da suspensdo original.
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Apo6s o desenvolvimento dos géis, a caracterizagdo fisico-quimica
é realizada através de analises usuais como pH, teor de farmaco e
caracteres organolépticos. As analises de tamanho de particula, potencial
zeta e morfologia sdo realizadas novamente para garantir que a
integridade fisica das nanoparticulas ndo tenha sido prejudicada no
preparo do gel, ja que a suspensdo é submetida a adicdo de um agente
espessante com agitacdo. Além disso, devido a complexidade do sistema
nanoestruturado, a analise reoldgica é essencial para o entendimento das
interacdes entre nanoparticulas, veiculo e ativo (ALVES; RAFFIN;
FAGAN, 2011).

1.4.1 Reologia
A reologia é definida como o estudo das propriedades de fluxo e
deformacdo da matéria. A compreensdo adequada das propriedades
reologicas de materiais farmacéuticos é essencial & preparacdo, ao
desenvolvimento e ao desempenho das formas farmacéuticas. A
definicdo de viscosidade foi realizada por Newton, que foi o primeiro a
perceber que a velocidade do fluxo (y) é diretamente proporcional a
tensdo aplicada (c): a constante de proporcionalidade é o coeficiente de
viscosidade dindmica (n) (AULTON, 2005; GENNARO, 2000).

Em sua abordagem matematica, Newton utilizou o modelo de
duas placas de areas A, separadas por uma distancia h, movimentadas
através da aplicacdo de uma forca F. De acordo com esse modelo, a
forca requerida por unidade de area (F/A) para manter uma diferenca de
velocidade entre as placas (dv/dx) é diretamente proporcional ao
gradiente de velocidade através do liquido. Assim, o coeficiente de
proporcionalidade é igual a viscosidade (). A forca por unidade de éarea
¢ conhecida como tensdo de cisalhamento (o) e o gradiente de
velocidade é conhecido como taxa de cisalhamento (y). Quando se pensa
em taxas de cisalhamento estas sdo, na verdade, gradientes de
velocidade (BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989; SCHRAMM,
2000). A partir disto, tem-se a equacao de Newton para a viscosidade de
um fluido:

- Equacéo 3
n=-

Conforme a equacdo 3, quanto maior a viscosidade de um
liquido, maior a tensdo de cisalhamento necessaria para produzir certa
velocidade de cisalhamento.
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1.4.1.1 Comportamentos reoldgicos

Os fluidos s@o divididos em duas categorias gerais: newtonianos
e ndo-newtonianos. O fluxo newtoniano caracteriza-se por viscosidade
constante, independentemente da velocidade de cisalhamento aplicada.
O fluxo ndo newtoniano apresenta uma mudanca na viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento. Estes valores de viscosidade s&o
considerados como viscosidade aparente, definida como razéo entre a
tensdo de cisalhamento medida a uma determinada taxa de cisalhamento
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

Nos sistemas ndo-newtonianos, a extensdo das interacGes entre as
particulas é a principal responsavel pela complexidade do
comportamento reoldgico das preparacdes. Desta forma, os fluxos
podem assumir varios comportamentos, determinando diferentes tipos
de reogramas, tais como: plastico; pseudoplastico ou dilatante.

Na figura 8 pode ser visualizado um reograma representando o
comportamento de varios materiais.

plastico

pseudoplastico

dilatante

Tensao de cisalhamento

newtoniano

Velocidade de cisalhamento

Figura 8. Reograma representando os comportamentos reol6gicos em fungéo da
velocidade de cisalhamento versus tensdo de cisalhamento (adaptado de
AULTON, 2005).

Os fluidos que necessitam de uma tensdo finita, conhecida como
tensdo de escoamento, para que ocorra movimento das particulas séo
chamados fluidos plasticos. Para outros tipos de fluidos, os valores de
viscosidade aumentam com 0 aumento da taxa de cisalhamento; neste
caso, diz-se que o material possui um comportamento dilatante, como
suspensdes com alta percentagem de solidos. Quando o contrario
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acontece, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento da taxa de
cisalhamento, diz-se que o material possui comportamento
pseudoplastico. Os materiais que exibem esse tipo de fluxo incluem
dispersdes aquosas de hidrocolGides naturais ou quimicamente
modificados, como goma adraganto, metilcelulose e carmelose, além de
polimeros sintéticos, como polivinilpirrolidona e acido poliacrilico
(AULTON, 2005; DULLAERT & MEWIS, 2005; GENNARO, 2000;
LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Os fluidos ndo-newtonianos podem apresentar ou nao tixotropia,
em que a viscosidade diminui em funcdo do tempo de deformacdo. Este
fendmeno pode ser visualizado através da formacdo de um loop de
histerese no reograma (GENNARO, 2000).

A determinacdo das propriedades reoldgicas de um sistema
disperso é fundamental para o desenvolvimento tecnolégico, pois as
caracteristicas reoldgicas podem influenciar a estabilidade fisica do
sistema, a espalhabilidade, as caracteristicas sensoriais e as finalidades
de uso (BATHEJA et al., 2011).

Na literatura estdo descritos varios trabalhos referentes a estudos
reologicos de produtos farmacéuticos e cosméticos. De especial
interesse sdo os estudos que investigam as propriedades de fluxo de
sistemas nanoestruturados incorporados em bases semissélidas para
aplicacdo topica. Geralmente as formulagBes nanoestruturadas s&o
incorporadas a veiculos hidrofilicos e apresentam comportamento nao-
newtoniano, plastico ou pseudoplastico. Alves, Pohlmann e Guterres
(2005) avaliaram a incorporacdo de diferentes nanocarreadores
(nanocapsulas, nanoesferas e nanoemulsdo) contendo nimesulida em
géis de carbopol 940® e observaram comportamento nio-newtoniano
pseudoplastico. Por outro lado, Mildo e colaboradores (2003)
visualizaram um comportamento ndo-newtoniano plastico em amostras
de gel de carbopol contendo nanocapsulas de diclofenaco.

1.5 FARMACOS - ACIDO GLICIRRIZICO, ACIDO SALICILICO E
CAFEINA

1.5.1 Acido glicirrizico

O acido glicirrizico ((3, 20 B)-20-carboxi-11-0x0-30-norlean-12-
en-3-yl-2-0- B-17-glucopiranuronosil-a-p-acido glucopiranosidurdnico;
AG) é o principal componente ativo da raiz de Alcaguz (Glycyrrhiza
uralensis, Fisch) (CIRILLO et al., 2011). E um &cido fraco soldvel em
agua com trés valores de pKa (pKal = 2,7; pKa2 = 2,8; pKa3 = 4,7)
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(SHEN, et al., 2007; SUN et al., 2007). Possui massa molar de 822,92
g/mol e férmula molecular C4,Hg,04¢ (figura 9).

., ,CO,H

OH

Figura 9. Estrutura quimica do écido glicirrizico (ISBRUKER & BURDOCK,
2006).

Tradicionalmente o extrato de alcacuz é utilizado para varios
tratamentos dermatoldgicos e em produtos cosméticos (AFNAN et al.,
2012). O extrato pode conter de 10 a 25 % de acido glicirrizico. Por via
oral, a dose clinica aceitavel é de 0,015 — 0,229 mg/kg de peso corporal
ao dia (ISBRUKER & BURDOCK, 2006; SCHWARZ & CSUK, 2010).

O AG ¢ responsavel pelas atividades imunomoduladora,
antidlcera,  anti-inflamatéria,  antiepilética,  hipocolesterémica,
hipoglicémica, antialérgica, antitumoral, antiviral, anti-hipotensiva entre
outras (ASL & HOSSEINZADEH 2008; BADAM et al., 1997;
BALTINA et al.,, 2003; CHAN; CHAN; HO, 2003; CHERNG et al.,
2006; CHUNG et al., 2000; CRANCE et al., 1994; ISBRUKER &
BURDOCK, 2006; KHAN et al., 2005; Ll etal., 2011; LIN et al., 2003;
LIN et al., 2008; MATSUI et al., 2004; NAKAJIMA et al., 1996; ; NI
et al. 2011; RAM et al., 2006; RAPHAEL & KUTTAN 2003;
SHANMUGAM et al., 2012; SITOHY et al., 1991; YADAYV et al.,
2010; WOLKESTOFER et al., 2009). Também foi utilizado com
sucesso na reducdo dos sintomas de dermatite atépica e dermatite de
contato (DRAELQS, 2012).

O AG e utilizado como antioxidante natural contra dano celular
causado por compostos quimicos (TRIPATHI & SINGH, 2009).
Estudos in vivo demonstram que o AG induz a morte celular
programada, provavelmente inibindo a enzima do figado 11-
hidroxiesterdide desidrogenase tipo | (HORIGOME et al., 2001). Em
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mitocdndrias de figado de rato 0 AG induziu o fendmeno de transicéo
de permeabilidade mitocondrial atravées de estresse oxidativo, sugerindo
que é um desencadeador de apoptose mediada por mitocondria
(BATAGGLIA et al.,, 2008). Previne dano cerebral provocado por
glutamato (CHERNG et al., 2006). Fortalece a integridade da
membrana de eritrécitos contra dano oxidativo e proteolitico (FIORE et
al., 2008). O efeito anti-inflamatério do AG foi comprovado em estudo
realizado por Wang e colaboradores (2011). O AG age atenuando a
geracdo excessiva de Oxido nitrico e prostaglandina E,, além de suprimir
a expressdo de genes pro-inflamatérios.

Tanto em estudos com ratos como em humanos apresentou baixa
biodisponibilidade oral, pois é pouco absorvido no trato gastrointestinal
(CANTELLI-FORTI et al., 1994; SUI et al., 2012; WANG et al., 1994;
YAMAMURA et al., 1995). Para aumentar a solubilidade do farmaco,
Cui, Cui, e Zhang (2008) desenvolveram comprimidos revestidos de AG
e B-ciclodextrina para liberacdo col6nica.

Alguns trabalhos sobre encapsulacgdo do AG em nano e
microparticulas destinadas para uso oral sdo descritos na literatura.
Microparticulas contendo AG obtidas através de um processo de anti-
solvente supercritico exibiram um aumento da taxa de dissolucdo in
vitro e maior biodisponibilidade in vivo, quando comparadas ao farmaco
puro (SUI et al., 2012). Similarmente, Takahashi, Onishi e Machida
(2004) observaram um aumento da concentra¢do de AG no plasma e no
figado ap6s administracdo de microparticulas de poli(DL-acido latico-
acido glicélico). Nanoparticulas de prata contendo AG administradas
oralmente foram eficazes na protecdo do DNA de ratos contra radiacéo
gama (CHANDRASEKHARAN; KHANNA; NAIR, 2011). Wu e
colaboradores (2005) alcancaram uma EE de 80 % de glicirrizinato de
amonio, utilizando somente QUI e TPP. Zheng e colaboradores (2006)
relataram a complexacdo entre AG e QUI através de gelificacdo idnica
entre 0s grupos carboxila deprotonados do AG e 0s grupos amino
protonados da QUI, resultando em valores de eficiéncia de encapsulacdo
entre 55,5 e 88,1 %, com tamanho de particula de 30 nm. Estes mesmos
autores realizaram outro estudo com carboximetilquitosana ligada a
galactose e observaram que aumentando a concentracdo de AG no
sistema ocorreu um aumento na eficiéncia de encapsulacdo (ZHENG et
al., 2011).

A administracdo de AG pela pele foi relatada em modelo de
carcinogénese induzido por metilcolantereno. A aplicacdo tdpica de 1,2
mg de AG reduziu significativamente o nimero de nddulos e a
mortalidade (NOZAWA et al., 1967). Também apresentou efeito em
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modelo de tumor em pele de rato induzido por 7,12-
dimetilbenzantraceno e 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(AGARWAL; WANG; MUKHTAR, 1991; ISBRUKER & BURDOCK,
2006; WANG & NIXON, 2001). Em células tumorais tem efeito
apoptotico (SHWARZ & CSUK, 2010). Além da acgdo antitumoral, o
AG foi utilizado como anti-inflamatério topico em associagcdo a
hidrocortisona, atuando tanto na inibicdo da 11p-hidroxiesterdide
desidrogenase (TEELUCKSINGH et al., 1990) como exercendo uma
fraca acdo adrenocorticoide (CAPELLA & FINZI, 2003). Afnan e
colaboradores (2012) analisaram o efeito do AG contra a acdo da
irradiagdo ultravioleta B (UVB) em fibroblastos da derme. O tratamento
com AG inibiu significativamente o dano causado pelo UVB
blogueando a ativacdo de metaloproteinase, que é a responsavel pela
degradacdo da matriz extracelular e pode ocasionar cancer de pele. Koga
e colaboradores (2011) desenvolveram uma nanoemulsdo contendo AG
para liberacdo prolongada via subcuténea. A liberagdo do AG ocorreu
até 72 h apds administracdo, sendo a nanoemulsdo considerada uma
formulacdo promissora no tratamento da hepatite crénica. Entretanto, a
baixa estabilidade do farmaco e o fato de ser pouco sollivel em agua
influenciam negativamente seu perfil de absorcdo cutinea. Para
modificar estas propriedades algumas estratégias foram propostas, como
a sintese de derivados de AG (INOUE et al., 1989; PUGLIA et al.,
2006; UM et al., 2003). Puglia e colaboradores (2006) obtiveram uma
acdo anti-inflamatoria topica prolongada com a sintese de ésteres de
polioxietileno de AG. Em outro trabalho, Puglia e colaboradores (2010)
desenvolveram nanoemulsdes contendo cido glicirrético que levaram a
um aumento na permeabilidade transdérmica do farmaco in vitro e in
vivo.

1.5.2 Acido salicilico

O é&cido salicilico (&cido 2-hidroxibenzoico; AS) é um beta-
hidroxi &cido com valor de pKa de 2,8 o que o torna um acido fraco,
solivel em 4gua, apresentando atividade anti-inflamatoria e
antimicrobiana (LEE & KIM, 2003; SHOU et al., 2009). Possui massa
molar de 138,1 g/mol e formula molecular C;H¢O; (figura 10) (F.
BRAS. V, 2010).
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OH

Figura 10. Estrutura quimica do &cido salicilico (F. BRAS. V, 2010).

E um composto que remove lipidios intercelulares que estdo
covalentemente ligados ao envoltdrio das células cornificadas no
epitélio, causando uma desorganizacdo do comeddo (IMAYAMA;
UEDA,; ISODA, 2000; MILLS; ADLER; VERDICCHIO, 2007).
Devido a esta acdo comedolitica especifica é utilizado em produtos
topicos para o tratamento de acne. Possui outras aplicacfes, como no
tratamento de psoriase, roséacea, calos e verrugas (KRUNIC; CETNER,;
GRIMES, 2007; KESSLER et al., 2008). E muito utilizado para peeling
facial em casos de melasma, pele aspera e oleosa e danos causados pelo
sol (BENFELDT; SERUP; MENNE, 1999; FUNG et al., 2007; LEE &
KIM 2003; ORESAJO; YATSKAYER; HANSENNE, 2008). De
Benedittis e Lorenzetti (1996) e Balakrishnan e colaboradores (2001)
investigaram a aplicacdo topica de AS para o tratamento de herpes
aguda e neuralgia pés-herpética. Estudo realizado por Oosterkamp e
colaboradores (2006) mostrou que o AS pode reduzir a freqiiéncia de
intervencao cirdrgica em pacientes com cilindromatose. Cilindromatose
familiar € uma rara, autossdémica predisposigdo genética onde tumores se
desenvolvem nas glandulas sudoriparas apocrinas da pele. Entretanto, o
estudo apresentou variagcGes provavelmente devido a diferencas na
penetracdo do farmaco na pele em funcdo do tamanho do tumor. O AS
possui penetracdo limitada na pele (RUBIN, 2006). De acordo com
Benfeldt, Serup, Menne (1999), quanto maior for o dano causado na
barreira da pele, maior é a penetracdo do AS aplicado topicamente,
porém, a penetracdo ira diminuir conforme a capacidade de barreira do
estrato cdrneo for recuperada durante o tratamento.

Alguns estudos relatados na literatura descrevem a incorporagao
de AS em sistemas nano/microparticulados. Boonsongrit, Mitrevej e
Mueller (2006) encapsularam AS em nanoparticulas de QUI reticuladas
com TPP. Apesar de utilizar uma solucdo de QUI em pH 5,0, onde
teoricamente 0 AS estaria 99 % na sua forma ionizada com cargas
disponiveis para interacdo ibnica, a eficiéncia de encapsulacdo foi de
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apenas 23 %. Os autores sugerem que ocorreu somente uma
encapsulacéo fisica. Ao diminuir o pH da QUI para 3,3, a eficiéncia de
encapsulacdo aumentou para 77 %, devido a presenca de maior
densidade de cargas neste pH. Ji e colaboradores (2011) avaliaram
razbes de massa de QUI/TPP de 3:1 a 7:1 para obtencdo de
nanoparticulas contendo AS. Os autores concluiram que com a
diminuicdo da razdo QUI/TPP ocorre uma maior eficiéncia de
encapsulacdo, alcancando até 80 % com a razdo 3:1. Zhang e
colaboradores (2011) desenvolveram nanoparticulas contendo AS
utilizando um polissacarideo bacteriano (pachyman) complexado com
epicloridrina. A eficiéncia de encapsulagéo foi de 90 % e a liberacéo do
AS foi controlada durante 12 h.

1.5.3 Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina; CF) é um estimulante do sistema
nervoso central e diurético, sendo também aplicada externamente em
formulacBes topicas. E uma base fraca, solGvel em &gua, e apresenta
pKa de 8,3 (BARBAS et al., 2000). Possui massa molar de 194,2 g/mol
e formula molecular CgH1oN4O, (figura 11) (F. BRAS. V, 2010).

H30\ 0
N N/CHB
ALK
N T, 5

CHs
Figura 11. Estrutura quimica da cafeina (F. BRAS. V, 2010).

Nos ultimos anos, muitos estudos apresentam uma variedade de
aplicacdes farmacolégicas da CF. Por exemplo, os efeitos da CF
aplicada topicamente foram comparados ao aciclovir no tratamento de
infeccOes causadas pelo virus herpes simplex, mesmo em virus
resistentes ao aciclovir devido a mutagdes na timidina quinase
(SHIRAKI & RAPP, 1988; YAMAMURA et al.,1996). A CF parece
causar um efeito pré-apoptético em células tratadas com raios UVB,
oferecendo um efeito protetor contra o cancer de pele (CONEY et al.,
2002; LU; LOU; LI, 2002; STANIFORTH; CHIU; YANG, 2006).
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Devido a esta propriedade, a cafeina foi incorporada em particulas
lipidicas para obtencdo de um protetor solar com propriedades anti-
envelhecimento (GARCIA-GONZALEZ et al., 2009). Em revisdo
realizada por Chiu e Tsai (2011) foi verificado que a CF aplicada
topicamente possui agdo efetiva no tratamento de dermatite atopica. Ela
atua como mediadora da inibicdo da fosfodiesterase com subsequente
aumento dos niveis ciclicos de adenosina monofosfato (AM).

A CF ja foi incorporada com sucesso em nanoparticulas,
microparticulas, lipossomas, microemulsdes e formulagdes semissolidas
para aplicacdo tépica (BOLZINGER et al., 2008; CHORILLI et al.,
2007; CLEMENT; LAUGEL; MARTY, 2000; DI et al., 2011; DIAS et
al., 1999; DOUCET et al, 1998; KATSIKOGIANNI &
AVGOUSTAKIS, 2006; PIRES DE CAMPOS et al., 2008; VARGAS
& SOUZA, 2011).

Microparticulas de policaprolactona contendo cafeina foram
detectadas por microscopia no estrato cdrneo e na derme de porco apés
24 h da aplicagdo (BOURGEOIS et al., 2009). Bolzinger e
colaboradores (2008) desenvolveram uma microemulsado de cafeina, que
foi capaz de modificar a barreira da pele devido ao seu carater anfifilico
e aos surfactantes presentes, ocasionando uma maior permeacdo de
farmaco. Por outro lado, nanoparticulas obtidas através do método de
emusificacdo/difusdo de solvente com alta eficiéncia de encapsulacéo
(80%), demonstraram uma permeacdo insignificante, devido a barreira
do estrato cdrneo (SANTANDER-ORTEGA et al., 2010).

Em formulagbes cosméticas a CF é utilizada como uma
substancia lipolitica. O seu sitio de acdo sdo os adipdcitos presentes na
hipoderme (BERTIN et al., 2001; BOLZINGER et al., 2008). Ela age
inibindo a fosfodiesterase, que é a enzima responsavel pela quebra de
AMPc no adipécito. A disponibilidade de AMPc ativa a proteinoquinase
A e, consequentemente, a lipase hormdnio sensivel (LHS), induzindo a
lipdlise através da mobilizacdo de &cidos graxos e glicerol (CHORILLI
et al., 2001; HEXSEL; ORLANDI; PRADO, 2005; VELASCO et al.,
2007).

Segundo Brandner e colaboradores (2006), a agdo da CF sobre a
fosfodiesterase também esté relacionada com uma inibigdo do efeito de
androgenos (testosterona e seus metabdlitos) na barreira epidérmica. A
presenca de andrdgenos leva a quadros clinicos de alopecia (regido
temporal), estimula o crescimento de pelos (regido genital), estimula as
glandulas sebéceas (acne), entre outros. Neste caso 0 aumento nos niveis
celulares de AMPc antagoniza o efeito dos andrdgenos, que atuam
inibindo a adenil ciclase e consequentemente reduzindo os niveis de
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AMPc. No estudo em questéo, a CF foi capaz de reduzir a perda de agua
transepidérmica de voluntarios masculinos devido a um aumento na
barreira epidérmica.
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1 INTRODUCAO

A interacdo de dois ou mais polieletrélitos com cargas elétricas
opostas leva a formagdo espontdnea de nanoparticulas. No
desenvolvimento de um sistema nanocarreador através desta técnica,
muitas variaveis podem interferir na formacao e na estabilidade fisico-
guimica, destacando-se a concentracdo de polieletrdlitos, a concentracéo
de reticulante, o pH do meio, a ordem de gotejamento, a velocidade de
agitacdo e o tempo de contato (HARTIG et al., 2007; HAMMAM,
2010). E fundamental que exista um equilibrio entre cargas positivas e
negativas de modo que a maior parte dos sitios ativos estejam ligados
(DAVIDENKO et al., 2008; DUCEL et al., 2006).

A escolha dos componentes da formulacdo e a faixa de
concentracdo inicialmente proposta foram definidas de acordo com
dados da literatura. Os complexos de polieletrolitos foram obtidos com o
uso de alginato de sodio como polimero anibnico e quitosana como
polimero catibnico. O tripolifosfato de sddio foi utilizado como agente
reticulante. Os polieletrdlitos foram analisados na faixa de concentracdo
de 0,4 a 2,0 mg/mL, com o objetivo de obter particulas de tamanho
nanométrico.

A caracterizacao fisico-quimica do sistema é fundamental para a
selecdo das condicOes experimentais ideais. O conjunto de informages
fornecidas pela caracterizacdo desses sistemas pode conduzir a modelos
descritivos da organizacdo das nanoparticulas em nivel molecular, que
ser4 dependente da composicdo quali-quantitativa das formulagtes
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007). Inicialmente, foi
realizada uma analise visual da suspensdo de nanoparticulas, onde
através do grau de agregacdo pode ser definida qual é a faixa de
concentracdo mais propicia para formacao de particulas. A seguir foram
realizadas analises de turbidez, tamanho de particula, polidispersdo,
potencial zeta, pH, viscosidade e morfologia.

O preparo e a caracterizacdo de nanoparticulas placebo
previamente a incorporacdo de farmacos permite um maior
entendimento das varidveis do sistema, com o objetivo de definir uma
formulacdo base. A adicdo dos farmacos (&cido glicirrizico, &cido
salicilico e cafeina) permite avaliar as implicacdes destes na formulagédo
principalmente através dos resultados de eficiéncia de encapsulacdo. Na
literatura  podem ser encontrados alguns trabalhos sobre
micro/nanoencapsulacdo destes fArmacos em diversos sistemas, porém
ndo foram encontrados relatos dos mesmos incorporados em complexos
de quitosana e alginato de sddio reticulados com TPP. Sera selecionado
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para os estudos de formulacdo o farmaco que apresentar a melhor
eficiéncia de encapsulagéo.

2 METODOLOGIA

2.1 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS PLACEBO (SEM
FARMACO)

Os complexos de polieletrélitos (CPEs) foram obtidos com o uso
de alginato de sodio (ALG; 200.000 g/mol; Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha), quitosana (QUI; 122.000 g/mol, grau de desacetilagio:
85%; Purifarma, Sdo Paulo, Brasil) e tripolifosfato de sédio (TPP;
Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha).

Inicialmente foram preparadas solugcdes estoque de QUI (2,0
mg/mL) em &cido acético 1,0 % (V/V), e de ALG (2,0 mg/mL) e TPP
(5,0 mg/mL) em &gua purificada. As solucdes foram filtradas a vacuo.

Para avaliar a formacdo das nanoparticulas, foram variados os
pardmetros concentracdo e pH da solugcdo de QUI, concentracdo de ALG
e concentracdo de TPP (tabela 2). A partir da solucdo estoque de QUI
foram preparadas solugdes em agua nas concentragdes de 0,6; 0,9 e 1,2
mg/mL, com o pH final ajustado para 3,0; 4,0; 5,0; ou 6,0. A solugdo
estoque de ALG foi diluida em agua nas concentracdes de 0,4; 0,8; 1,2;
1,6 e 2,0 mg/mL. A fase contendo ALG foi adicionado TPP (0,5 ou 1,0
mg/mL) e o pH final ajustado para 5,5. Adicionalmente, a formacéao de
nanoparticulas foi testada apenas com TPP, sem a presenca de ALG.

O processo de formacdo das nanoparticulas foi realizado a 25 °C,
sob agitacdo magnética (150 RPM) em um Unico estadgio, com
metodologia adaptada de Calvo e colaboradores (1997) e Anal e Stevens
(2005). A fase contendo ALG e TPP (volume final de 6,0 mL), ou
somente TPP (volume final de 1,0 mL), foi gotejada com pipeta Pasteur
a fase contendo QUI (24,0 mL). A suspensdo de nanoparticulas formada
foi mantida sob agitacdo magnética por 1 h, filtrada em papel de filtro,
acondicionada em frascos de vidro ambar e submetida a caracterizagéo
fisico-quimica.
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Tabela 2. Composigdo e concentracdes avaliadas no preparo das nanoparticulas
placebo.

Fase de Componente Concentracdes Volume
preparo (mg/mL) (mL)
FASE 1 Alginato de 04;0,8;1,2;1,6; 2,0
pH: 5,5 sodio 0,5;1,0 6,0
TPP

FASE 2

pH: 3,0; 4,0; Quitosana 0,6;0,9;1,2 24,0
5,0; 6,0

2.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS

NANOPARTICULAS PLACEBO (SEM FARMACO)

As suspensdes de nanoparticulas foram avaliadas quanto ao grau
de agregacdo, turbidez, tamanho de particula, polidispersdo, potencial
zeta, pH, viscosidade e morfologia.

2.2.1 Grau de agregacao

A regido de formacdo de nanoparticulas foi avaliada através do
grau de agregacdo. Logo ap6s o preparo, as formulagdes foram
visualizadas e o sistema foi classificado como: solugdo limpida (L),
suspensao opalescente (O), ou agregados (A) (CALVO etal., 1997; LIU
& GAO, 2009).

2.2.2 Turbidez

A turbidez da suspensdo de nanoparticulas foi avaliada através de
duas técnicas. Primeiramente através da transmitancia (%) da amostra
em espectrofotdbmetro UV-vis (Cary 50 BIO, Varian) utilizando cubetas
de quartzo. As leituras foram realizadas em 450 nm (KALOTI &
BOHIDAR, 2010). Para zerar o equipamento foi utilizada agua
purificada.

A medida de intensidade do sinal espalhado em contagens por
segundo (kcps) foi obtida através da técnica de espalhamento de luz
dindmico em equipamento Zetasizer Nano (Malvern) do Laboratério de
Bioenergética e Bioquimica de Macromoléculas do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas — Centro de Ciéncias da Saude da UFSC. O
instrumento opera com laser de He-Ne, A = 633 nm e a detecgdo ¢ feita
em um unico angulo de 173°.
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2.2.3 Determinacao do tamanho de particula e distribuicao

A determinacdo do tamanho de particula foi realizada a 25 °C,
através de medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS). A
distribuicdo do tamanho de particula é obtida pelo indice de
polidispersdo (IP). O equipamento utilizado (Zetasizer Nano) estd
descrito no item 2.2.2.

2.2.4 Determinacéo do potencial zeta

As medidas do potencial zeta médio das nanoparticulas foram
realizadas a 25 °C, pela técnica de microeletroforese associada a
anemometria Doppler de laser, através da submissdo da amostra a um
campo elétrico no equipamento (Zetasizer Nano) descrito no item 2.2.2,

2.2.5 Determinacao do pH

O pH da suspensdo de nanoparticulas foi determinado por meio
de um medidor de pH/mV marca WTW pH 3300i, previamente
calibrado com solugdes tampédo pH 4,0 e 7,0. As medidas foram obtidas
em triplicata através da insercdo direta do eletrodo nas amostras sem
diluicéo.

2.2.6 Reologia

As caracteristicas reoldgicas das suspensdes foram avaliadas com
0 auxilio de um viscosimetro rotacional Brookfield, modelo DVII + Pro
LV com software Rheocalc 32 V3.1-1, utilizando sensor SC4-18 e copo
SC4-13R(P). O copo foi acoplado a um dispositivo para avaliagdo de
pequenas gquantidades de amostra e a um banho de agua termostatizado
circulante a 25 °C £ 1 °C (TE-2005, Tecnal).

As velocidades de rotacdo do sensor foram selecionadas com
base em determinacGes preliminares, respeitando os limites nos valores
de torque (superiores a 10 % e inferiores a 100 %). Desta forma, a
caracterizacdo reoldgica das amostras foi realizada através de rampas de
cisalnamento ascendentes de 0 a 238 s, com aumentos graduais de 20
RPM na velocidade e mantendo cada ponto de cisalhamento por 30 s, e
descendentes de 238 a 0 s™. A unidade utilizada para determinagéo da
viscosidade foi o centiPoise (cP, ou seja 0,01 Poise).

As medidas foram realizadas em triplicata. Para descrever o
comportamento de fluxo foi utilizado o modelo de Ostwald, através da
equacéo da lei da forga:

o=k(y)" Equacéo 4
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Em que:

o = tensdo de cisalhamento

y = taxa de cisalhamento

k = constante (indice de consisténcia)

n = indice de fluxo

Se n = 1 o fluido é newtoniano, se n < 1, o fluido é
pseudoplastico e se n > 1 o fluido é dilatante (BEZERRIL et al., 2006;
YASAR; TOGRUL; ARSLAN, 2007).

2.2.7 Morfologia

Para a realizacdo das medidas de microscopia eletrbnica de
transmissdo, 5,0 uL de amostra foram depositados em grids de cobre de
2 mm e secas por 48 h, a temperatura ambiente. As imagens das
amostras foram obtidas em um microscépio eletronico de transmisséo
JEM-101 da JEOL (Toquio, Japdo), operando com voltagem de
aceleracéo de 80 kV, no Laboratério Central de Microscopia Eletronica
(LCME) da UFSC.

2.3 INCORPORACAO DE FARMACOS NAS NANOPARTICULAS

Apo6s a caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas, as
concentracBes ideais dos componentes foram estabelecidas e foi
realizada a incorporacdo dos farmacos. Foram testados o é&cido
glicirrizico (DEG, Séo Paulo, Brasil), o acido salicilico (DEG, Séo
Paulo, Brasil) e a cafeina (Valdequimica, Sdo Paulo, Brasil). Para cada
farmaco, foi preparada uma solucdo de 1,0 mg/mL em agua, tendo sido
gotejados 6,0 mL de cada solucéo na fase contendo QUI (24,0 mL), sob
agitacdo magnética, seguida do gotejamento da fase contendo ALG e
TPP (6,0 mL), ou somente TPP (1,0 ou 2,0 mL). O procedimento foi o
mesmo do descrito no item 2.1.

2.3.1 Desenvolvimento e valida¢do dos métodos analiticos (CLAE)
utilizados para quantificacdo dos farmacos

A quantificaco dos farmacos nas nanoparticulas desenvolvidas
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando um cromatégrafo Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japdo),
equipado com bombas LC-10AD, detector UV/VIS SPD-10AVysp,
unidade de controle SCL-10Ayp e auto-injetor Jasco AS-2055 Plus.
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2.3.1.1 Desenvolvimento do método para quantificagdo do &cido
glicirrizico

Para quantificacdo do acido glicirrizico (AG) foi utilizada uma
coluna de fase reversa C;g Phenomenex Luna (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
e 0 sistema mantido a temperatura de 25 £ 1 °C. Uma pré-coluna (4,0
mm x 3,0 mm) foi utilizada para proteger a coluna analitica.

A fase mével consistiu numa mistura de metanol:tampdo fosfato
de potassio 0,025 M (60:40 v/v) adicionada de 5 mM de
tetrabutilamonio de soédio. As andlises foram realizadas em modo
isocratico, com fluxo de 1,2 mL/min, deteccdo UV a 254 nm e volume
de injecAdo de 20 pL. As areas dos picos foram integradas
automaticamente através do software Shimadzu Class VP® V 6.14.

2.3.1.2 Desenvolvimento do método de quantificacdo do &cido salicilico

Para quantificacdo do &cido salicilico (AS) foi utilizada uma
coluna de fase reversa Cyg Phenomenex Luna (250 mm x 4,6 mm, 5 pum)
e 0 sistema mantido a temperatura de 25 £ 1 °C. Uma pré-coluna (4,0
mm x 3,0 mm) foi utilizada para proteger a coluna analitica.

A fase movel consistiu numa mistura de metanol:agua (70:30 v/v)
ajustada a pH 2,6. As analises foram realizadas em modo isocratico,
com fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo UV a 237 nm e volume de injecdo
de 20 pL. As areas dos picos foram integradas automaticamente através
do software Shimadzu Class VP® V 6.14.

2.3.1.3 Desenvolvimento do método de quantificacdo da cafeina

Para quantificacdo da cafeina (CF) foi utilizada uma coluna de
fase reversa Cg Perkin-Elmer (150 mm x 4,6 mm, 5 um) e o sistema
mantido a temperatura de 25 + 1 °C. A fase movel consistiu numa
mistura de HiPO, 001 M (qjustado a pH 2,8 com
trietilamina):acetonitrila (90:10 v/v). As anélises foram realizadas em
modo isocratico, com fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo UV a 262 nm e
volume de inje¢do de 20 pL. As éareas dos picos foram integradas
automaticamente através do software Shimadzu Class VP® V 6.14.

2.3.1.4 Conformidade do sistema

Previamente aos ensaios das amostras por CLAE, foi verificada a
conformidade do sistema através da injecdo de 6 replicatas de uma
solucdo de cada farmaco com sua respectiva metodologia analitica. Este
teste visa verificar a validacdo do instrumento e da metodologia



107

analitica, simultaneamente. Foram avaliadas a repetibilidade das areas
dos picos, tempo de retencdo, assimetria e nimero de pratos teoricos.

2.3.1.5 Validacdo dos métodos

O processo de validacao foi realizado para cada método analitico
desenvolvido através dos seguintes parametros, de acordo com a ICH
(2005): especificidade, linearidade, exatiddo, precisédo, robustez e limites
de quantificacdo e deteccao.

Para os parametros especificidade, exatiddo, precisdo e robustez
foram utilizadas suspensdes de nanoparticula sem farmaco (placebo),
que foram contaminadas ou ndo com concentragdes conhecidas de cada
farmaco, dependendo do pardmetro avaliado. A formula¢do contendo
quitosana 0,9 mg/mL e alginato 1,2 mg/mL foi a escolhida para
validacdo dos métodos, pois apresenta concentragdes intermediarias de
cada polimero e pode demonstrar possiveis interferéncias dos
excipientes na quantificacdo de cada farmaco.

2.3.1.5.1 Especificidade

Para confirmar a especificidade do método, foi visualizada a
auséncia de interferéncias pelos excipientes que fazem parte das
nanoparticulas (quitosana, alginato e TPP). Foram preparadas
nanoparticulas sem o farmaco (placebo) e analisadas nas mesmas
circunstancias experimentais das amostras na presenca do farmaco.

Além disso, a pureza do pico cromatografico de cada farmaco foi
obtida com auxilio de um detector de arranjo de fotodiodos (SPD-
M10Ayp Perkin-Elmer). Todas as medidas foram realizadas em
triplicata.

2.3.1.5.2 Linearidade, e Limites de Detec¢do (LD) e Quantificacdo (LQ)

A linearidade corresponde a capacidade do método em
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracdo da substancia analisada, dentro de um dado intervalo. A
linearidade foi determinada através da construcdo de trés curvas de
calibracéo para cada farmaco, em trés dias diferentes. Para a construcéo
de cada curva de calibracdo seis concentragdes de cada farmaco (5,0;
10,0; 25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 pg/mL) foram preparadas nas suas
respectivas fases moveis. Foram realizadas trés injecGes de 20 uL de
cada solugéo para verificar a repetibilidade da resposta do detector em
cada concentracdo. As areas de pico dos cromatogramas foram plotadas
versus as concentragdes padrdo para obter as curvas de calibragdo. As
areas obtidas de cada concentracdo foram submetidas a analise de
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regressao pelo método dos minimos quadrados para calcular a equagdo
da reta e o coeficiente de correlagéo.

O limite de deteccdo (LD) corresponde a menor concentracdo
presente na amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
guantificada. O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor
concentracdo que pode se determinada quantitativamente com aceitavel
precisdo e exatiddo. O LD e LQ foram calculados a partir da inclinagdo
e do desvio padrdo do intercepto da média de trés curvas de calibracéo,
conforme preconizado pela ICH (2005). O LD e LQ foram confirmados
em uma andlise experimental.

2.3.1.5.3 Exatid&o

A exatiddo do método foi avaliada por meio da contaminagdo de
amostras de suspensdes de nanoparticulas placebo com solugdes de
concentracdo conhecida de cada farmaco, correspondendo a
concentrac@es finais de 40,0; 50,0 e 60,0 pg/mL. A recuperacdo foi
determinada como sendo a diferenca percentual entre a concentracéo
experimental média e a concentragdo tedrica em cada nivel. Cada
concentracao foi analisada em triplicata.

2.3.1.5.4 Precisao

A precisdo foi determinada por meio da repetibilidade (intra-dia)
e precisdo intermediaria (inter-dia). A repetibilidade foi avaliada
analisando 6 amostras de nanoparticulas placebo contaminadas com
solucBes de cada farmaco, correspondendo a concentracéo final de 50,0
pg/mL, no mesmo dia, nas mesmas condicGes experimentais. Na
precisdo intermediaria as anélises foram realizadas em trés dias
diferentes. As é&reas dos picos obtidas foram comparadas e a preciséo foi
expressa em porcentagem como desvio padrdo relativo (DPR %). De
maneira geral, para analises de formas farmacéuticas, DPR entre 1,0 e
2,0 % normalmente é considerado satisfatério (SHABIR, 2003).

2.3.1.5.5 Robustez

A robustez do método foi determinada através da analise de uma
mesma amostra de nanoparticulas placebo contaminadas com solugdes
de cada farmaco (50,0 pg/mL), modificando os seguintes parametros do
método: temperatura do forno, fluxo e composicédo da fase mével.
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2.3.2 Determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo e do teor de
farmaco nas suspens@es de nanoparticulas

A determinacdo da concentracdo total de ativo associado as
nanoparticulas foi realizada pela técnica de ultrafiltracdo/centrifugacédo
utilizando os métodos cromatograficos desenvolvidos e validados, na
qual o ativo livre foi determinado no ultrafiltrado, enquanto o ativo total
foi quantificado ap6s completa dissolucdo das nanoparticulas
(BOONSONGRIT; MITREVEJ; MUELLER, 2006; GAN & WANG,
2007; SUN et al., 2008).

Para obter o ultrafiltrado, 0,5 mL de suspensdo de nanoparticulas
foram centrifugadas a 6.000 RPM durante 20 minutos em unidades de
centrifugacdo Amicon Ultra-0,5 (Ultracel®-100K 100000 MW;
Millipore, Irlanda). Para a determinacdo da concentragdo total de
farmaco na suspensdo de nanoparticulas, 1,0 mL de suspensdo foi
mantida em contato com 1,0 mL de metanol durante 24 h para completa
dissolucdo do complexo, seguido da diluicio com a fase movel
correspondente para cada farmaco até volume de 10,0 mL. A partir da
concentracdo total foi estabelecido o teor de farmaco nas suspensdes,
expresso em pg/mL.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE %) foi estimada de acordo com
a equacao 5.

EE (%) = ‘T“”F 100 Equacgo 5

Em que

C+ = concentracdo total de fa&rmaco encontrada na suspensdo
apos dissolucdo das nanoparticulas;

Cur = concentracdo de farmaco encontrada no ultrafiltrado.

Para verificar a recuperagdo do farmaco adicionado,
primeiramente o teor (ng/mL) foi multiplicado pelo volume final de
suspensdo a fim de estabelecer a quantidade total (g) de farmaco
presente. A seguir, a taxa de recuperacdo (%) foi calculada como sendo
a diferenca percentual entre a quantidade de farmaco inicialmente
adicionada (6,0 g) e aquela encontrada nas suspensoes.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados com trés repeticdes
independentes e 0s resultados foram expressos como média + desvio
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padrdo ou desvio padrdo relativo. Para comparacGes entre grupos foi
utilizada analise de variancia (ANOVA), incluindo testes de
comparagdes multiplas (Tukey). Diferengas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p < 0,05.

3 RESULTADOS

Complexos de polieletrolitos sdo formados através da mistura de
solucdes aquosas de dois polimeros com cargas opostas (BECHERAN-
MARON; PENICHE; ARGUELLES-MONAL, 2004; GAZORI et al.,
2009). Geralmente a formacao destes complexos pode ser controlada via
pH e concentragdo de polieletrélitos (BARCK & BUTLER, 2005). Na
literatura sdo descritos estudos em que a complexacéo entre quitosana e
alginato de sddio foi investigada variando o pH da solugdo em uma
faixa de 3,0 a 7,0. Dentro desta faixa os grupos carboxila do alginato e
0S grupos amino da quitosana estardo ionizados, em maior ou menor
grau, permitindo a formacdo de complexos através da interacdo
eletrostdtica (BOONSONGRIT; MITREVE]J; MUELLER, 2006;
DOUGLAS & TABRIZIAN, 2005). Entretanto, em valores de pH acima
de 5,0, a formacdo de complexos tende a diminuir, principalmente
devido a fenbmenos associados a molécula de quitosana. Como a
quitosana possui pKa entre 59 e 6,7, seu grau de ionizacdo e
solubilidade diminui, geralmente ocorrendo precipitagdo em pH
proximo a 7,0 (ESPINOSA-ANREWS et al., 2007).

O estudo realizado preliminarmente a adicdo de farmacos teve
por objetivo encontrar as condi¢fes necessarias para ocorrer a interacao,
buscando através da caracterizacdo fisico-quimica as concentragfes de
polimeros e valores de pH ideais.

Foram utilizadas solugdes diluidas dos polimeros quitosana
(QUI) e alginato de sddio (ALG), de forma que a QUI estivesse em
excesso para interacdo. A solucdo de QUI foi testada com valores de pH
variando entre 3,0 a 6,0, faixa em que estard ionizada em maior ou
menor grau, apresentando carga positiva.

O tripolifosfato de sédio (TPP) foi utilizado em duas
concentracBes (0,5 e 1,0 mg/mL) como agente reticulante, com o
objetivo de reforcar a interacdo. O TPP foi adicionado a fase do ALG,
sendo que o pH final foi ajustado para 5,5. Neste pH tanto o ALG
quanto o TPP apresentam carga superficial negativa disponivel para
interacdo (SIMSEK-EGE; BOND; STRINGER, 2003). Com o0 uso de
dois componentes com carga negativa é esperado que o processo de
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gelificacdo ibnica causado pelo TPP ocorra concomitantemente a
complexacdo da QUI com os grupamentos COO™ do ALG (ANAL &
STEVENS, 2005; GOYCOOLEA et al., 2009).

31 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS
NANOPARTICULAS PLACEBO (SEM FARMACO)

3.1.1 Grau de agregacao

O grau de agregacdo é uma andlise preliminar utilizada para
estabelecer a faixa de concentracdo que sera empregada no preparo das
nanoparticulas.

Quando sistemas de alta massa molar sdo colocados em contato e
ocorre a formacdo de nanoparticulas, a suspensdo final é opalescente
devido a nova estrutura formada. Por outro lado, um sistema limpido
pode indicar que a interacdo entre os polieletrélitos foi fraca devido a
baixa concentracdo utilizada, ao contrario de um sistema contendo
agregados, onde provavelmente os polieletrolitos foram adicionados em
excesso causando precipitagdo. Desta forma, a condi¢do ideal para a
formacdo de nanoparticulas a partir de polieletrélitos da alta massa
molar é a que apresenta uma suspensdo opalescente (CALVO et al.,
1997; LIU & GAO; 2009; SHU et al., 2009).

Logo ap6s o preparo das suspensdes de nanoparticulas, as
mesmas foram avaliadas visualmente e trés sistemas diferentes foram
identificados: solucdo limpida (L), suspensdo opalescente (O) e
agregados (A) (tabela 3).

Tabela 3. Avaliacdo visual do grau de agregacao dos sistemas formados

Quitosana® Alginato de sddio (mg/mL)
(mg/mL) 0,0° 0,4 038 1,2 1,6 20
0,6 L L 0] 0] @] A
0,9 L L O O O A
1.2 L L 0 0 o) A

# solucBes de quitosana com pH ajustado para 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0.
®fase 1 somente com TPP, sem alginato de sédio.
L: solucdo limpida; O: suspensdo opalescente; A: agregados.

De acordo com a tabela 3, para todas as concentra¢des de QUI
testadas, as formulacdes sem a presenca de ALG e com ALG na
concentracdo de 0,4 mg/mL apresentaram-se limpidas, indicando que o
sistema possui uma menor concentracdo de particulas, insuficiente para
gerar uma suspensdo opalescente.
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Por outro lado, ao utilizar ALG na concentracdo de 2,0 mg/mL
ocorreu a agregacao e precipitacdo da suspensao, provavelmente devido
a um excesso de polimero ndo complexado. Desta forma, estas
formulagdes foram descartadas dos estudos subseqiientes. Além disso,
todas as formulagdes preparadas com solucdo de QUI em pH 6,0 foram
descartadas do estudo, pois ocorreu a formagdo de agregados. Neste pH,
a QUI estd menos protonada, apresentando menos sitios ionizados para
interacdo, pois o valor de pH é proximo ao seu pKa (entre 5,9 e 6,7).
Assim, a interagdo eletrostatica ocorreu em menor grau, levando a um
excesso de polimeros dispersos no meio formando agregados, fato ja
relatado na literatura (SAETHER et al., 2008; SIMSEK-EGE; BOND;
STRINGER, 2003).

A regido de formagdo de uma suspensdo opalescente, que
corresponde a maior concentracdo de particulas coloidais, foi obtida
com as concentracfes de ALG de 0,8; 1,2; e 1,6 mg/mL e com solucéo
de QUI com pHs ajustados para 3,0; 4,0; e 5,0.

3.1.2 Turbidez

A turbidimetria avalia a propriedade que determinadas dispersdes
apresentam de espalharem luz. Medidas de espalhamento de luz séo de
grande valor para estimar o tamanho das particulas, sua forma e suas
interacBes, particularmente em materiais macromoleculares. Desta
forma, a medida da turbidez pode ser utilizada como forma de
acompanhar a formacdo do complexo. As solugdes com maior turbidez
possuem uma maior quantidade de macromoléculas do que solugdes
translicidas (ESPINOSA-ANREWS 2007; HARTIG et al, 2007,
KALOTI & BOHIDAR, 2010; TITYABOONCHAI & LIMPEANCHOB,
2007; VASCONCELOQOS et al., 2006).

Existem duas técnicas que podem ser utilizadas para esta
determinacdo: espectrofotometria de absor¢do UV-vis e espalhamento
de luz dindmico. De uma forma pratica, na analise utilizando
espectrofotometria UV-vis, quanto maior for a absorbancia da amostra,
maior é o nimero de particulas presentes e menor sera a transmitancia.
O comprimento de onda de 450 nm foi escolhido para a andlise, uma
vez que a QUI e 0 ALG néo absorvem luz neste comprimento, fazendo
com que 0 numero e/ou o tamanho das particulas sejam responsaveis
pela interferéncia na absorcdo/transmitancia da luz incidente
(SAETHER et al., 2008; VASCONSCELOQOS et al., 2006).

Por outro lado, uma vez que a maioria dos sistemas coloidais
apresenta turbidez bastante baixa, torna-se mais conveniente e preciso
medir a luz espalhada a um é&ngulo relativo ao feixe incidente
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(AULTON, 2005). Para isto foi empregada a técnica de espalhamento de
luz dindmico, onde além de poder avaliar o tamanho de particula e sua
distribuicdo, foi possivel observar a intensidade de luz espalhada,
medida em contagens por segundo (kcps), que reflete a medida da
concentracdo de particulas na amostra (BAO et al., 2008; DROGOZ et
al., 2007; SUN et al., 2008).

Os dados de turbidez da fase de equilibrio dos complexos QUI-
ALG obtidos com as técnicas de espectroscopia UV-vis (transmitancia
%) e espalhamento de luz dindmico (kcps) podem ser visualizados nas
tabelas 3 e 4. Os dados foram organizados de acordo com a
concentracdo de QUI testada (0,6; 0,9 e 1,2 mg/mL), a fim de avaliar a
influéncia da concentracdo de ALG (0,8; 1,2 e 1,6 mg/mL) e de TPP
(0,5 e 1,0 mg/mL), além do pH da solucdo de QUI (3,0; 4,0 e 5,0) na
turbidez das suspens@es de nanoparticulas.

Na tabela 4 estdo agrupados os dados obtidos com as solucdes de
QUI1 0,6 € 0,9 mg/mL.

Tabela 4. Turbidez das suspensdes de nanoparticulas avaliada pela
transmitancia (T %) e contagens por segundo (kcps).

Turbidez?
pH pH pH
3,0 4,0 5,0
ALG TPP T eps T keps T keps
(mg/mL) (mg/mL) (%) (%0) (%)

08 0,5 80,8 158,1 752 204,0 74,1 2435
' 1,0 74,7 202,7 69,6 2498 52,7 2839

QUI 05 997 1220 678 1964 651 2653

mg;ril_ 1.2 1,0 64,7 2358 62,3 3145 565 3151
16 0,5 99,1 90,0 97,2 1310 76,2 1531

: 1,0 779 1606 66,5 300,0 53,1 3332

0.8 0,5 80,3 137,1 79,2 1820 781 2081

: 1,0 78,0 1763 76,0 216,1 72,7 2746

QuI 12 0,5 72,8 163,7 66,7 2272 64,2 2859
0,9 : 1,0 68,7 2141 60,0 2927 56,8 2929
mg/mL 0,5 81,0 1030 659 2315 60,3 3102
1,6 1,0 786 1554 524 310,7 48,1 4519

* média de trés determinactes

Primeiramente, pode ser observado que o0s valores de
transmitancia (%) e intensidade do espalhamento de luz (kcps) sédo
inversamente proporcionais. Através de andlise de variancia, constatou-
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se que os dados de kcps sdo mais discriminatérios do que os dados de
transmitancia, apresentando maiores diferengas entre os resultados (p <
0,05), provavelmente por ser um método de analise mais sensivel e
informativo, o que também foi observado por Donati e colaboradores
(1997). As formulacBes foram analisadas em triplicata e todos os
resultados apresentaram desvio padréo relativo < 3 %.

A obtencdo de uma alta concentracdo de complexos na suspensao
é visualizada quanto menor for o valor de T (%) e maior o valor de kcps
(maior turbidez) (COOK et al., 2011; ZHENG et al., 2007). A
formulagdo que melhor atendeu a estes requisitos foi a formulada com
QUI 0,9 mg/mL (pH 5,0), ALG 1,6 mg/mL, e TPP 1,0 mg/mL,
apresentando 48 % de transmitancia, e 451,9 kcps.

Além disso, observando os dados das formulacbes preparadas
com QUI 0,6 e 0,9 mg/mL (tabela 4), verifica-se que a maior
concentracdo de TPP e o aumento do pH da solucdo de QUI foram
responsaveis em aumentar a turbidez das suspensdes, mostrando uma
diferenca significativa tanto para os valores de T % quanto para kcps (p
< 0,05). Isto sugere que sdo parametros importantes para uma maior
interacdo eletrostatica.

As formulagbes preparadas com QUI 1,2 mg/mL (tabela 5)
apontaram resultados discrepantes, possivelmente pelo excesso de QUI
adicionado para interagdo. As formulagdes foram analisadas em
triplicata e todos os resultados apresentaram desvio padrdo relativo < 5
%.

Tabela 5. Turbidez das suspensdes de nanoparticulas avaliada pela
transmitancia (T %) e contagens por segundo (Kcps).

Turbidez®
pH pH pH
3,0 4,0 5,0
ALG TPP T KeDs T KeDs T KeDs
(mg/mL) (mg/mb) (%) “P° (9) P° (%) P

08 0,5 80,7 920 779 170,7 77,3 1906
' 1,0 779 1535 735 2125 733 2314

?g' o 05 738 1811 704 2571 692 1757
! : 10 672 3954 674 4390 621 2616

mg/mL 6 05 856 1150 864 1059 704 126
: 10 713 3528 801 1453 823 2113

® média de trés determinagdes

Através dos resultados de turbidez foi verificado que os dados
obtidos com concentracdo de ALG de 1,2 mg/mL e pH da QUI de 4,0
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apresentaram valores intermediarios aos valores minimos e maximos.
Assim, estes par@metros foram excluidos dos proximos estudos.

3.1.3 Determinacao do tamanho de particula e distribuicéo

Através da técnica de complexacdo de polieletrélitos podem ser
obtidas particulas com ampla faixa de tamanho, de nanémetros até
milimetros (GAZORI et al., 2009; LUCINDA-SILVA; SALGADO;
EVANGELISTA, 2010; TAKKA & GUREL, 2010). Geralmente, os
fatores que determinam o tamanho s&o a concentragéo de polieletrélitos
e 0 grau de complexacdo, sendo que este Gltimo depende do pH do meio
e do grau de ionizacgdo dos polieletrolitos.

De acordo com a literatura, particulas menores e mais compactas
sdo resultado de um maior entrelacamento das cadeias dos
polieletrélitos, causado por uma maior interacdo eletrostatica
(AELENEI et al., 2009; AVADI et al., 2010).

Os resultados de tamanho de particula obtidos para as
formulagBes desenvolvidas podem ser visualizados nas figuras 12 e 13.
Na figura 12 estdo os resultados das formulagBes desenvolvidas com
ALG 0,8 mg/mL, enquanto que na figura 13 os resultados obtidos com
ALG 1,6 mg/mL.

OTPP 0,5 mg/mL  BETPP 1,0 mg/mL

800
700
600

400 -
300 -
200 -
100 -

pH 3.0 ‘ pHS5.0 | pH3.0 ‘ pHS5.0

N
(=]
=

1

=]

pH 3.0 ‘ pHS5.0

Tamanho de particula (nm)

QUI 0.6 mg/mL QUI 0.9 mg/mL QUI 1.2 mg/mL

Figura 12. Valores de tamanho de particula médio das nanoparticulas placebo
obtidas com ALG 0,8 mg/mL.
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OTPP 0.5 mg/mL METPP 1,0 mg/mL
800 +

600 -

“[nrmlhe

pH 3.0 ‘ pHS5.0 | pH3.0 ‘ pHS5.0

pH 3.0 ‘ pHS5.0

Tamanho de particula (nm)

QUI 0,6 mg/mL QUI 0.9 mg/mL QUI1,2mg/mL

Figura 13. Valores de tamanho de particula médio das nanoparticulas placebo
obtidas com ALG 1,6 mg/mL.

Pode ser observado nas figuras 12 e 13 que o0 aumento das
concentracBes de QUI e ALG ocasionou um aumento do tamanho de
particula. Isto se justifica porque a maior concentracdo em solugéo
significa maior nimero de cadeias poliméricas por volume, sendo que a
adicdo de outro polimero resulta na formacdo de particulas maiores
(BAO et al., 2008). Este fato foi relatado por outros autores utilizando
QUI complexada com diferentes polieletrélitos (CHUAH et al., 2008;
KALOTI & BOHIDAR, 2010; TSAI et al., 2010).

De acordo com Boonsongrit, Mitrevej, e Mueller (2006) e Pan e
colaboradores (2002), o aumento na concentragdo de QUI e TPP leva a
um aumento do tamanho de particula e polidispersdo. Entretanto, com
relacdo ao TPP, os estudos anteriores contradizem os resultados obtidos
neste trabalho, onde o aumento na concentracdo de TPP causou uma
diminuicdo do tamanho, provavelmente devido a reticulagdo das cadeias
poliméricas, levando a uma maior compactacdo da particula. Este efeito
do TPP também foi observado por Gan e colaboradores (2005) e por Liu
e Gao (2008), o que parece ser uma explicacdo mais aceitavel para o
fendémeno.

Ao analisar a influéncia do pH final das suspens6es no tamanho,
foi observado que em pH 50 as particulas obtidas foram
significativamente menores que em pH 3,0 (p < 0,05). Um dos
principais fatores que levaram a este resultado é que em meio &cido a
QUI esta altamente ionizada e a repulsdo mdtua entre os grupos amino
livres proporciona uma estrutura mais alongada, formando complexos
mais expandidos com o ALG carregado negativamente. Com 0 aumento
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do pH para 5,0, esta forca de repulsdo entre os grupos amino livres
diminui e facilita a formacdo de particulas compactas e menores
(SINSEK-EGE; BOND; STRINGER, 2003; SUN et al., 2008; TSAI et
al., 2010). Outro fator que contribui para a obtencdo de particulas
maiores em pH 3,0 € a proximidade deste pH com os valores de pKa do
ALG (3,38 e 3,65), acarretando na precipitacdo e agregacdo de uma
parte da molécula do ALG, contribuindo para o aumento no tamanho e
polidispersdo (SARMENTO et al., 2006).

A polidispersdo é um fator importante que determina a
homogeneidade da dispersdo. Valores menores que 0,5 indicam uma
dispersdo relativamente homogénea em se tratando de nanoparticulas
contendo polimeros naturais (AVADI et al., 2010). Ao avaliar este
pardmetro neste estudo, foram obtidos valores entre 0,18 e 0,29 para as
nanoparticulas desenvolvidas em pH 5,0, e de 0,30 a 0,72 para as
nanoparticulas desenvolvidas em pH 3,0. Este efeito do pH sobre a
polidispersdo comprova a teoria de que o pH da solucdo de QUI impacta
na formacdo das particulas, j& que uma maior homogeneidade na
dispersdo das particulas pode significar que o entrelagcamento das
cadeias ocorreu com maior eficiéncia.

3.1.3.1 Correlacéo entre tamanho de particula e turbidez

Apesar de alguns autores relacionarem o aumento da turbidez
com o aumento do tamanho de particula (SHU et al., 2009), neste
trabalho isto ndo foi observado. A fim de exemplificar, na figura 14
podem ser visualizados os resultados de tamanho de particula e turbidez
das formulagdes preparadas com alginato 1,6 mg/mL e TPP 1,0 mg/mL.

OTamanho de particula(nm)  BTurbidez (keps)

500 ~

400 -
300 -
200 -
100
0

pH 3.0 ‘ pHS5.0 | pH3.0 ‘ pHS5.0

pH 3.0 ‘ pHS5.0

QUI 0.6 mg/mL QUI 0.9 mg/mL QUI 1.2 mg/mL

Figura 14. Analise do tamanho de particula e turbidez das formulagdes
preparadas com alginato 1,6 mg/mL e TPP 1,0 mg/mL.
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Na figura 14 pode ser observado que a formulacdo que apresenta
maior turbidez ndo corresponde ao maior tamanho de particula. Este
comportamento também foi constatado nas demais formulagGes. De
acordo com Shovsky e colaboradores (2009), a turbidez pode estar
relacionada com uma maior concentracdo de CPEs ou com um maior
tamanho das particulas de CPEs, ou ambos os casos. Sun e
colaboradores (2008) encontraram resultado similar analisando CPEs
formados com QUI e enoxaparina. Os autores correlacionaram 0
tamanho de particula (nm) com a turbidez (kcps) a fim de encontrar a
melhor razdo estequiométrica entre os dois polieletrolitos, onde
verificaram que o tamanho de particula diminui até um platd
acompanhado de um aumento no valor de kcps que, segundo 0s autores,
esta relacionado a formacdo de maior nimero de particulas.
Similarmente, Espinosa-Andrews e colaboradores (2007) afirmam que
solugbes mais turvas possuem uma maior quantidade de
macromoléculas do que soluges translicidas.

Provavelmente, o aumento da turbidez observado nas
formulagbes esta relacionado ao aumento da concentracdo de particulas
formadas, devido a uma maior eficiéncia na complexacdo e ndo ao
tamanho das particulas individualmente.

3.1.4 Determinac&o do Potencial zeta

A estabilidade de um sistema coloidal estd diretamente
relacionada a magnitude do seu potencial zeta, que indica a carga
superficial das nanoparticulas (GAZORI et al., 2009). Um potencial zeta
elevado (£ 30 mV) indica estabilidade eletrocinética da formulacéo, pois
mantém a espessura da dupla camada elétrica, prevenindo a agregacdo
devido as fortes forcas repulsivas entre as particulas (AVADI et al.,
2010; PARVEEN et al., 2010; SAETHER et al., 2008).

A carga é controlada pela ionizacdo de grupos da superficie. A
QUI e o ALG adquirem a sua carga principalmente por meio da
ionizacao de grupos amina e carboxila, resultando em ions NH;" e COO"
. A ionizacdo destes grupos e, portanto, a carga molecular liquida
dependem do pH do sistema.

Em um estudo recente foi determinado que o potencial zeta de
uma solu¢do de QUI (1,0 mg/mL) é zero em pH 7,5 (SAETHER et al.,
2008). Em pH 6,5 (proximo ao pKa da QUI) somente 50 % dos grupos
funcionais da QUI estdo ionizados, resultando em uma baixa densidade
de carga. Assim, é esperado um aumento na densidade de carga com a
diminuigdo do pH para valores abaixo do pKa da QUI, causado pela
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protonacdo dos grupos amino (BODDOHI & KIPPER, 2010;
MARTINS; MANO; ALVES, 2010).

A carga superficial das solucdes estoque de polieletrolitos foi
avaliada antes da complexagdo e esta descrita na tabela 6.

Tabela 6. Potencial zeta médio obtido das solugBes estoque antes da
complexagdo.

Solugdes estoque pH Potencial Zeta® (mV) +
DPR" (%)
QUI 2,0 mg/mL 3,0 +65,7+0,51
QUI 2,0 mg/mL 5,0 +37,5+£0,92
TPP 5,0 mg/mL 55 -6,5+0,42
ALG 2,0 mg/mL 55 -63,9+0,45

*média de trés determinag@es; "desvio padréo relativo

Os resultados estdo de acordo com o descrito na literatura, pois a
QUI apresentou densidade de carga positiva maior em pH 3,0 do que em
pH 5,0, e a solucdo de ALG apresentou alta densidade de carga negativa
em pH 5,5.

Neste trabalho a QUI foi o polimero utilizado em excesso,
consequentemente, as nanoparticulas desenvolvidas apresentaram carga
superficial positiva (tabela 7) proveniente dos grupos amino residuais
ndo neutralizados pelos grupos carboxila do ALG (DROGOZ et al.,
2007; PARVEEN et al., 2010).

Tabela 7. Potencial zeta médio das nanoparticulas placebo.

ALG TPP Potencial Zeta® (mV)

(mg/mL) (mg/mL) pH 3,0 pH 5,0

08 0,5 +51,0 + 33,6

QUI 0,6 ' 1,0 +41,3 + 25,0
mg/mL 16 0,5 + 46,5 +294
! 1,0 + 30,9 +22,1

08 0,5 +52,0 +34,2

QuUI 0,9 ' 1,0 + 43,9 + 30,0
mg/mL 16 0,5 +49,5 +32,0
' 1,0 +40,8 +28,0

08 0,5 + 57,0 + 35,0

QUI 1,2 ' 1,0 +48,9 +32,0
mg/mL 16 0,5 + 54,7 + 33,0
! 1,0 + 45,8 + 29,0

® média de trés determinagdes
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Este potencial de superficie positivo é considerado uma vantagem
do ponto de vista biofarmacéutico, pois favorece a bioadesdo das
nanoparticulas a superficie celular e as juncfes da pele carregadas
negativamente (COPPI & IANNUCCELLI 2009; GOYCOOLEA et al.,
2009; YENILMEZ; BASARAN; YAZAN, 2010).

Para realizar uma comparacdo entre os resultados foram plotados
graficos contendo a média dos valores de potencial zeta obtidos
utilizando ALG 0,8 mg/mL (figura 15) e ALG 1,6 mg/mL (figura 16).
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QUI 1.2 mg/mL

Figura 15. Potencial zeta médio das nanoparticulas placebo obtidas com ALG

0,8 mg/mL.
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QUI 0.9 mg/mL QUI 1.2 mg/mL

Figura 16. Potencial zeta médio das nanoparticulas placebo obtidas com ALG

1,6 mg/mL.
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Primeiramente, pode ser observado na maior parte das
formulagdes que com o aumento da concentracdo de QUI ocorre um
aumento no potencial zeta das nanoparticulas, devido a presenca de
maior nimero de sitios positivos. J& 0 aumento da concentracdo de ALG
e do TPP reduziu o potencial zeta, indicando que a presenca de mais
moléculas com carga negativa na suspensdo levou a uma maior
complexagdo com os sitios da QUI, restando menos grupos positivos e
assim modificando a carga superficial das particulas (XU et al., 2003).

Avaliando o efeito do pH pode ser visualizado que em pH 5,0 o
potencial zeta foi significativamente menor do que em pH 3,0 em todas
as concentracdes testadas, uma vez que a carga superficial € dependente
do pH. Desta forma, em valores de pH préximos ao pKa da QUI existem
menos grupos amino protonados disponiveis para interacdo e,
consequentemente, o valor da carga superficial das particulas € menor.

3.1.5 Determinacéo do pH

A andlise do pH das suspensdes de nanoparticulas apresentou
valores de acordo com o pH da solucdo de QUI utilizada (3,0 ou 5,0),
com variacdo ndo significativa em todos os casos (p > 0,05) e desvio
padrdo relativo entre as medidas < 1 %. Isto se deve ao fato que a fase
contendo a QUI esté presente em excesso na formulacdo, determinando
o valor final de pH.

3.1.6 Reologia

A viscosidade de um sistema coloidal varia com a velocidade de
cisalhamento aplicada, caracteristica de um fluido ndo-newtoniano. Se
uma taxa de cisalhamento crescente for aplicada a um fluido e a tenséo
de cisalhamento for registrada, podem ser obtidas curvas de fluxo ou
reogramas, que fornecem informagdes sobre o comportamento de fluxo
das amostras (ALVES; POHLMANN; GUTERRES, 2005; BRICENO,
2000). Assim, as suspensdes de nanoparticulas foram submetidas a
velocidade de cisalhamento crescente, 0 que provocou uma destruicao
da estrutura do sistema. Este sistema, uma vez desorganizado, tende a se
reorganizar ao sofrer velocidades decrescentes de tensdo de
cisalhamento.

As formulagdes obtidas com QUI na concentragdo de 0,6 mg/mL
foram descartadas deste estudo, pois devido a baixa viscosidade das
amostras o equipamento ndo foi capaz de realizar as medidas.

Para as demais formula¢fes analisadas com o aumento da taxa de
cisalhamento ocorreu um aumento da viscosidade em maior ou menor
grau, sendo que com a diminuicdo da taxa de cisalhamento as



122

suspensdes voltaram a sua viscosidade inicial devido a caracteristica de
fluido ndo-newtoniano dilatante. Este tipo de comportamento pode ser
exibido por dispersfes que contém uma alta concentragdo de particulas
pequenas. Sob condi¢cdes de cisalhamento nulo, as particulas estardo
densamente empacotadas e 0s espagos vazios entre as particulas estardo
reduzidos a um minimo que o veiculo preencherd. A medida que a
velocidade de cisalhamento é aumentada, as particulas serdo deslocadas
de suas posi¢cdes de distribuicdo homogénea e os agregados que sao
produzidos resultam na criagdo de espacos vazios maiores, nos quais flui
o veiculo, de forma que a resisténcia ao fluxo é aumentada e a
viscosidade cresce (AULTON, 2005).

Para descrever o comportamento de fluxo dilatante foi utilizada a
equacao da lei da forca, onde foi verificado que o valor de n (indice de
fluxo) é maior que 1 (tabela 8) e aumenta a medida que a dilatancia
aumentar (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Tabela 8. Valores de n obtidos das suspensdes de nanoparticulas placebo.

n® + DPR" (%)

ALG TPP pH 3,0 pH 5,0
(mg/mL) (mg/mL)

0,5 1,02+023 1,04+0,34

QuUI 0,9 08 1,0 1,03+0,31 1,06+0,23
mg/mL 16 0,5 1,08+0,25 1,11+0,12
' 1,0 1,08+0,23 1,18+0,32

08 0,5 1,08+0,13 1,12+0,38

QUI 1,2 ' 1,0 109+041 113+0,31
mg/mL 16 0,5 1,14+0,12 1,16+0,27

1,0 1,20+0,19 1,26+0,16

média de trés determinagdes; "desvio padréo relativo

Através da tabela 8 pode ser observado que o valor de n
aumentou com o incremento da concentracdo de polieletrolitos e do pH
da solucdo de QUI. Isto ocorre em funcdo da formagdo de complexos
insoluveis, o que ocasiona menor mobilidade as cadeias individuais e o
comportamento ndo-newtoniano é mais pronunciado, com maior valor
de n (CHO, 2006; HWANG & SHIN, 2000).

Além disso, o valor de viscosidade obtido no ponto de maximo
cisalhamento (238 s™) foi utilizado como forma de atribuir um valor
médio de viscosidade aparente para cada formulacdo. Na figura 17
podem ser visualizados os valores médios de viscosidade aparente (cP)
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das suspensdes de nanoparticulas formuladas com solugGes de QUI nas
concentracBes de 0,9 e 1,2 mg/mL em pH 3,0 e 50; TPP nas
concentrages de 0,5 e 1,0 mg/mL e ALG na concentracdo de 0,8

mg/mL, enquanto que na figura 18 estdo os resultados das formulagdes
obtidas com ALG 1,6 mg/mL.

OTPPO0,5mg/mL BTPP 1,0 mg/mL

pH 3,0 pH 5,0 pH 3,0 pH5,0
QUI 0,9 mg/mL QUI 1,2 mg/mL

Figura 17. Viscosidade aparente (238 s™) das suspensées de nanoparticulas
placebo obtidas com ALG 0,8 mg/mL.
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Figura 18. Viscosidade aparente (238 s™) das suspensdes de nanoparticulas
placebo obtidas com ALG 1,6 mg/mL.
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De acordo com as figuras 17 e 18, o aumento da concentracdo de
QUI resultou em um aumento na viscosidade, como ja observado por
Mucha (1997) e Sui, Jaber, Schlenoff (2006).

Por outro lado, foi observada uma diminuigdo significativa da
viscosidade das suspensdes de nanoparticulas (p < 0,05), causada por
trés fatores:

1. aumento da concentragdo de TPP
2. aumento da concentracdo de ALG
3. aumento do pH da solugdo de QUI

Este resultado esta relacionado ao efeito “eletroviscoso” de
polieletrdlitos diluidos, que resulta da expansdo espacial do volume
hidrodindmico das moléculas de polieletrélitos. Esta expansdo ocorre
devido a repulsdo eletrostatica causada pelos segmentos carregados
subsequente a diluicdo da camada de contra-ions que envolve as
moléculas. Nestas condi¢des a adicdo de um polieletrdlito com carga
contraria diminui a repulsdo intramolecular, ocasionando uma estrutura
mais compacta. Este fendmeno pode ser visualizado através da
diminuicdo da viscosidade da suspensdo contendo o complexo de
polieletrélitos (BURCKBUCHLER et al., 2006; COPPI &
IANNUCCELLI 2009; FERNANDES et al., 2005; LEE; PARK; HA,
1997; VOETS; KEIZER; STUART, 2009; ZHONG et al., 2010). O
efeito “eletroviscoso” também observado por Rossi e colaboradores
(2000) que, estudando a complexacdo entre QUI e mucina, concluiram
gue o menor valor de viscosidade foi indicativo de uma interagdo quase
completa entre os polieletrélitos. Ao aumentar a concentra¢do de mucina
0s autores observaram um aumento na viscosidade devido a um excesso
de mucina ndo complexada.

Desta forma, como ja descrito nos resultados anteriores, 0 uso de
maiores concentracdes de TPP e ALG, assim como o uso da QUI em pH
5,0, proporcionaram uma maior complexacdo entre os polieletrolitos,
visualizada através de uma diminui¢do da viscosidade e aumento na
dilatancia (valor de n).

3.1.7 Morfologia

Finalizando a caracterizacdo das nanoparticulas sem farmaco
(placebo), foi selecionada a formulacdo obtida com QUI (0,9 mg/mL)
em pH 5,0, ALG (1,6 mg/mL) e TPP (1,0 mg/mL) para realizacdo da
andlise morfoldgica. Na figura 19 pode ser visualizada a fotomicrografia
da nanoparticula, obtida por microscopia eletrbnica de transmissdo
(MET).
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Figura 19. Fotomicrografia obtida por MET de nanoparticulas de QUI-ALG-
TPP placebo.

A nanoparticula visualizada € esférica, caracterizada por um
ndcleo compacto cercado por uma coroa com coloragdo menos intensa,
provavelmente devido a menor densidade da superficie da particula.

O tamanho da particula observado por MET é menor do que o
obtido na analise por espalhamento de luz. Isto foi observado por outros
autores e pode estar relacionado a uma contracdo da particula durante o
processo de secagem na grid de analise (CHUAH et al., 2009).

3.2 INCORPORACAO DE FARMACOS NAS NANOPARTICULAS

Através da caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas sem
farmaco (placebo) foi possivel estabelecer as concentragdes ideais de
cada componente para formacdo de complexos de polieletrolitos. A
formulacdo preparada com 0,9 mg/mL de QUI, 1,6 mg/mL de ALG e
1,0 mg/mL de TPP foi a que apresentou melhores resultados. Entretanto,
a adicdo de farmacos ao sistema resulta em novas formas de interagdes,
pois 0s proprios farmacos, quando ionizados, contém cargas superficiais
gue podem interferir na formagédo do complexo.

Teoricamente, farmacos contendo grupamentos COQO™ podem
interagir com os grupamentos NH;" da QUI formando complexos, sendo
que a presenca de outros polieletrélitos poderia competir pelos sitios
disponiveis da QUI, diminuindo a eficiéncia de encapsulagéo (XU et al.,
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2003). Por outro lado, de acordo com Yu e colaboradores (2009), a
interacdo do farmaco com a QUI pode ser reforgada através da adicdo de
outros polieletrdlitos, como alginato ou pectina. Para avaliar se existe
uma competicdo entre os farmacos e o ALG pelos sitios N da QUI,
nesta etapa do trabalho as formulacGes foram testadas com ALG e TPP
ou somente com TPP.

Os farmacos (acido glicirrizico, &cido salicilico e cafeina) foram
adicionados as solucdes de QUI sob agitacdo, sendo em seguida
adicionada a fase contendo somente TPP ou TPP e ALG, dependendo da
formulacdo. Esta metodologia de preparo foi escolhida apds testes
preliminares e extensa revisao de literatura. De acordo com Avadi e
colaboradores (2010), esta técnica permite a répida formacgdo de
nanoparticulas e o farmaco é aprisionado por uma rede polimérica,
evitando sua difusdo para o meio.

Primeiramente foi analisado o grau de agregacdo das
nanoparticulas formadas, tendo sido observado que o uso de 1,6 mg/mL
de ALG ocasionou a agregacdo e precipitacdo em todas as formulages.
Isto pode estar relacionado com a presenca de farmaco no sistema
ocupando os sitios N* da QUI, levando a um excesso de ALG ndo
complexado. Assim, a concentragdo de ALG foi reduzida para 1,2
mg/mL onde foram obtidas suspensdes opalescentes.

A seguir foi realizado o desenvolvimento e a validacdo dos
métodos analiticos utilizados para quantificar os farmacos e determinar
a eficiéncia de encapsulagdo, o teor de fArmaco e a recuperacdo nas
suspensdes de nanoparticulas.

3.2.1 Desenvolvimento e valida¢do dos métodos analiticos (CLAE)
utilizados para quantificacao dos farmacos

3.2.1.1 Desenvolvimento do método para quantificacdo do &cido
glicirrizico

O éacido glicirrizico (AG) é um &cido fraco com trés valores de
pKa (pKa; = 2,7; pKa, = 2,8; pKaz = 4,7) (SHEN, et al., 2007; SUN et
al., 2007). Assim, € um composto altamente ionizavel que tende a
apresentar caudas pronunciadas, coeluicdo e ser pouco retido em fase
reversa, pois a forma ionizada tem maior afinidade pela fase movel
(mais polar). Desta forma, varias condi¢cdes cromatograficas foram
propostas para que apenas uma das formas da substancia estivesse
presente no momento da andlise, na tentativa de obter uma melhor
assimetria e pureza do pico. Isto foi alcangado através da cromatografia
com formagéo de pares de ions, onde o analito foi mantido na forma
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ibnica, e um contra-ion (tetrabutilaménio) foi adicionado a fase mével.
A melhor assimetria foi obtida com uma fase mével contendo metanol,
tampdo fosfato de potéssio 25,0 mM (pH 5,8) e tetrabutil aménio 5,0
mM.

Nas condicGes otimizadas, o tempo de retencdo do AG foi cerca
de 20,0 min, e um cromatograma tipico obtido pelo método pode ser
visualizado na figura 20 (a).
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Figura 20. Cromatogramas obtidos utilizando fase mdvel constituida por
metanol:tampdo fosfato de potéssio 25,0 mM (60:40 v/v) adicionada de 5,0 mM
de tetrabutilamdnio de sédio sob fluxo de 1,2 mL/min e detec¢do UV a 254 nm.
(a) Suspensdo de nanoparticulas de acido glicirrizico; (b) Suspensdo de
nanoparticulas placebo.

Os resultados da conformidade do sistema estdo descritos na
tabela 9 e mostram que o sistema e o procedimento sdo capazes de gerar
dados confiaveis.

Tabela 9. Resultados do teste de conformidade do sistema

o= a

Parametro Minim Maximo DPR Resultado
0 (%)

Assimetria 1,14 1,15 0,11 Conforme

Pratos tedricos 6080 6409 2,11 Conforme

Tempo de retencdo 19,085 19,840 1,56 Conforme

Area 558007 561031 0,21 Conforme
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32111 Validacdo do método

3.2.1.1.1.1 Especificidade

Os cromatogramas da solugdo amostra (a) da solugédo placebo (b)
estdo apresentados na figura 20 e mostram que ndo houve interferéncia
ou sobreposicdo dos excipientes com o pico do AG. Adicionalmente, a
especificidade foi confirmada através detector de arranjo de fotodiodos,
gue demonstrou que o pico do AG ndo possui coeluicdo de nenhum pico
adicional, com valor de pureza do pico de 1,4 %.

3.2.1.1.1.2 Linearidade, e Limites de Detec¢do (LD) e Quantificacdo

(LQ)

A linearidade da resposta do detector foi calculada para vérias
solucbes padrdo na faixa de 5,0 — 100,0 pg/mL. A equacdo obtida a
partir da reta foi y = 7511,6x-6284,8 e o coeficiente de correlacio (R?)
igual a 1,0, indicando a linearidade da curva de calibracédo (figura 21). A
validade do ensaio foi confirmada por analise de variancia, ANOVA
(Featcutado = 210433 > Feyitico = 1,3 X 10-10; p <0,05).
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Figura 21. Curva de calibragdo média do acido glicirrizico obtida por CLAE,
com sua respectiva equacio da reta e coeficiente de correlagio (R?).

Considerando-se que o coeficiente de correlacdo pode ndo ser
suficiente para garantir a adequacdo do ajuste linear a curva de
calibracdo, outras estratégias podem ser utilizadas, como a analise dos
residuos, definida como a diferenca entre os valores das areas dos picos
calculados e os encontrados experimentalmente. Um gréafico de
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concentracdo versus residuo deve apresentar pontos que variam em
torno do eixo das abscissas para descartar a presenca de tendéncia dos
resultados.

O gréfico de residuos apresentou uma distribuicdo adequada e
homogénea dos pontos em torno do eixo das abscissas (figura 22)
provando que a metodologia de CLAE utilizada mostrou-se satisfatéria
na faixa de concentragdo analisada.
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Figura 22. Analise dos residuos da curva de calibragdo do &cido glicirrizico
obtida por CLAE.

O LQ e LD calculados a partir das curvas obtidas foram 1,18
pug/mL e 0,39 pg/mL, os quais foram confirmados experimentalmente
(dados ndo mostrados), indicando a alta sensibilidade do método.

3.2.1.1.1.3 Exatiddo e Preciséo

A exatiddo foi calculada a partir da determinacdo de trés
replicatas de trés diferentes suspensdes de nanoparticulas placebo
contaminadas com AG. N&o foram observadas diferencas significativas
entre a quantidade de AG adicionado e a quantidade encontrada (p <
0,05). Os valores obtidos estdo dentro da faixa de 98,25 — 101,87 %
(tabela 2), satisfazendo os critérios do estudo.

Os resultados da precisdo intra-dia e inter-dia estdo descritos na
tabela 10. O teor de AG encontrado nos trés diferentes dias foi
equivalente (p < 0,05), e o desvio padrdo relativo esta dentro do critério
de aceitacao de 2 %.
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Tabela 10. Resultados dos ensaios de precisdo e exatiddo do método de
quantificagdo de cido glicirrizico.

Precisdo Inter-dia % Recuperado DPR?® (%)
Dial (n=6) 99,82 0,92
Dia 2 (n=6) 98,19 0,52
Dia 3 (n=6) 98,93 0,65
Precisdo Intra-dia (n=18) 98,96 1,78
Exatiddo (n = 3)
Concentragdo adicionada  Concentragéo Recuperacao
(Mg/mL) média encontrada (%)

(ug/mL) (DPR %)?
40,0 40,75 101,87 (1,21)
50,0 49,22 98,44 (0,62)
60,0 58,95 98,25 (0,59)

® Desvio padrdo relativo

3.2.1.1.1.4 Robustez

Os resultados e a faixa experimental das variaveis estudadas estdo
descritos na tabela 11. N&o foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas nos teores de AG nas condicGes testadas (p < 0,05) e o
desvio padrdo relativo estd dentro do critério de aceitacdo de 2 %. As
variacdes na fase mdvel resultaram em mudangas no tempo de retencao
sem nenhum efeito na quantificago do farmaco.

Tabela 11. Condigdes cromatogréficas e faixa investigada durante o teste de
robustez do método do acido glicirrizico.

f b
Variavel ::na\l/lé(?tiga ga  Teor AG*® (%) (I?)/PO;Q
11 100,90 1,30
Fluxo (mL/min) 1,2 101,43 1,23
1,3 98,31 191
20 101,70 0,86
Temperatura da coluna (°C) 25 100,12 0,75
30 99,68 0,90
58 99,91 1,98
% metanol 60 102,14 1,33
62 101,90 1,51

4 Média de trés replicatas

® Desvio padrao relativo de cada variavel
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3.2.1.2 Desenvolvimento do método para quantificacdo do &cido
salicilico

O écido salicilico (AS) é um é&cido fraco com valor de pKa
préximo a 3,0 sendo necessario uma analise cuidadosa das condigdes
cromatogréaficas de forma que no momento da anélise ele esteja em sua
forma ndo-ionizada (SHOU et al., 2009). O ajuste do pH da fase movel
para 2,6 foi suficiente para a obtencdo de uma boa assimetria de pico,
com um tempo de retencdo de cerca de 5,1 min. Na figura 23 pode ser
visualizado um cromatograma tipico obtido pelo método desenvolvido.
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Figura 23. Cromatogramas obtidos utilizando fase mdvel constituida por
metanol:agua (70:30 v/v) pH 2,6 sob fluxo de 1,0 mL/min e detec¢do UV a 237
nm. (a) Suspensdo de nanoparticulas de acido salicilico; (b) Suspensdo de
nanoparticulas placebo.

Os resultados da conformidade do sistema estdo descritos na
tabela 12 e mostram que o sistema e 0 procedimento sdo capazes de
gerar dados confidveis.

Tabela 12. Resultados do teste de conformidade do sistema

R _ L. DPR?
Parémetro Minimo  Maximo %) Resultado
Assimetria 1,23 1,23 0,09 Conforme
Pratos teéricos 38535 39753 1,32 Conforme
Tempo de retencdo 5,368 5,374 0,06 Conforme

Area 1567745 1584838 0,46 Conforme
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3.2.1.2.1 Validagao do método

3.2.1.2.1.1 Especificidade

Os cromatogramas da solugdo amostra (a) da solugéo placebo (b)
estdo apresentados na figura 23 e mostram que ndo houve interferéncia
ou sobreposicdo dos excipientes com o pico do AS. Adicionalmente, a
especificidade foi confirmada através detector de arranjo de fotodiodos,
gue demonstrou que o pico do AS ndo possui coelui¢do de nenhum pico
adicional, com valor de pureza do pico de 1,1 %.

3.2.1.2.1.2 Linearidade, e Limites de Deteccdo (LD) e Quantificacdo

(LQ)

A linearidade da resposta do detector foi calculada para vérias
solucbes padrdo na faixa de 5,0 — 100,0 pg/mL. A equacdo obtida a
partir da reta foi y = 67628x-43533 e o coeficiente de correlacdo (R%)
igual a 0,9999, indicando a linearidade da curva de calibracdo (figura
24). A validade do ensaio foi confirmada por andlise de variancia,
ANOVA (Feaicutado = 36724 > Feritico = 4,4 X 107 p < 0,05).
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Figura 24. Curva de calibragdo média do acido salicilico obtida por CLAE,
com sua respectiva equacéo da reta e coeficiente de correlagdo (R?).

A andlise de residuos apresentou uma distribuicdo adequada e
homogénea para os niveis de concentracdes utilizados (figura 25).
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Figura 25. Andlise dos residuos da curva de calibracdo do acido salicilico
obtida por CLAE.

O LQ e LD calculados a partir das curvas obtidas foram 4,03
pug/mL e 1,33 pg/mL, os quais foram confirmados experimentalmente
(dados ndo mostrados), indicando a alta sensibilidade do método.

3.2.1.2.1.3 Exatidao e Precisdo

A exatiddo foi calculada a partir da determinacdo de trés
replicatas de trés diferentes suspensdes de nanoparticulas placebo
contaminadas com AS. N&o foram observadas diferencas significativas
entre a quantidade de AS adicionado e a quantidade encontrada (p <
0,05). Os valores obtidos estdo dentro da faixa de 101,07 — 102,0 %
(tabela 5), satisfazendo os critérios do estudo.

Os resultados da precisao intra-dia e inter-dia estdo descritos na
tabela 13. O teor de AS encontrado nos trés diferentes dias foi
equivalente (p < 0,05) e o desvio padrdo relativo esta dentro do critério
de aceitacao de 2 %.

Tabela 13. Resultados dos ensaios de precisdo e exatiddo do método de
quantificagdo de acido salicilico.

Preciséo Inter-dia % Recuperado DPR? (%)
Dial (n=6) 98,53 0,92
Dia2 (n=6) 99,32 0,35
Dia3 (n=6) 100,24 0,37
Precisdo Intra-dia (n =18) 100,14 1,45

Exatid&o (n = 3)
Concentracéo adicionada  Concentracdo média Recuperacéo (%)

(ng/mL) encontrada (ug/mL) (DPR %)?

40,0 40,43 101,07 (0,72)
50,0 51,0 102,0 (0,64)
60,0 60,72 101,2 (0,57)

# Desvio padrdo relativo
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3.2.1.2.1.4 Robustez

Os resultados e a faixa experimental das variaveis estudadas estao
descritos na tabela 14. N&o foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas nos teores de AS encontrados nas condicdes testadas (p <
0,05) e o desvio padrao relativo esta dentro do critério de aceitacdo de 2
%. As variacdes na fase movel resultaram em mudangas no tempo de
retencdo sem nenhum efeito na quantificacdo do farmaco.

Tabela 14. Condicdes cromatogréaficas e faixa investigada durante o teste de
robustez do método do acido salicilico.

: b
Variavel ;?;gjtiga qa  Teor AS? (%) (I?)/PO;?
0,8 101,20 1,23
Fluxo (mL/min) 1,0 101,46 1,02
1,2 100,41 1,32
20 99,80 0,39
Temperatura da coluna (°C) 25 100,97 0,45
30 98,9 0,21
68 97,83 0,44
% metanol 70 101,24 0,73
72 100,55 0,76

d Média de trés replicatas
® Desvio padrao relativo

3.2.1.3 Desenvolvimento do método para quantificacdo da cafeina

A cafeina (CF) é uma base fraca que apresenta valor de pKa
préximo de 8,5. Inicialmente o método foi desenvolvido com uma
coluna Cyg e a fase movel foi ajustada para varios valores de pH.
Entretanto, o pico do farmaco apresentou uma cauda em todas as
proporcGes de solventes e pHs da fase mével testados. De acordo com
Barbas e colaboradores (2000), por ser uma base fraca, a cafeina pode
apresentar uma interacdo com os grupamentos silanois residuais da
superficie da silica da fase estacionéria, levando & formacéo de cauda.
Algumas alternativas para evitar que isto ocorra sdo reduzir a ionizagao
dos grupamentos silandis utilizando fase mdvel com pH < 4,0, ou
diminuir a ionizagao do analito basico através do aumento do pH da fase
movel. Por outro lado, podem ser adicionados a fase movel os chamados
“bloqueadores de silanol” como, por exemplo, a trietilamina. Além
disso, 0 uso de uma coluna de fase reversa Cg acarreta menor atividade
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dos grupamentos silanois. Desta forma, as condi¢des cromatograficas
inicialmente propostas foram otimizadas utilizando uma coluna Cg e
trietilamina para o ajuste do pH da fase aquosa em 2,8. Nestas condi¢des
a cafeina encontra-se na forma néo-ionizada e os grupamentos silanéis
estdo bloqueados, eliminando a cauda do pico. O tempo de retencédo
obtido para a cafeina foi de 4,4 min. Na figura 26 pode ser visualizado
um cromatograma tipico obtido pelo método desenvolvido.

100 4 [ 100
a

Volt
@
3

L
@
3

Minutos

Volts

T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 35 4,0 4,5 50 55 6,0
Minutos

Figura 26. Cromatogramas obtidos utilizando fase mével constituida por H;PO,
0,01 M (ajustado a pH 2,8 com trietilamina):acetonitrila (90:10 v/v) sob fluxo
de 1,0 mL/min e deteccdo UV a 262 nm. (a) Suspensdo de nanoparticulas de
cafeina; (b) Suspensédo de nanoparticulas placebo.

Os resultados da conformidade do sistema estdo descritos na
tabela 15 e mostram que o sistema e 0 procedimento sdo capazes de
gerar dados confidveis.

Tabela 15. Resultados do teste de conformidade do sistema

Volts

R . L. DPR?
Parametro Minimo Maximo %) Resultado
Assimetria 1,21 1,21 0,11 Conforme
Pratos tedricos 6469 6571 0,56 Conforme
Tempo de retencdo 4,478 4,498 0,19 Conforme

Area 910543 937612 1,10 Conforme
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3.2.13.1 Validagdo do método

3.2.1.3.1.1 Especificidade

Os cromatogramas da solugdo amostra (a) da solugédo placebo (b)
estdo apresentados na figura 26 e mostram que ndo houve interferéncia
ou sobreposicdo dos excipientes com o pico da CF. Adicionalmente, a
especificidade foi confirmada através detector de arranjo de fotodiodos,
gue demonstrou que o pico da CF ndo possui coeluicdo de nenhum pico
adicional, com valor de pureza do pico de 1,1 %.

3.2.1.3.1.2 Linearidade, e Limites de Deteccdo (LD) e Quantificacdo

(LQ)

A linearidade da resposta do detector foi calculada para vérias
solucbes padrdo na faixa de 5,0 — 100,0 pg/mL. A equacdo obtida a
partir da reta foi y = 37788x+23000 e o coeficiente de correlagdo (R%)
igual a 0,9999, indicando a linearidade da curva de calibracdo (figura
27). A validade do ensaio foi confirmada por andlise de variancia,
ANOVA (Featculado = 29163 > Feritico = 7105)(10-7; p <0,05).
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Figura 27. Curva de calibracdo média da cafeina obtida por CLAE, com sua
respectiva equacéo da reta e coeficiente de correlagéo (R?).

A andlise de residuos apresentou uma distribuicdo adequada e
homogénea para os niveis de concentraces utilizados (figura 28).
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Figura 28. Analise dos residuos da curva de calibragdo da cafeina obtida por
CLAE.

O LQ e LD calculados a partir das curvas obtidas foram 0,21
pug/mL e 0,07 pg/mL, os quais foram confirmados experimentalmente
(dados ndo mostrados), indicando a alta sensibilidade do método.

3.2.1.3.1.3 Exatid&o e Precisdo

A exatiddo foi calculada a partir da determinacdo de trés
replicatas de trés diferentes suspensdes de nanoparticulas placebo
contaminadas com CF. N&o foram observadas diferengas significativas
entre a quantidade de CF adicionada e a quantidade encontrada (p <
0,05). Os valores obtidos estdo dentro da faixa de 100,50 — 101,60 %
(tabela 8), satisfazendo os critérios do estudo.

Os resultados da precisdo intra-dia e inter-dia estdo descritos na
tabela 16. O teor de CF encontrado nos trés diferentes dias foi
equivalente (p < 0,05) ¢ o desvio padréo relativo esta dentro do critério
de aceitagdo de 2 %.

Tabela 16. Resultados dos ensaios de precisdo e exatiddo do método de
quantificagdo de cafeina.

Preciséo Inter-dia % Recuperado DPR? (%)

Dial(n=6) 101,90 1,15

Dia 2 (n = 6) 99,91 1,07

Dia 3 (n=6) 99,42 1,20

Precisdo Intra-dia (n=18) 101,83 1,90

Exatiddo (n = 3)

Concentragdo adicionada  Concentragédo Recuperacéo (%)

(ng/mL) média encontrada (DPR %)*
(ug/mL)

40,0 40,20 100,50 (1,24)

50,0 50,59 101,18 (0,91)

60,0 60,98 101,60 (0,43)

% Desvio padrio relativo
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3.2.1.3.1.4 Robustez

Os resultados e a faixa experimental das variaveis estudadas estdo
descritos na tabela 17. N&o foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas nos teores da CF encontrados nas condic@es testadas (p <
0,05) e o desvio padrao relativo esta dentro do critério de aceitacdo de 2
%. As variacdes na fase movel resultaram em mudangas no tempo de
retencdo sem nenhum efeito na quantificacdo do farmaco.

Tabela 17. Condigdes cromatograficas e faixa investigada durante o teste de
robustez do método da cafeina.

: b
Variavel ;?;gjtiga qa  Teor CF? (%) (I?)/PO;?
0,8 100,40 0,73
Fluxo (mL/min) 1,0 100,75 0,82
1,2 101,21 0,42
20 100,91 0,18
Temperatura da coluna (°C) 25 101,02 0,16
30 100,80 0,25
08 99,95 0,63
% acetonitrila 10 100,14 0,41
12 100,40 0,65

d Média de trés replicatas
® Desvio padrao relativo

3.2.2 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo e do teor de
farmaco nas suspens@es de nanoparticulas

Para avaliar a eficiéncia de encapsulagdo (EE %) e a necessidade
de incorporar outro polieletrélito (ALG) ou reticulante (TPP) para
complementar a formacdo de complexos, foram desenvolvidas
diferentes formulagdes de acordo com o peso molecular e a densidade
de cargas superficiais de cada farmaco. A influéncia do pH foi analisada
utilizando solugfes de QUI (0,9 mg/mL) com valores de pH ajustados
para 3,0 e 5,0.

3.2.2.1 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo e do teor de &cido
glicirrizico

O 4cido glicirrizico (AG) possui alta massa molar e alta
densidade de carga negativa. A andlise em triplicata de uma solucéo de
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AG (1,0 mg/mL) resultou em um valor de potencial zeta médio de — 66
mV + 2,2 %.

Neste estudo foram desenvolvidas um total de 6 formulacGes
contendo AG (1,0 mg/mL), variando a presenca de TPP e ALG, a
concentracdo de TPP e o pH da solugdo de QUI, conforme descrito na
tabela 18.

Tabela 18. Composicdo das formulagdes de suspensdes de nanoparticulas
contendo &cido glicirrizico.

Formulagdo®  TPP (mg/mL) ALG (mg/mL)  Volume final

(mL)
AG 1pH30: pH50 --- --- 30,0
AG 2pH30;pH50 50 --- 31,0
AG 3pH30:pH50 1,0 1.2 36,0

®Formulac@es preparadas em triplicata com AG (1,0 mg/mL)
pH 3,00 Formulagdo preparada com solugéo de QUI (0,9 mg/mL) em pH 3,0
pH 5,00 Formulagdo preparada com solugéo de QUI (0,9 mg/mL) em pH 5,0

As formulagdes foram preparadas conforme metodologia descrita
no item 2.1 e submetidas a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia utilizando método validado descrito no item 2.3.1.1 para
determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo, teor e recuperacdo (tabela
19).

Tabela 19. Resultados de eficiéncia de encapsulagdo (EE %), teor (ug/mL) e
recuperacao (%) obtidos com as formulagdes contendo acido glicirrizico.

Formulacéo
AG1 AG 2 AG 3

EE? (%) + pH3,0 13+95 702+28 71,0+3,1
DPR" (%) pH50 431%+51 814%26 96,4+1,7
Teor? (ug/mL) pH3,0 600+64 1064+3.2 944+4,1
+ DPR" (%) pH50 733%£36 100027 113,4+29
Recuperacdo® pH3,0 30,0+39 55029 56,6 +2,4
(%) +DPR (%) pH50 36638 516+28 68,1+25

média de trés determinag6es; "desvio padréo relativo

As formulagdes preparadas em pH 5,0 apresentaram maior EE do
que em pH 3,0. Em pH 5,0 ocorreu uma maior interacdo dos grupos
COO" do AG com os grupos N* da QUI. O AG apresenta trés valores de
pKa (pKal = 2,7; pKa2 = 2,8; pKa3 = 4,7) e, ao ser dissolvido em agua
no preparo da solucdo de 1,0 mg/mL estara ionizado. No momento da
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adicdo a solucdo de QUI em pH 5,0 grande parte dos seus grupamentos
carboxilicos continuard ionizado, favorecendo a interagdo com a QUI, o
que pode explicar esta maior EE. Por outro lado, 0 mesmo nédo ocorre
guando é adicionado a solucdo de QUI em pH 3,0, pois o0 pH préximo a
dois valores de pKa do AG diminui a ionizacdo das suas cargas
superficiais, diminuindo a interagdo e, consequentemente, a EE. Liu e
Gao (2009) observaram este efeito do pH utilizando ciprofloxacino
como farmaco modelo. O ciprofloxacino possui um grupo é&cido
carboxilico em sua molécula, que é gradualmente deprotonado com o
aumento do pH, resultando em maior EE em pH 5,5.

Independentemente do pH, a auséncia de ALG e TPP nas
formulagdes (AG 1) levou a uma menor EE, o que indica que o farmaco
ndo foi capaz de interagir satisfatoriamente com os sitios da QUI,
contrariando estudos anteriores que obtiveram alta taxa de EE somente
com a interagdo eletrostatica entre AG e QUI (ZHENG et al., 2006). A
formulagdo AG 2,4 50 que contém apenas TPP apresentou uma EE de
81,4 %, indicando que a adicdo de TPP resulta em uma reticulacdo das
cadeias de QUI, encapsulando o farmaco de forma mais eficiente. Ja a
formulagdo AG 3,4 50, que contém TPP e ALG, apresentou maior EE
(96,4 %). Este resultado elimina a hip6tese de que o ALG poderia
competir com o farmaco pelos sitios positivos da QUI, pois 0 AG é
adicionado primeiramente & solugdo de QUI, ligando-se aos sitios N*.
Posteriormente, a adicdo de ALG ocupa 0s sitios restantes, aprisionando
o farmaco dentro da particula devido & formacdo de uma rede que é
fortificada pela adicdo de TPP. Isto demonstra que além da interacdo
eletrostatica que ocorre entre 0 AG e a QUI, a encapsulacdo fisica
causada pelo ALG e TPP possui um papel relevante na EE. Xu e
colaboradores (2003) e Yu e colaboradores (2009) também observaram
a encapsulacdo fisica provocada pelo ALG na formacdo de complexos
com a QUI, comprovando a importancia deste polieletrolito na formacéo
das nanoparticulas.

A taxa de recuperacdo indica quanto de farmaco adicionado na
formulacdo foi recuperado apés a formacdo do complexo. As
formulagdes AG 2 e AG 3 apresentaram taxas de recuperagdo de
farmaco entre 51,6 e 68,3 %, indicando que uma parte do que foi
adicionado inicialmente ndo foi encontrado na suspensdo final. Uma
hipotese para esta baixa recuperagéo é que o AG em agua esta altamente
ionizado, onde uma porgdo do farmaco pode ter precipitado ao ser
adicionado a fase contendo QUI em pH mais baixo.
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3.2.2.2 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo e do teor de &cido
salicilico

O écido salicilico (AS) possui pequena massa molar e baixa
densidade de carga superficial negativa. A andlise em triplicata de uma
solucdo de AS (1,0 mg/mL) resultou em um valor de potencial zeta
médio de — 4,2 mV % 3,1 %.

Neste trabalho foram desenvolvidas um total de 6 formulagGes
contendo AS (1,0 mg/mL). Entretanto, ndo foram utilizadas as mesmas
concentracBes dos sistemas contendo AG. Como o AS possui menor
peso molecular e apenas um grupo carboxilico em sua molécula, a
possibilidade de ocorrer uma interacdo com a QUI sem a presenca de
TPP ou ALG é pequena. As formulagdes foram desenvolvidas de acordo
com a tabela 20, utilizando solugdes de QUI em pH 3,0 ou 5,0.

Tabela 20. Composicdo das formulagbes de suspensfes de nanoparticulas
contendo acido salicilico.

Formulagdo®  TPP (mg/mL) ALG (mg/mL)  Volume final

(mL)
AS 1pH30;pH50 5,0 - 31.0
AS 251 30; pH 50 10,0 - 320
AS 3pH3,0; pH 5.0 1,0 1,2 36.0

®Formulagdes preparadas em triplicata com AS (1,0 mg/mL)
pH 3,0- Formulagdo preparada com solugéo de QUI (0,9 mg/mL) em pH 3,0
pHs,0- Formulagdo preparada com solugéo de QUI (0,9 mg/mL) em pH 5,0

As formulagdes foram preparadas conforme metodologia descrita
no item 2.1 e submetidas a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia eficiéncia utilizando método validado descrito no item 2.3.1.2
para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo, teor e recuperagdo
(tabela 21).

Tabela 21. Resultados de eficiéncia de encapsulacdo (EE %), teor (ug/mL) e
recuperagao (%) obtidos com as formulagdes contendo acido salicilico.

Formulacéo
AS 1 AS 2 AS 3
EE® (%) +DPR® pH30 120+72 150+41 160%54
(%) pH50 50+6;3 3,0+6,7 40+58

Teor® (ug/mL) + pH30 1839+63 181,2+36 161,1+48
DPR" (%) pH50 187,1+54 1843+47 1639+46
Recuperacdo® (%) + pH30 950+39 966+2.2 96,6 +29
DPR" (%) pH50 966+21 983+38 983%31

média de trés determinac@es; "desvio padrao relativo
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Apesar de possuir grupos carboxilicos disponiveis para interacao,
0 AS apresentou baixa EE em todas as formulagdes testadas. Entretanto,
as formulagbes mostraram um alto teor de farmaco, provavelmente
porque o AS esta dissolvido no meio e ndo estd associado as
nanoparticulas.

Arica e colaboradores (2002) e Yu e colaboradores (2008)
estudando a encapsulacdo de 5-fluoruracil em microparticulas de
ALG/QUI/CaCl, concluiram gque o peso molecular é fator determinante
para EE. De acordo com os autores, a EE de farmacos com baixo peso
molecular é menor devido a rapida difusdo que pode ocorrer durante o
processo de encapsulacdo. Outro fator determinante da EE foi o namero
de sitios carregados negativamente disponiveis para interagdo. O AS
possui apenas um grupamento carboxilico em sua molécula, o que
reflete em seu baixo valor de potencial zeta médio (— 4,2 mV) antes da
complexacéo. Consequentemente, a interacdo do AS com a QUI é mais
fraca do que a do AG, que possui maior densidade de carga negativa.

Um fato interessante a ser analisado é que, diferentemente do
AG, o AS apresentou maior EE em pH 3,0 do que em pH 5,0. Este
resultado ndo era esperado, ja que o AS possui pKa de 2,8, o que indica
que esta fracamente ionizado em pH 3,0. Boonsongrit, Mitrevej, e
Mueller (2006) chegaram a um resultado semelhante em estudo
utilizando AS e outros farmacos para um sistema de QUI e TPP. A EE
de AS aumentou de 23 % para 77 % com a diminuicdo do pH de QUI.
Segundo os autores, a interacdo idnica ndo foi a responsavel pela
formagdo de particulas, sendo a encapsulacdo fisica considerada como
um possivel mecanismo. Esta é causada pelo entrelagcamento das cadeias
dos polieletrélitos, que podem aprisionar o farmaco fisicamente
evitando a sua liberagdo imediata do sistema.

3.2.2.3 Determinacao da eficiéncia de encapsulacédo e do teor de cafeina

A cafeina é uma base fraca com pequena massa molar e apresenta
pKa de 8,3. Quando ionizada apresenta densidade de carga superficial
positiva. A analise em triplicata de uma solucdo de CF (1,0 mg/mL)
resultou em um valor de potencial zeta médio de + 5,2 mV + 3,1 %.

Na literatura sdo descritos trabalhos sobre a encapsulagdo de
farmacos com carga superficial positiva em nanoparticulas de QUI,
como por exemplo, doxorubicina e carboplatina. Apesar dos farmacos
ndo conseguirem complexar com a QUI através de interacdo
eletrostatica, devido a repulsdo entre as cargas positivas de ambos,
foram obtidas EE de até 30 %. Nestes casos, 0 principal mecanismo
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envolvido foi a encapsulacéao fisica (JANES et al., 2001; PARVEEN et
al., 2010).

Foram desenvolvidas um total de 4 formulag¢6es contendo CF (1,0
mg/mL). Como a CF apresenta carga superficial positiva, as
formulagBes foram adaptadas buscando compreender o processo de
encapsulacdo de um farmaco com estas caracteristicas. As formulacdes
foram desenvolvidas de acordo com a tabela 22, utilizando solugdes de
QUI em pH 3,0 ou 5,0.

Tabela 22. Composicdo das formulacBes de suspensdes de nanoparticulas
contendo cafeina

Formulagdo®  TPP (mg/mL) ALG (mg/mL)  Volume final

(mL)
CF 1ph30;pH50 10,0 --- 32,0
CF 25130;pH50 5,0 1.2 36,0

®Formulac@es preparadas em triplicata com CF (1,0 mg/mL)
pH3,0- FOrmulagdo preparada com solugéo de QUI (0,9 mg/mL) em pH 3,0
o500 Formulagdo preparada com solugéo de QUI (0,9 mg/mL) em pH 5,0

As formulagdes foram preparadas conforme metodologia descrita
no item 2.1 e submetidas a analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia eficiéncia utilizando método validado descrito no item 2.3.1.3
para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo, teor e recuperagdo
(tabela 23).

Tabela 23. Resultados de eficiéncia de encapsulacdo (EE %), teor (ug/mL) e
recuperagdo (%) obtidos com as formulagdes contendo cafeina.

Formulagéo
CF1 CF 2
2 1o b 1o PH30 ~ 50+64 70£7.9
EE" (%) £ DPR™ (%) PH50 2571 3.0+63

. oo~ PH30 1812%52 161,1%58
Teor (ug/mL) £DPR™(%) 1 i5'y  1781+61 1639453

Recuperacdo® (%) + DPR®  pH 3,0 96,6 +4,3 96,6 + 3,7
(%) pH50  950+37 98,3+4,0

®média de trés determinacdes; "desvio padréo relativo

Neste trabalho todas as formulacGes testadas apresentaram EE
menor que 10%, demonstrando que o sistema ndo foi capaz de
encapsular fisicamente a CF. O fato de a CF ser sollvel em acidos
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diluidos sugere que ela possa estar solubilizada na fase externa do
sistema, limitando a sua encapsulacéo.

4 CONCLUSOES

A formulacdo contendo QUI 0,9 mg/mL (pH 5,0), ALG 1,6
mg/mL, e TPP 1,0 mg/mL, apresentou maior turbidez, com 48 % de
transmitancia e 451,9 kcps. Foi verificado que o tamanho das particulas
depende da concentracdo de QUI, ALG e TPP, e do pH da solucdo de
QUI. Particulas maiores foram obtidas com o aumento da concentracéo
de polieletrélitos e em pH 3,0. Além disso, as nanoparticulas preparadas
em pH 3,0 apresentaram maior polidispersdo, indicando que o pH 5,0
resulta em particulas mais homogéneas. O potencial zeta foi positivo,
variando com a concentra¢do e o pH. O aumento da concentragdo de
QUI ocasiona um aumento do potencial zeta, enquanto o contrario
ocorre ao aumentar a concentracdo de ALG e TPP. As suspensdes de
nanoparticulas apresentaram caracteristicas de fluido néo-newtoniano
dilatante. Ocorreu uma diminuicdo da viscosidade e aumento na
dilatdncia com o uso de maiores concentraces de TPP e ALG, assim
como o uso da QUI em pH 5,0. As nanoparticulas sdo esféricas,
caracterizadas por um nlcleo compacto cercado por uma coroa com
coloracdo menos intensa. Os métodos analiticos para quantificacdo dos
farmacos nas nanoparticulas foram desenvolvidos e validados com
sucesso. O AS e a CF ndo foram eficientemente encapsulados nas
nanoparticulas. Por outro lado, o AG apresentou os melhores resultados
de EE, teor, e recuperagdo, sendo o farmaco selecionado para os
préximos estudos.



145

5 REFERENCIAS

AELENEI, N.; POPA, M. I.; NOVAC, O.; LISA, G.; BALAITA, L.
Tannic acid incorporation in chitosan-based microparticles and in vitro
controlled release. Journal of Material Science: Materia Medica, v.
20, p.1095-1102, 2009.

ALVES, P. M.; POHLMANN, A.R.; GUTERRES, S.S. Semisolid
topical formulations containing nimesulide-loaded nanocapsules,
nanospheres or nanoemulsion: development and rheological
characterization. Pharmazie, v. 60, n. 12, p. 900-4, 2005.

ANAL, A. K. & STEVENS, W. F. Chitosan—-alginate multilayer beads
for controlled release of ampicillin. International Journal of
Pharmaceutics, v. 290, p. 45-54, 2005.

ARICA, B.; ALIS, S.; KAS, H.; SARGON, M.; HINCAL, AA. 5-
Fluorouracil encapsulated alginate beads for the treatment of breast
cancer. International Journal of Pharmaceutics, v. 242, p. 267-269,
2002.

AULTON, M.E. Delineamento de formas farmacéuticas. 2 ed., Séo
Paulo: Artmed, 2005. 677 p.

AVADI, M.R.; SADEGHI, A.M.; MOHAMMADPOUR, N.; ABEDIN,
S.; ATYABI, F.; DINARVAND, R.; RAFIEE-TEHRANI, M.
Preparation and characterization of insulin nanoparticles using chitosan
and Arabic gum with ionic gelation method. Nanomedicine:
Nanotechnology, Biology, and Medicine, v. 6, p. 58-63, 2010.

BAO, H.; LIN, A. LI, G. ZHANG, H. Influence of
cetyltrimethylammonium bromide on physicochemical properties and
microstructures of chitosan—TPP nanoparticles in aqueous solutions.
Journal of Colloid and Interface Science, v. 328, p. 270-277, 2008.

BARCK, K. & BUTLER, M. Comparison of Morphology and
Properties of Polyelectrolyte Complex Particles Formed from Chitosan
and Polyanionic Biopolymers. Journal of Applied Polymer Science, v.
98, p. 1581-1593, 2005.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alves%20PM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pohlmann%20AR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guterres%20SS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16398265

146

BECHERAN-MARON, L.; PENICHE, C.; ARGUELLES-MONAL, W.
Study of the interpolyelectrolyte reaction between chitosan and alginate:
influence of alginate composition and chitosan molecular weight.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 34, p. 127—
133, 2004.

BEZERRIL, L. M.; VASCONCELOS, C. L.; DANTAS, T. N. C,;
PEREIRA, M. R.; FONSECA, J. L. Rheology of chitosan-kaolin
dispersions. Colloids and Surfaces A: Physicochemical Engineering
Aspects, v. 287, p. 24-28, 2006.

BODDOHI, S. & KIPPER, M. J. Engineering Nanoassemblies of
Polysaccharides. Advanced Materials, v. 22, p. 2998-3016, 2010.

BOONSONGRIT, Y.; MITREVEJ, A.; MUELLER, B. Chitosan drug
binding by ionic interaction. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 62, p. 267274, 2006.

BRICENO, M.I. Rheology of suspensions and emulsions In: Nielloud
F.; Marti-Mestres G (ed). Pharmaceutical Emulsions and
Suspensions, New York, 2000, 854 p.

BURCKBUCHLER, V.; BOUTANT, V.; WINTGENS, V.; AMIEL, C.
Macromolecular Assemblies Based on Coupled Inclusion Complex and
Electrostatic Interactions. Biomacromolecules, v. 7, p. 2890-2900,
2006.

CALVO, P., REMUNAN-LOPEZ, C., VILA-JATO, J.L., ALONSO,
M.J. Development of positively charged colloidal drug carriers:
Chitosan coated polyester nanocapsules and submicron-emulsions.
Colloidal Polymers Science, v. 275, p. 46-53, 1997.

CHO, J.; HEUZEY, M.; BEGIN, A.; CARREAU, P.J. Viscoelastic
properties of chitosan solutions: Effect of concentration and ionic
strength. Journal of Food Engineering, v. 74, p. 500-515, 2006.

CHUAH, A.M.; KUROIWA, T.; ICHIKAWA, S.; KOBAYASHI, H.;
NAKAIJIMA, M. Formation of Biocompatible Nanoparticles via the
Self-Assembly of Chitosan and Modified Lecithin. Journal of Food
Science, v. 74, n. 1, p. 1-8, 20009.



147

COOK, M.T.; TZORTZIS, G.; CHARALAMPOPOULOS, D,
KHUTORYANSKIY, V.V. Production and Evaluation of Dry Alginate
— Chitosan Microcapsules as an Enteric Delivery Vehicle for Probiotic
Bacteria. Biomacromolecules, v. 12, n. 7, p. 2834-40, 2011.

COPPI, G. & IANNUCCELLI, V. Alginate/chitosan microparticles for
tamoxifen delivery to the lymphatic system. International Journal of
Pharmaceutics, v. 367, p. 127-132, 2009.

DAVIDENKO, N.; BLANCO, M.; PENICHE, C.; BECHERAN, L;
GUERRERO, S.; TEIJON, J. Effects of Different Parameters on the
Characteristics of Chitosan—Poly(acrylic acid) Nanoparticles Obtained
by the Method of Coacervation. Journal of Applied Polymer Science,
v. 111, p. 2362-2371, 2009.

DONATI, |.; BORGOGNA, M.; TURELLO, E.; CESARO, A,
PAOLETTI, S. Tuning Supramolecular Structuring at the Nanoscale
Level: Nonstoichiometric Soluble Complexes in Dilute Mixed Solutions
of  Alginate  and Lactose-Modified  Chitosan (Chitlac).
Biomacromolecules, v. 8, p. 1471-1479, 2007.

DOUGLAS, K.L.; CIRIACO, A.; PICCIRILLO, P.; TABRIZIAN, M.
Effects of alginate inclusion on the vector properties of chitosan-based
nanoparticles. Journal of Controlled Release, v. 115, p. 354-361,
2006.

DROGOZ, A.; DAVID, L.; ROCHAS, C.; DOMARD, A.; DELAIR, T.
Polyelectrolyte Complexes from Polysaccharides: Formation and
Stoichiometry Monitoring. Langmuir, v. 23, p. 10950-10958, 2007.

DUCEL, V.; RICHARD, J.; SAULNIERA, P.; POPINEAUC, Y,
BOURY, F. Evidence and Characterization of Complex Coacervates
Containing Plant Proteins: Application to the Microencapsulation of Qil
Droplets. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, v. 232, p. 239-247, 2006.

ESPINOSA-ANDREWS, H.; BAEZ-GONZA, J.; LEZ, CRUZ-SOSA,
F.,  VERNON-CARTER, J. Gum Arabic-Chitosan Complex
Coacervation. Biomacromolecules, v. 8, p. 1313-1318, 2007.



148

FERNANDES, A. L. P.; MORAIS, W. A.; SANTOS, A. |. B.; DE
ARAUJO, A. M. L.; DOS SANTOS, D. E. S.; DOS SANTOS, D. S;;
PAVINATTO, F. J.; OLIVEIRA, O. N.; DANTAS, T. N. C;
PEREIRA, M. R. The influence of oxidative degradation on the
preparation of chitosan nanoparticles. Colloid & Polymer Science, v.
284, n. 1, p. 1-9, 2005.

GAN, Q. & WANG, T. Chitosan nanoparticle as protein delivery
carrier—Systematic examination of fabrication conditions for efficient
loading and release. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 59, p.
24-34, 2007.

GAN, Q.; WANG, T.; COCHRANE, C.; ALLEN, S.; MCCARRON, P.
Modulation of surface charge , particle size and morphological
properties of chitosan-TPP nanoparticles intended for gene delivery.
Journal of Colloid and Interface Science: B, v. 44, p. 65-73, 2005.

GAZORI, T.; KHOSHAYAND, M.; AZIZI, l.; YAZDIZADE, P
NOMANI, A.; HARIRIAN, |. Evaluation of Alginate/Chitosan
nanoparticles as antisense delivery vector: Formulation, optimization
and in vitro characterization. Carbohydrate Polymers, v. 77, p. 599—
606, 20009.

GOYCOOLEA, F.M.; LOLLO, G.; REMUNAN-LOPEZ, C,;
QUAGLIA, F.; ALONSO, M.J. Chitosan-Alginate Blended
Nanoparticles as Carriers for the Transmucosal Delivery of
Macromolecules. Biomacromolecules, v. 10, p. 1736-1743, 2009.

GUTERRES, S.S.; ALVES, M.P.; POHLMANN, A.R. Polymeric
nanoparticles, nanospheres and nanocapsules for cutaneous applications.
Drug Target Insights, v. 2, p. 147-157, 2007.

HAMMAN, J. H. Chitosan Based Polyelectrolyte Complexes as
Potential Carrier Materials in Drug Delivery Systems. Marine Drugs, V.
8, p. 1305-1322, 2010.

HARTIG, S. M.; GREENE, R. R.; DIKOV, M. M.; PROKOP, A,
DAVIDSON, J. M. Multifunctional Nanoparticulate Polyelectrolyte
Complexes. Pharmaceutical Research, v. 24, n. 12, 2007.


http://www.springerlink.com/content/?Author=A.+L.+P.+Fernandes
http://www.springerlink.com/content/?Author=W.+A.+Morais
http://www.springerlink.com/content/?Author=A.+I.+B.+Santos
http://www.springerlink.com/content/?Author=A.+M.+L.+de+Ara%c3%bajo
http://www.springerlink.com/content/?Author=A.+M.+L.+de+Ara%c3%bajo
http://www.springerlink.com/content/?Author=D.+E.+S.+dos+Santos
http://www.springerlink.com/content/?Author=D.+S.+dos+Santos
http://www.springerlink.com/content/?Author=F.+J.+Pavinatto
http://www.springerlink.com/content/?Author=O.+N.+Oliveira
http://www.springerlink.com/content/?Author=T.+N.+C.+Dantas
http://www.springerlink.com/content/?Author=M.+R.+Pereira
http://www.springerlink.com/content/?Author=M.+R.+Pereira
http://www.springerlink.com/content/0303-402x/
http://www.springerlink.com/content/0303-402x/284/1/
http://www.springerlink.com/content/0303-402x/284/1/

149

HWANG, J.K. & SHIN, H.H. Rheological properties of chitosan
solutions. Korea-Australia Rheology Journal, v. 12, n. 3/4, p. 175-
179, 2000.

JANES, K.A.; FRESNEAU, M.P.; MARAZUELA, A.; FABRA, A;
ALONSO, M.J. Chitosan nanoparticles as delivery systems for
doxorubicin. Journal of Controlled Release, v. 73, p. 243-255, 2001.

KALOTI, M. & BOHIDAR, H.B. Kinetics of coacervation transition
versus nanoparticle formation in chitosan-sodium tripolyphosphate
solutions. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 81, n. 1, p.165-
73, 2010.

LACHMAN, L.; LIEBERMAN, H. A.; KANIG, J. L. Teoria e Pratica
na Induastria Farmacéutica. vol. 2. Lisboa: Fundacdo Calouste
Gulbekian, 2001.

LEE, K. Y.; PARK, W.; HA, W. S. Polyelectrolyte Complexes of
Sodium Alginate with Chitosan or Its Derivatives for Microcapsules.
Journal of Applied Polymer Science, v. 63, p. 425-432, 1997.

LIU, H. & GAO, C. Preparation and properties of ionically cross-linked
chitosan nanoparticles. Polymers for Advanced Technologies, v. 20, p.
613-619, 2009.

LUCINDA-SILVA, R.M.; SALGADO, H.N.; EVANGELISTA, R.C.
Alginate—chitosan systems: In vitro controlled release of triamcinolone
and in vivo gastrointestinal transit. Carbohydrate Polymers, v. 81, p.
260-268, 2010.

MARTINS, G.V.; MANO, J.F.; ALVES, N.M. Nanostructured self-
assembled films containing chitosan fabricated at neutral pH.
Carbohydrate Polymers, v. 80, p. 570-573, 2010.

MUCHA, M. Rheological characteristics of semi-dilute chitosan
solutions. Macromolecular Chemistry and Physics, v. 198, p. 471-
484, 1997.

PAN, Y.; LI, Y. J; ZHAO, H. Y.; HAO, J. S.; ZHENG, J. M.
Formulation of Insulin-loaded Chitosan Nanoparticles: Influence of



150

Factors on Entrapment Efficiency. Journal Chinese of Pharmaceutical
Science. v. 11, n. 3, p. 97-100, 2002.

PARVEEN, S.; MITRA, M.; KRISHNAKUMAR, S.; SAHOO, S.K.
Enhanced antiproliferative activity of carboplatin-loaded chitosan—
alginate nanoparticles in a retinoblastoma cell line. Acta Biomaterialia,
v. 6, p. 3120-3131, 2010.

ROSSI, S.; FERRARI, F.; BONFERONI, M.C.; CARAMELLA, C.
Characterization of chitosan hydrochloride—mucin interaction by means
of viscosimetric and turbidimetric measurements. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 10, p. 251-257, 2000.

SAETHER, H.V.; HOLME, H.K.; MAURSTAD, G.; SMIDSR@D, O.;
BJZRN, T.; STOKKE, H.. Polyelectrolyte complex formation using
alginate and chitosan. Carbohydrate Polymers, v. 74, p. 813-821,
2008.

SARMENTO, B.; FERREIRA, D.; VEIGA, B.; RIBEIRO, A.
Characterization of insulin-loaded alginate nanoparticles produced by
ionotropic pre-gelation through DSC and FTIR studies. Carbohydrate
Polymers, v. 66, p. 1-7, 2006.

SHOVSKY, A.; VARGA, l.; MAKUSKA, R.; CLAESSON, P.
Formation and Stability of Water-Soluble, Molecular Polyelectrolyte
Complexes: Effects of Charge Density, Mixing Ratio, and
Polyelectrolyte Concentration. Langmuir, v. 25, p. 6113-6121, 2009.

SHU, S.; ZHANG, X.; TENG, D.; WANG, Z.; LI, C. Polyelectrolyte
nanoparticles based on water-soluble chitosan—poly (L-aspartic acid)—
polyethylene glycol for controlled protein release. Carbohydrate
Research, v. 344, p. 1197-1204, 2009.

SIMSEK-EGE, F.A.; BOND, G.M.; STRINGER, J. Polyelectrolye
Complex Formation Between Alginate and Chitosan as a Function of
pH. Journal of Applied Polymer Science, v. 88, p. 346-351, 2003.

SUI, Z.; JABER, J.; SCHLENOFF, J.B. Polyelectrolyte Complexes with
pH-Tunable Solubility. Macromolecules, v. 39, p. 8145-8152, 2006.

SUN, W.; MAO, S.; MEI, D.; KISSEL, T. Self-assembled
polyelectrolyte nanocomplexes between chitosan derivatives and



151

enoxaparin.  European  Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 69, p. 417-425, 2008.

TAKKA, S. & GUREL, A. Evaluation of Chitosan/Alginate Beads
Using Experimental Design: Formulation and In Vitro Characterization.
AAPS PharmsSciTech, v. 11, n. 1, p. 460-466, 2010.

TIYABOONCHAI, W. & LIMPEANCHOB, N. Formulation and
characterization of  amphotericin  B-chitosan—dextran  sulfate
nanoparticles. International Journal of Pharmaceutics, v. 329, p.
142-149, 2007.

TSAIl, M.; CHEN, R.; BAI, S.; CHEN, W. The storage stability of
chitosan/tripolyphosphate  nanoparticles in a phosphate buffer.
Carbohydrate Polymers, v. 84, p. 756-761, 2011.

VASCONCELQOS, C.L.; BEZERRIL, P.M.; SANTOS, D.E.; DANTAS,
T.N.; PEREIRA, M.R.; FONSECA, J.L. Effect of Molecular Weight
and lonic Strength on the Formation of Polyelectrolyte Complexes
Based on Poly(methacrylic acid) and Chitosan. Biomacromolecules, v.
7, p. 1245-1252, 2006.

VOETS, I. K.; KEIZER, A.; STUART, M. C. Complex coacervate core
micelles. Advances in Colloid and Interface Science, v. 147, p. 300—
318, 20009.

XU, Y.; DU, Y.; HUANG, R.; GAO, L. Preparation and modification of
N-(2-hydroxyl) propyl-3-trimethyl ammonium chitosan chloride
nanoparticle as a protein carrier. Biomaterials, v. 24, n. 27, p.5015-
5022, 2003.

YASAR, F.; TOGRUL, H.; ARSLAN, N. Flow properties of cellulose
and carboxymethyl cellulose from orange peel. Journal of Food
Engineering, v. 81, p. 187-199, 2007.

YENILMEZ, E.; BASARAN, B.; YAZAN, Y. Release characteristics of
vitamin E incorporated chitosan microspheres and in vitro—in vivo
evaluation for topical application. Carbohydrate Polymers, in press,
2010.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01448617
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961203004083?_alid=1791493002&_rdoc=1&_fmt=high&_origin=search&_docanchor=&_ct=406&_zone=rslt_list_item&md5=791f751d4589e0462b63de96531b5cb7
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961203004083?_alid=1791493002&_rdoc=1&_fmt=high&_origin=search&_docanchor=&_ct=406&_zone=rslt_list_item&md5=791f751d4589e0462b63de96531b5cb7
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961203004083?_alid=1791493002&_rdoc=1&_fmt=high&_origin=search&_docanchor=&_ct=406&_zone=rslt_list_item&md5=791f751d4589e0462b63de96531b5cb7

152

YU, C.; YIN, B.; ZHANGA, W.; CHENGA, S.; ZHANG, X.; ZHUO,
R. Composite microparticle drug delivery systems based on chitosan,
alginate and pectin with improved pH-sensitive drug release property.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 68, p. 245-249, 2009.

ZHENG, Y.; WU, Y.; YANG, W.; WANG, C.; FU, S.; SHEN, X.
Preparation, Characterization, and Drug Release In Vitro of Chitosan-
Glycyrrhetic Acid Nanoparticles. Journal of Pharmaceutical Sciences,
v. 95, n. 1, 2006.

ZHENG, Y.; YANG, W.; WANG, C.; HU, J.; FU, S.; DONG, L.; WU,
L.; SHEN, X. Nanoparticles based on the complex of chitosan and
polyaspartic acid sodium salt: preparation, characterization and the use
for 5-fluorouracil delivery. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 67, n. 3, p. 621-31, 2007.

ZHONG, D.; HUANG, X.; YANG, Y.; CHENG, R. New insights into
viscosity abnormality of sodium alginate aqueous solution.
Carbohydrate Polymers, v. 81, p. 948-952, 2010.


http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Yongli%20Zheng%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Yongli%20Zheng%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Changchun%20Wang%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Jianhua%20Hu%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Shoukuan%20Fu%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Ling%20Dong%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Lili%20Wu%22
http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Xizhong%20Shen%22
http://pubget.com/search?q=latest%3AEuropean+Journal+of+Pharmaceutics+and+Biopharmaceutics&from=17533123
http://pubget.com/search?q=latest%3AEuropean+Journal+of+Pharmaceutics+and+Biopharmaceutics&from=17533123
http://pubget.com/search?q=issn%3A0939-6411+vol%3A67+issue%3A3&from=17533123

153

CAPITULO 111

ACIDO GLICIRRIZICO: PREPARACAO E
CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS E
INCORPORACAO EM GEL TOPICO
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1 INTRODUCAO

O é&cido glicirrizico (AG) foi o farmaco de escolha para o sistema
nanoparticulado desenvolvido. A partir disso, 0 objetivo deste capitulo
foi realizar todas as etapas do desenvolvimento e caracterizacdo de uma
formulacdo para aplicacéo tépica contendo nanoparticulas de AG.

A etapa inicial foi avaliar como a incorporagdo do AG na
formulacgéo poderia interferir na complexacao entre os polieletrolitos. O
AG possui grupamentos carboxilicos em sua estrutura, fator pelo qual se
espera a ocorréncia de uma interacdo eletrostatica com 0s grupamentos
amino da quitosana (QUI), além da que ocorre entre QUI e alginato de
sodio (ALG). Primeiramente a concentracdo de AG foi mantida fixa,
tendo sido preparadas seis formulagdes diferentes utilizando solucdes de
QUI com pH 3,0 e 5,0, que foram caracterizadas quanto a turbidez,
tamanho de particula, potencial zeta, viscosidade, pH, eficiéncia de
encapsulacéo, teor e recuperacdo de farmaco.

Ap6s avaliagdo dos resultados, foram estabelecidas as
concentracdes ideais de polieletrélitos, que foram mantidas fixas para o
préximo estudo. Em um sistema nanoparticulado formado através de
interacdo eletrostatica, o nlimero de sitios ativos disponiveis para
interacdo é limitado e depende principalmente da concentracéo e do grau
de ionizacdo de cada componente. Para definir a concentracdo de
farmaco que o sistema é capaz de encapsular, foram desenvolvidas
formulagbes com concentragBes crescentes de farmaco, que foram
avaliadas quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas.

Na préxima etapa as concentracdes de polieletrolitos e de
farmaco foram fixadas, sendo que a suspensdo de nanoparticulas foi
submetida as analises de espectroscopia de infravermelho, calorimetria
exploratdria diferencial, termogravimetria e morfologia.

Paralelamente foi realizado um estudo de estabilidade acelerado,
analisando a suspensdo de nanoparticulas durante 90 dias a fim de
garantir sua estabilidade fisico-quimica durante o desenvolvimento da
base semissolida.

Para o objetivo final do capitulo, um gel ndo-idnico foi escolhido
como Vveiculo para incorporagdo das nanoparticulas, onde foi realizada a
caracterizacdo fisico-quimica, avaliando parametros como caracteres
organolépticos, pH, teor de farmaco, tamanho de particula, potencial
zeta, morfologia e viscosidade.
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2 METODOLOGIA
2.1 PREPARAGCAO DAS NANOPARTICULAS DE AG

Inicialmente foi obtida uma solugédo estoque de QUI (2,0 mg/mL)
em 4cido acético (1,0 % V/V) com pH ajustado a 3,0 ou 5,0. Esta
solucdo foi diluida em agua purificada a fim de obter a concentracdo
final (0,9 mg/mL). As solucdes de ALG (1,2 mg/mL) e TPP (0,50u 1,0
mg/mL) foram preparadas em agua purificada com pH ajustado para 5,5.
O AG foi diluido em agua purificada (1,0 mg/mL).

Foram desenvolvidas trés formulagdes contendo AG, de acordo
com a tabela 24.

Tabela 24. Composicdo das formulagdes de suspensdes de nanoparticulas
contendo &cido glicirrizico.

Formulagdo®  TPP (mg/mL) ALG (mg/mL)  Volume final

(mL)
AG 1pH30: pHs0 --- --- 30,0
AG 2,130;pH50 5,0 --- 31,0
AG 3pH30:pH50 1,0 1.2 36,0

®Formulacdes preparadas em triplicata com AG (1,0 mg/mL)
pH30. Formulagéo preparada com solugéo de QUI (0,9 mg/mL) em pH 3,0
ps,0- Formulagao preparada com solugdo de QUI (0,9 mg/mL) em pH 5,0

Para o preparo das nanoparticulas, 6,0 mL da solucdo aquosa de
AG (1,0 mg/mL) foram gotejados sob 24 mL da solucdo de QUI (0,9
mg/mL) sob agitacdo magnética. Em seguida, 6,0 mL da solucdo
contendo ALG (1,2 mg/mL) e TPP (1,0 mg/mL), ou somente 1,0 mL da
solucdo de TPP (5,0 mg/mL), foram gotejadas a solucdo anterior e a
agitacéo foi mantida por 1 h. As suspensdes de nanoparticulas formadas
foram filtradas em papel de filtro e submetidas a caracterizacdo fisico-
guimica.

2.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS
NANOPARTICULAS DE AG

As fOI’mUlaQﬁeS AG 1p|-| 3,0; pH 5,0 AG 2p|-| 3,0; pH 5,0, € AG 3pH 3,0; pH
50 foram analisadas quanto a turbidez, pH, tamanho de particula e
distribuicdo, potencial zeta, viscosidade, eficiéncia de encapsulacéo, teor
e recuperacdo de farmaco. Os métodos utilizados ja foram previamente
descritos no capitulo 11.
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A partir destes resultados, a formulacdo mais adequada foi
selecionada, tendo sido avaliado o efeito da concentracdo de farmaco
nas caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas. Para isto as
concentracdes de polimeros foram fixadas e a concentracdo de AG foi
utilizada na faixa de 0,5 a 3,0 mg/mL. Ao fim destas analises, a
concentragcdo de AG foi fixada, sendo que a formulacdo final foi
submetida a caracterizagdo morfolégica conforme ja descrito
anteriormente (capitulo 11), além das andlises de espectroscopia de
infravermelho, calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria,
conforme descrito a seguir.

2.2.1 Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FIT-IR) foram obtidos usando um
equipamento Shimadzu (IR Prestige 21; Kyoto, Japdo) utilizando
resolucdo de 4 cm™. Foram realizadas analises dos compostos puros, da
mistura fisica dos compostos, das nanoparticulas placebo e das
nanoparticulas contendo AG. As suspensdes de nanoparticulas foram
previamente liofilizadas utilizando glicina (0,05 %) como crioprotetor.
As amostras foram trituradas com brometo de potassio (KBr) e
submetidas & analise entre 400 a 4000 cm'™.

2.2.2 Calorimetria  Exploratéria  Diferencial (DSC) e
Termogravimetria (TG)

O comportamento térmico da QUI, ALG, AG, mistura fisica e
nanoparticulas placebo e contendo AG foi analisado por DSC e TG. As
suspensdes de nanoparticulas foram previamente liofilizadas utilizando
glicina (0,05 %) como crioprotetor.

As andlises de DSC foram realizadas em equipamento DSC-60
Shimadzu (Kyoto, Japédo). Cerca de 2,0 mg de amostra foram pesados
em cadinhos de aluminio, os quais foram selados e submetidos ao
aquecimento numa razdo de 10 °C/min, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio com fluxo de 50 mL/min. A analise foi realizada através de 2
ciclos de aquecimento. O primeiro ciclo de aquecimento foi obtido na
faixa de 30 a 250 °C, dependendo da amostra. Apés resfriamento, foi
realizado o segundo ciclo de aquecimento de 30 a 450 ou 500 °C. Um
cadinho de aluminio vazio selado foi utilizado como referéncia.

As analises de termogravimetria (TG) e termogravimetria
derivada (DTG) foram realizadas em uma termobalanga TGA-50
Shimadzu (Kyoto, Japéo). Cerca de 4,0 mg de amostra foram pesados
em cadinho de platina e submetidos a uma razdo de aquecimento de 10
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°C/min até 700 °C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio com fluxo de
50 mL/min.

2.3 ESTUDO DE ESTABILIDADE PRELIMINAR

A suspensdo de nanoparticulas contendo AG selecionada foi
submetida a um estudo de estabilidade preliminar. As formulagdes
foram mantidas em temperatura ambiente e protegidas da luz
acondicionadas em frascos de vidro &mbar. Amostras foram retiradas
apos 1, 2, 7, 14, 21, 28, 60, e 90 dias e analisadas quanto a turbidez,
tamanho de particula, potencial zeta, pH, eficiéncia de encapsulagéo,
teor e recuperagdo de farmaco, conforme metodologias descritas no
capitulo 1.

2.4 PREPARACAO DO GEL CONTENDO AS NANOPARTICULAS
DE AG

Apos a caracterizagdo fisico-quimica e estudo de estabilidade das
suspensdes de nanoparticulas contendo AG, a formulacdo selecionada
foi utilizada para o preparo de um gel topico. Primeiramente o
metilparabeno (0,05 %; p/v), utilizado como conservante, foi adicionado
a suspenséo de nanoparticulas. A seguir, o natrosol® (0,05 %; p/v) foi
incorporado lentamente sob agitacdo magnética. As formulagdes,
preparadas em triplicata, foram mantidas sob agitacdo durante 4 h,
seguido de repouso por 12 h para completa gelificagdo do natrosol®. Um
gel controle (placebo) foi preparado da mesma forma, porém a
suspensdo de nanoparticulas foi substituida por agua purificada.

2.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO GEL CONTENDO
NANOPARTICULAS DE AG

2.5.1 Caracteristicas organolépticas
As caracteristicas organolépticas foram determinadas quanto ao
sabor, o odor e a aparéncia das formulagoes.

2.5.2 Determinacéo do pH do gel
O pH do gel contendo nanoparticulas foi determinado em
triplicata conforme método descrito no capitulo I1.
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2.5.3 Determinacdo do teor de AG no gel

Uma aliquota de gel (1,0 mL) foi transferida para baldo
volumétrico contendo 1,0 mL de metanol. Esta solucdo foi submetida a
agitacdo em vortex até dispersdo e mantida em contato por 24 h para
completa dissolucdo das nanoparticulas e do gel. A solucdo foi diluida
com fase mével até volume de 10,0 mL e filtrada em papel de filtro. A
quantificacdo de AG foi realizada em triplicata por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, conforme método descrito no capitulo I1.

2.5.4 Determinacdo do tamanho de particula no gel

O tamanho das nanoparticulas apds a formacdo do gel foi
determinado através de medidas de espalhamento de luz dinamico
(DLS) conforme método descrito no capitulo 1l. Para a analise, o gel foi
diluido em &gua destilada (1:10), submetido a agitacdo em vortex até
completa dispersdo e filtrado & vacuo em filtro de papel.

2.5.5 Determinacdo do potencial zeta das nanoparticulas no gel
As medidas do potencial zeta das nanoparticulas apés a formagédo
do gel foram realizadas pela técnica de microeletroforese associada a
anemometria Doppler de laser, conforme método descrito no capitulo .
Para a andlise, o gel foi diluido em agua destilada (1:10),
submetido & agitacdo em vdrtex até completa dispersdo e filtrado a
vacuo em filtro de papel.

2.5.6 Reologia do gel contendo nanoparticulas de AG

As caracteristicas reoldgicas do gel contendo nanoparticulas
foram avaliadas com o auxilio de um viscosimetro rotacional
Brookfield, conforme metodologia descrita no capitulo 1.

As velocidades de rotacdo do sensor foram selecionadas com
base em determinacGes preliminares, respeitando os limites nos valores
de torque (superiores a 10 % e inferiores a 100 %). Desta forma, a
caracterizacdo reoldgica das amostras foi realizada através de rampas de
cisalnamento ascendentes de 0 a 37 s, com aumentos graduais de 4,0
RPM na velocidade e mantendo cada ponto de cisalhamento por 30 s, e
descendentes de 37 a 0 s. A unidade utilizada para determinacéo da
viscosidade foi o centiPoise (cP, ou seja 0,01 poise). As medidas foram
realizadas em triplicata.

2.5.7 Morfologia das nanoparticulas no gel
A morfologia das nanoparticulas foi avaliada por microscopia
eletrénica de transmissdo, conforme método descrito no capitulo Il. O
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gel foi previamente diluido com agua destilada (1:100) e depositado em
grids de cobre de 2 mm que foram secas por 48 horas, a temperatura
ambiente.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados com trés repeticdes
independentes e os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo ou desvio padrdo relativo. Para comparages entre grupos foi
utilizada analise de variancia (ANOVA), incluindo testes de
comparagdes multiplas (Tukey). Diferencas entre os grupos foram
consideradas significativas quando p < 0,05.

3 RESULTADOS

31 CARACTERIZAGAO  FISICO-QUIMICA DAS
NANOPARTICULAS CONTENDO ACIDO GLICIRRIZICO

3.1.1 Turbidez

Na tabela 25 estdo descritos os resultados de turbidez das
suspensbes de nanoparticulas expressos em transmitancia (T %) e
contagens por segundo (kcps).

Tabela 25. Turbidez das suspensdes de nanoparticulas contendo 4&cido
glicirrizico avaliada pela transmitancia (T %) e contagens por segundo (Kcps).

Turbidez® + DPR" (%)

T (%) kcps
Formulacdo pH 3,0 pH 5,0 pH 3,0 pH 5,0
AG1 91,6 £2,3 942+15 | 1392+14 129020
AG 2 81,9+272 792+28 | 173,7+18 1950+19
AG 3 60,5+£25 375+21 | 2613+21 3079+14

*média de trés determinagdes; ° desvio padrao relativo

A formulagdo AG 3,4 50 apresentou menor valor de T % e maior
valor de kcps, o que significa maior turbidez da suspensdo de
nanoparticulas. Este resultado confirma que, para uma melhor eficiéncia
na complexacdo, é necessario o uso de ALG e TPP. Comparando esta
formulagdo com a AG 3,4 30 pode ser observado que em pH 3,0 a
suspensao apresentou menor turbidez, confirmando que o pH da solugédo
de QUI € de fundamental importancia no processo de complexacao.
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Como a formulagdo AG 3 apresentou maior turbidez, foi
realizada uma comparacéo das formulac6es preparadas em pH 3,0 e 5,0
com suas respectivas formulagdes placebo (PL 3p4 30 € PL 3p4 50)
(tabela 26).

Tabela 26. Turbidez das suspensdes de nanoparticulas placebo e com acido
glicirrizico avaliada pela transmitancia (T %) e contagens por segundo (kcps).

Formulacdes

PL 3ph3p0 AG 3430 PL 3phs0  AG 3puso

Turbidez? T

+ DPR® (%) 68,7+22 60,5+25 568+2,1 375+21

() ieps 2141+1,6 261,3+21 2929+15 307.9+14

* média de trés determinagdes; ° desvio padrao relativo

Pode ser observado que as formulagdes contendo AG
apresentaram maior turbidez (menor T % e maior kcps) do que as
respectivas formulagfes placebo, indicando que a adi¢do de farmaco
confere ao sistema uma maior concentragcdo de complexos insolaveis (p
<0,05).

3.1.2 Determinacéo do tamanho de particula e distribuicio
O tamanho das nanoparticulas é um parametro importante a ser
determinado, ja que pode influenciar sua interacdo in vivo assim como
na liberagdo do fa&rmaco (MORRIS et al., 2011).
Os resultados de tamanho de particula obtidos para as
formulagBes desenvolvidas podem ser visualizados na figura 29.
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Figura 29. Tamanho de particula médio obtido das suspensdes de
nanoparticulas contendo acido glicirrizico.
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As formulacGes preparadas em pH 3,0 apresentaram tamanho de
particula médio significativamente superior ao das formulagdes
preparadas em pH 5,0 (p < 0,05). Este efeito do pH da solu¢do de QUI
também foi observado na caracterizagdo das nanoparticulas placebo e
estd relacionado a maior ionizagdo da QUI em pH 3,0, causando a
repulsdio muatua entre o0s grupos amino livres e provocando o
alongamento da estrutura.

Por outro lado, ao analisar cada grupo de formulacdes (AG 1 -
AG 2 - AG 3) algumas consideracfes podem ser feitas, independente do
pH em que foram preparadas. A interacdo eletrostatica entre 0 AG e a
QUI (AG 1) resulta em particulas maiores que 500 nm e com maior
polidispersdo (0,53 a 0,76). Ao adicionar o TPP ao sistema (AG 2), o
tamanho de particula diminui significativamente, provavelmente devido
aos grupamentos negativos do TPP que fazem com que ocorra um
entrelacamento cruzado possibilitando uma aproximacdo entre duas
moléculas de QUI, levando a uma compactacdo do complexo formado.
Entretanto, a polidispersdo permanece elevada (0,42 a 0,59) nestes
sistemas, demonstrando que esta reticulacdo ndo é homogénea em todas
as particulas. Somente com a adicdo de um polieletrélito com carga
negativa (ALG) ocorre a diminuicdo da polidispersdo (0,21 a 0,35),
apesar de ocorrer um aumento no tamanho de particula devido & maior
estrutura formada (AG 3).

Através destes resultados é possivel estabelecer a importancia do
ALG na formacdo de nanoparticulas com tamanho e polidispersao
adequados.

Os resultados de tamanho de particula das formulagdes AG 3y 30
e AG 3,4 50 foram comparados com os obtidos com as respectivas
formulagdes placebo (PL 3,30 € PL 3,150), a fim de avaliar o efeito do
farmaco no tamanho das nanoparticulas (tabela 27).

Tabela 27. Tamanho de particula médio das nanoparticulas placebo e com
acido glicirrizico.

Formulacgbes

PL 330  AG3pnzo  PL3phso  AG 3phso

Tamanhode 5000, 33934 3116+ 2703+
particula® (nm)

+ DPR” (%) 2,2 2,1 2,1 1,9

“ média de trés determinagdes; ° desvio padrao relativo

De acordo com a tabela 27, a presenca de AG reduziu
significativamente o tamanho de particula, provavelmente devido a
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interacdo do farmaco com a QUI, aumentando o entrelagamento das
cadeias e provocando uma maior compactagdo (p < 0,05).

Aelenei e colaboradores (2009) observaram uma forte interacdo
entre acido tdnico e QUI que resultou em particulas com menor
didametro. Caffagi e colaboradores (2007) obtiveram resultado
semelhante estudando a interacdo de cisplatina e ALG.

3.1.3 Determinacéo do potencial zeta

Todas as formulagBes apresentaram potencial zeta positivo,
resultante do excesso de cargas positivas ndo neutralizadas da QUI
(figura 30).
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Figura 30. Potencial zeta médio obtido das suspensdes de nanoparticulas
contendo acido glicirrizico.

Como ja esperado devido aos estudos preliminares, o pH da
solucdo de QUI tem efeito significativo no valor de potencial zeta, pois
a carga superficial é dependente do pH. Desta forma, as formulagdes
preparadas em pH 5,0 apresentaram valores de potencial zeta
significativamente menores do que em pH 3,0 (p <0,05).

Em ambos os valores de pH, a adi¢do de TPP e ALG reduziu o
potencial zeta, pois 0s grupos amino protonados residuais da QUI
interagiram com as cargas negativas adicionadas, reduzindo a carga
superficial final das nanoparticulas.

Os resultados de potencial zeta da formulagdo AG 3 preparada
em pH 3,0 e 5,0 foram comparados com os obtidos com as respectivas
formulagGes placebo (PL 3,30 € PL 3p450), a fim de avaliar o efeito do
AG (tabela 28).
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Tabela 28. Potencial zeta médio das nanoparticulas placebo e com 4cido
glicirrizico.

Formulacgdes

PL 3DH 3.0 AG 3DH 3.0 PL 3DH 5.0 AG 3DH 5.0

H a
Fzzqtf/’;ﬂaééeé% 1443+  +462+  +319+  +290+

%) 4.9 4.4 5,1 4.9

* média de trés determinagdes; ° desvio padrao relativo

Foi observado um aumento do potencial zeta na formulacdo AG
3pH 30 quando comparada com sua formulagéo placebo. Como o AG
possui valores de pKa préximos ao valor do pH da formulagéo, seus
grupos carboxilicos estardo pouco ionizados, ndo interferindo na carga
superficial das particulas.

Por outro lado, a formulagdo AG 3,4 50 apresentou valor de
potencial zeta significativamente menor do que sua formulacéo placebo
(p £0,05), pois em pH 5,0 0 AG possui maior grau de ionizagdo. Neste
caso, o préprio AG possui cargas negativas que também interagem com
0s sitios positivos da QUI, diminuindo o nimero de sitios residuais
responsaveis pelo potencial de superficie. Porém, esta adicdo de cargas
contrarias ndo ¢ suficiente para neutralizar todos os sitios N* da QUI,
restando uma alta proporcdo de grupos amino livres que formam uma
capa protetora proporcionando estabilidade eletrocinética as
nanoparticulas, como também observado por outros autores
(BOONSONGRIT; MITREVEJ; MUELLER, 2006; GAN & WANG,
2007; NAM et al., 2010; SAETHER et al., 2008). Entretanto, de acordo
com a analise estatistica a variacdo é pequena e pode estar relacionada a
margem de erro do equipamento.

3.1.4 Determinacao do pH

A andlise do pH das suspensfes de nanoparticulas apresentou
valores de acordo com o pH da solucdo de QUI utilizada (3,0 ou 5,0),
com variagdo ndo significativa em todos os casos (p > 0,05) e desvio
padrdo relativo entre as medidas < 1 %. Isto se deve ao fato que a fase
contendo QUI esta presente em excesso na formulacéo, determinando o
valor final de pH.

3.1.5 Reologia
As formulagcBes contendo AG apresentaram 0 mesmo
comportamento de fluido ndo-newtoniano dilatante demonstrado pelas
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formulagBes placebo, ou seja, com o aumento da taxa de cisalhamento
ocorreu um aumento da viscosidade, sendo que com a diminuicdo da
taxa de cisalhamento as suspensdes voltaram a sua viscosidade inicial. O
valor médio de viscosidade aparente obtido no ponto de maximo
cisalhamento (238 s™) para cada formulago esta descrito na tabela 19.
Além disso, para descrever o comportamento de fluxo dilatante foi
utilizada a equacdo da lei da forca (equacdo 4 — capitulo 1), onde foi
verificado que o valor de n (indice de fluxo) é maior que 1 (tabela 29).

Tabela 29. Viscosidade e valor de n (indice de fluxo) obtidos das suspensdes de
nanoparticulas contendo &cido glicirrizico.

Viscosidade® (cP) + n + DPR® (%)
DPR® (%)

Formulacéo pH 3,0 pH 5,0 pH 3,0 pH 5,0
AG1 218+154 123+113 105+051 1,08+0,66
AG 2 147+115 103+£0,79 111+£112 1,18+091
AG 3 1,15+£091 103+0,75 115+£123 1,23+1,10

¥ média de trés determinagdes; ° desvio padrao relativo

As suspensdes de nanoparticulas preparadas em pH 5,0
apresentaram menor viscosidade que suas formulagdes correspondentes
preparadas em pH 3,0. Por outro lado, o efeito do TPP e do ALG na
reducdo da viscosidade das suspensfes é comum para ambos os valores
de pH. Estes fatos corroboram as teses de que em pH 5,0 existe uma
menor repulsdo eletrostatica e que a adi¢do de polieletrélitos de carga
contraria a QUI ocasiona uma maior interacédo eletrostatica. O resultado
destes fatores & uma estrutura mais compacta e, consequentemente,
menos viscosa.

Os maiores valores de n foram observados com as formulagdes
AG 2 e AG 3 preparadas em pH 5,0, estes relacionados a formacgdo de
complexos insoliveis que possuem menor mobilidade, resultando em
um comportamento ndo-newtoniano mais pronunciado.

Os resultados de viscosidade da formulacdo AG 3 preparada em
pH 3,0 e 5,0 foram comparados com os obtidos com as respectivas
formulagdes placebo (PL 3,30 € PL 3p150), a fim de avaliar o efeito do
AG na viscosidade das suspensdes (tabela 30).
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Tabela 30. Viscosidade média das suspensdes de nanoparticulas placebo e com
acido glicirrizico.

Formulacbes

i i . PL 3ph30  AG3ph30  PL 3phs0 AG3pii50
(XF',S)COﬂdD""SeRb 123+ 115+ 110+ 1,03+
* 124 162 116 121
(%)

* média de trés determinacdes; ° desvio padrao relativo

As formulagdes contendo AG resultaram em menores valores de
viscosidade em comparagdo com suas respectivas formulagdes placebo,
0 que confirma a ocorréncia de interacéo eletrostatica do AG com a QUI
na formacgdo do complexo.

Este efeito da complexacdo de polieletrélitos na viscosidade do
meio foi observado por Coppi e lannuccelli (2009). Os autores
adicionaram um farmaco cationico (tamoxifeno) a soluces de ALG,
onde observaram uma reducdo da viscosidade devido & interacdo
eletrostatica.

3.2 AVALIACAO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DE AG

Conforme resultados apresentados até 0 momento, a formulagéo
AG 3pus0 (preparada com AG 1,0 mg/mL; QUI 0,9 mg/mL; ALG 1,2
mg/mL; e TPP 1,0 mg/mL) foi a que apresentou caracteristicas fisico-
guimicas mais adequadas. Consequentemente, as demais formulagdes
foram excluidas dos proximos estudos. A formulagdo AG 3y 50 €
preparada com AG na concentracdo de 1,0 mg/mL. Para avaliar o efeito
da concentragdo de AG nas caracteristicas fisico-quimicas da suspenséo
de nanoparticulas, novas formulagcbes foram preparadas com
concentracdes crescentes de farmaco (0,5 a 3,0 mg/mL), enquanto que a
concentracdo de QUI, ALG e TPP foi mantida fixa.

A variagdo da concentragdo de AG ndo interferiu
significativamente nos valores de pH e viscosidade da suspenséo (dados
ndo mostrados) (p > 0,05).

3.2.1 Turbidez

Na figura 31 podem ser visualizados os resultados de turbidez das
suspensdes de nanoparticulas com concentragdes crescentes de farmaco
expressos em transmitancia (T %) e contagens por segundo (Kcps).
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Figura 31. Turbidez das suspensfes de nanoparticulas contendo &cido
glicirrizico avaliada pela transmitancia (--o--) e contagens por segundo (--m--).

A turbidez maxima foi alcangada com a concentragdo de AG de
1,0 mg/mL. Com o aumento da concentracdo de farmaco ocorreu uma
diminuicdo gradativa da turbidez das suspens@es, indicando menor
concentracdo de complexos. Nas suspensdes preparadas com 2,5 e 3,0
mg/mL de AG ocorreu precipitagdo, provavelmente devido a um
excesso de farmaco resultando em uma turbidez minima, pois o
precipitado formado sedimentou tornando a suspensdo limpida. Estas
concentracdes foram excluidas dos préximos estudos.

3.2.2 Determinacéo do tamanho de particula e potencial zeta
Os resultados de tamanho de particula e potencial zeta obtidos
com AG (0,5 — 2,0 mg/mL) podem ser visualizados na figura 32.
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Figura 32. Tamanho de particula (--o--) e potencial zeta (--m--) das suspensdes
de nanoparticulas contendo écido glicirrizico.

O menor tamanho de particula foi obtido utilizando 1,0 mg/mL
de AG, o que evidencia uma maior interacdo eletrostatica entre 0 AG e
0s polieletrdlitos, resultando em maior compactacdo das nanoparticulas.
Com o aumento da concentracdo de AG ocorre um aumento no tamanho
de particula e da polidispersdo, indicando uma desestabilizacdo do
sistema. Por outro lado, o potencial zeta diminui a medida que a
concentracdo de AG aumenta, confirmando que uma parte do farmaco
esta adsorvida na superficie interagindo com os sitios positivos da QUI,
resultando em uma menor carga superficial.

3.2.3 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo, recuperacdo e
teor de AG

Na tabela 31 estdo descritos os resultados de eficiéncia de
encapsulacdo, recuperacdo e teor obtidos com concentracdes crescentes
de farmaco.
Tabela 31. Resultados de eficiéncia de encapsulacdo (EE %), teor (ug/mL) e
recuperagdo (%) obtidos com as formulagdes contendo acido glicirrizico.

AG EE® g%) + Teor® (ug/mL) = Rec® (%) +
(mg/mL) DPR” (%) DPR" (%) DPR" (%)
0,5 982+14 57,5+2,2 61,3+1,1
1,0 98,0+1,3 114,6 0,8 61,1+0,9
15 96,7 +2,4 138,3+0,6 49,2+0,8
2,0 88,9 +4,1 93,0+ 15 248+2]1

¥ média de trés determinacdes; ® desvio padrao relativo
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Os resultados demonstram que em todas as concentragdes
testadas a EE foi superior a 88,9 %. Entretanto, ocorreram diferencas
significativas na recuperagdo do farmaco adicionado (p < 0,05). As
formulagBes contendo 05 e 1,0 mg/mL de AG apresentaram
recuperacdo acima de 60 %, o que € considerado satisfatério. Ao
aumentar a concentracdo de farmaco, a recuperacdo diminui, chegando a
24,8 % com 2,0 mg/mL. Este resultado provavelmente esta relacionado
com uma possivel precipitacdo causada por um excesso de farmaco
adicionado ao sistema.

A partir destes resultados pode ser observado que o sistema
possui uma limitacdo quanto & quantidade de farmaco capaz de ser
eficientemente encapsulada. Para os proximos estudos a concentracéo
de AG sera fixada em 1,0 mg/mL.

Na tabela 32 pode ser visualizada a formulacéo selecionada apos
a caracterizagdo fisico-quimica. Nesta formulacdo, a dose final de
farmaco é de 0,02 %.

Tabela 32. Formulagdo selecionada apds caracterizagdo fisico-quimica.

Fase de Componente Concentragéo Volume
preparo (mg/mL) (mL)
1 Acido 1,0 6,0
glicirrizico
2 (pH 5,0) Quitosana 0,9 24,0
Alginato de 1,2
3(pH 5,5) sodio 1,0 6,0
TPP

3.3 MORFOLOGIA

Na figura 33 podem ser visualizadas fotomicrografias agrupadas
gue foram obtidas a partir da suspensdo de nanoparticulas de AG
selecionada, através da técnica de microscopia eletrénica de varredura
(MET).
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Figura 33. Fotomicrografias obtidas por MET de nanoparticulas contendo AG.

As nanoparticulas visualizadas sdo esféricas e compactas, com
uma superficie mais densa do que foi observado previamente nas
nanoparticulas placebo (capitulo 11). Este fato comprova o que foi
previamente observado na analise do potencial zeta, de que uma parte do
farmaco esta adsorvida na superficie das nanoparticulas.

3.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier é
frequentemente  utilizada na  caracterizagdo  de  sistemas
nanoparticulados, com o objetivo de verificar as possiveis interacdes
existentes entre 0s materiais a nivel molecular durante o processo de
complexacdo (AELENEI et al., 2009; ANITHA et al., 2011).

Na figura 34 podem ser visualizados os espectros de
infravermelho da QUI, ALG, TPP, nanoparticulas placebo, AG,
nanoparticulas contendo AG e mistura fisica.
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Figura 34. Espectro de infravermelho da QUI (A); ALG (B); TPP (C);
nanoparticulas placebo (D), AG (E); nanoparticulas contendo AG (F); e mistura
fisica (G).
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A QUI apresenta grupos amino protonados (NH3") em solucio
acida. No espectro de infravermelho da QUI (figura 34 A) observa-se
absorgdo em 3200 cm™, referente ao estiramento da ligacdo —OH e em
2880 cm™, atribuida ao estiramento C-H. As absorcdes em 1650 cm™ e
1556 cm™ referem-se ao estiramento >C=0 de amida e as vibracdes de
deformacdo N-H de amina primaria, respectivamente (AELENEI et al.,
2009). A absorcéo em 1388 cm™ refere-se & pequena vibragdo C-H do
grupo CHs, relativa ao grupo acetamido ainda presente em pequena
proporcdo na cadeia polimérica, proveniente da quitina, e em 1080 cm™
estiramento da ligacdo C-O.

Os grupamentos carboxilicos do ALG (estiramento COO") (figura
34 B) apresentam uma absorcdo assimétrica em 1614 cm™ e uma
absorcdo simétrica menos intensa em 1415 cm™ (DAS; KASOJU;
BORA 2010). Uma absorcéo alargada pode ser observada em 1028 cm’

, a qual ¢ atribuida ao estiramento COH (ABREU et al., 2008).

O TPP (figura 34 C) apresenta uma absorgao em 1100 cm™
referente ao seu principal grupo funcional (P=0) (BHUMKAR &
POKHARKAR, 2006).

A interacdo entre polieletrdlitos pode ser visualizada através de
modifica¢Bes dos modos vibracionais dos seus principais grupamentos.
A formagdo do complexo entre QUI, ALG e TPP (figura 34 D) é
evidenciada pelo aumento da intensidade e estreitamento da absor¢ao na
regido de 1600 cm™ devido aos grupamentos COO™ do ALG (WANG;
KHOR; LIM, 2001). Além dISSO a absorcdo referente ao grupamento
amina da QUI em 1556 cm ! desapareceu, sendo substituida por uma
banda intensa em 1415 cm™ (HO et al., 2009; PARVEEN et al., 2010).
Também foi observado um deslocamento da absorcdo do grupamento
fosfato do TPP de 1100 cm™ para 1044 cm™

No espectro de infravermelho do AG (figura 34 E) os eventos de
absorcdo caracteristicos aparecem em 1730 cm™ (COOH), 1643 cm™
(C=0), e 1454 cm™ (COO") (ZHENG et al., 2006).

As nanoparticulas contendo AG (figura 34 F) apresentaram as
mesmas absorcdes das nanoparticulas placebo na regido de 1600 cm™ e
1415 cm™, com pequenos deslocamentos, representando 0s grupamentos
COO" do ALG complexado com a QUI. A presenga do AG nas
nanoparticulas é evidenciada por um deslocamento da absorcdo do
grupamento C-O do AG de 1643 cm™ para 1639 cm™. Além disso, a
absorcdo do grupamento COOH em 1730 cm™ ¢ deslocada para 1697
cm?, tornando-se mais fraca, demonstrando que uma parte do
grupamento COOH esta dissociado e também estd complexado com os
grupamentos amina da QUI através de interacdo eletrostatica. Esta
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evidéncia é confirmada pelo deslocamento da absorcdo referente ao
grupamento COO™ do AG de 1454 cm™ para 1415 cm™, tornando-se
mais intensa e fina do que banda correspondente na nanoparticula
placebo. Isto demonstra que ndo somente os grupamentos COO™ do
ALG, mas também do AG estdo complexados com 0s grupamentos
amina da QUI.

O espectro de infravermelho da mistura fisica dos componentes
individuais (figura 34 G) apresenta absor¢des menos intensas e menos
definidas. Entretanto, é possivel visualizar os principais eventos de
absorcdo de cada componente, indicando que a mistura fisica ndo é
capaz de causar a uma interacdo a nivel molecular (SANKALIA et al.,
2007).

3.5 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC) E
TERMOGRAVIMETRIA (TG)

Na figura 35 estdo agrupadas as curvas DSC obtidas no primeiro
ciclo de aquecimento, que variou de 30 a 250 °C conforme a amostra
analisada. Esta primeira analise foi realizada a fim de visualizar os
eventos de perda de agua.
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Figura 35. Curvas DSC no primeiro ciclo de aquecimento: QUI (A); ALG (B);
AG (C); mistura fisica (D); nanoparticulas placebo (E); nanoparticulas contendo
AG (F).



174

A QUI (figura 35 A) e o0 ALG (figura 35 B) apresentam um
primeiro evento endotérmico que inicia em 80 °C e em 48 °C,
respectivamente, atribuido a evaporagéo de agua adsorvida.

O AG (figura 35 C), por ser um farmaco amorfo, ndo apresenta
evento endotérmico caracteristico de fusdo, conforme ja observado por
outros autores (SUI et al., 2012). Entretanto, uma pequena variagdo da
linha base pode ser visualizada em 180 °C, que pode estar relacionada a
perda de &gua internamente ligada a molécula.

A curva DSC da mistura fisica (figura 35 D), comparada as
curvas dos componentes individuais, apresentou um deslocamento no
inicio do evento de evaporacdo de agua para 91,4 °C.

As amostras de nanoparticulas placebo e nanoparticulas contendo
AG (figuras 35 E e F, respectivamente) apresentaram novos eventos
endotérmicos. O primeiro evento visualizado nas duas amostras
iniciando em 46 °C é atribuido a perda de agua residual da etapa de
liofilizacdo e a presenca de acido acético do processo de preparacdo das
nanoparticulas. O segundo evento iniciando em 144 °C, visualizado
somente nas nanoparticulas contendo AG, pode estar relacionado a um
deslocamento do evento de perda de agua internamente ligada do
farmaco. O evento alargado que inicia em 170 °C para ambas as
amostras pode ser atribuido a perda de agua internamente ligada através
de ligacBes de H. A perda de &gua nesta faixa de temperatura é
interpretada por varios autores como uma confirmacdo da ocorréncia de
interacdo idnica, pois a rede formada pelos polieletrélitos seria capaz de
aprisionar a 4gua e retardar sua eliminagdo. Piyakulawat e colaboradores
(2007) estudando a interacdo entre QUI e glutaraldeido também
observaram um novo evento endotérmico em 170 °C e relacionaram
com a ocorréncia de uma forte interagdo quimica. Um evento similar
em 217 °C foi visualizado por Singh e colaboradores (2012) avaliando a
interacdo entre EDTA e QUI. Os autores atribuiram o evento a interacdo
entre os grupamentos COO™ do EDTA e NH; da QUI. Yapar e
colaboradores (2009) confirmaram a formacdo de complexos de QUI e
acido alginico através do aparecimento de evento endotérmico em 180
°C.

Na segunda etapa de analise, as amostras foram resfriadas até a
temperatura ambiente e submetidas a um novo ciclo aquecimento (30 a
450 ou 500 °C) (figura 36). Esta analise é realizada com o objetivo de
eliminar a 4gua das amostras e visualizar possiveis eventos de transi¢do
vitrea. A transicdo vitrea pode ser observada através de uma inflexdo na
linha base causada pela variagdo de calor especifico das amostras.
Geralmente é mais claramente observada na segunda corrida, pois a
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agua residual que poderia mascarar o evento é eliminada no primeiro
ciclo (QUIJADA-GARRIDO et al., 2007).
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Figura 36. Curvas DSC no segundo ciclo de aquecimento: QUI (A); ALG (B);
AG (C); mistura fisica (D); nanoparticulas placebo (E); nanoparticulas contendo
AG (F).

Pode ser observado em todas as curvas DSC que os eventos
endotérmicos visualizados no primeiro ciclo de aquecimento ndo sdo
mais observados no segundo ciclo, indicando que eles correspondem a
perda de agua residual ou internamente ligada as moléculas e ndo a um
possivel evento de transigao vitrea.

O inicio da degradacdo da QUI, ALG e mistura fisica é
evidenciado por um evento exotérmico que inicia em 270, 200 e 278 °C,
respectivamente. O AG apresenta um pequeno evento exotérmico
iniciando em 267 °C, seguido de um grande evento em 350 °C. Nas
curvas das nanoparticulas placebo e contendo AG o0s eventos
exotérmicos caracteristicos dos polimeros desaparecem, onde um largo
evento iniciando em 314 °C pode ser visualizado. O desaparecimento
dos eventos de degradacdo exotérmicos caracteristicos dos polimeros
indica que ocorreu uma modificacdo da estrutura molecular das
nanoparticulas, causada pela formacdo de um complexo
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(CRCAREVSKA; DODOV; GORACINOVA, 2008; PIYAKULAWAT
et al., 2007; ZOHRI et al.,2010).

As curvas termogravimétricas obtidas a partir dos componentes
individuais, da mistura fisica, das nanoparticulas placebo e contendo AG

estéo apresentadas na figura 37.
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Figura 37. Curvas TG: QUI (A); ALG (B); AG (C); mistura fisica (D);
nanoparticulas placebo (E); nanoparticulas contendo AG (F).

Na tabela 33 estdo descritos os estagios de perda de massa
calculados a partir das curvas termogravimétricas. Além disso, através
da analise termogravimétrica derivada é possivel descrever os valores de
temperatura onde ocorre a maxima velocidade de degradacdo em cada
estagio (pico DTG).
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Tabela 33. Dados obtidos a partir da analise termogravimétrica derivada.

Amostra Faixa temperatura Perda de Pico DTG
(°C) massa (%6) (°C)
Acido 30,0-93,0 3,5 45,0
glicirrizico 200,0-271,0 16,2 238,0
271,0-700,0 72,9 356,2
Quitosana 30,0 -128,0 8,0 48,3
240,0 —700,0 56,4 318,0
Alginato 30,0 -116,0 13,7 49,6
212,0-700,0 46,1 265,7
30,0 -110,0 11,7 46,8
Mistura Eisica 110,0 - 155,5 1,8 133,2
155,5 - 286,5 9,9 269,8
286,5—700,0 44,5 318,7
Nanoparticulas 300-863 157 61,0
placebo 138,5-257,7 26,5 212,2
257,7-700,0 32,1 532,0
Nanoparticulas 300-76,5 8,7 >0,3
AG 127,5-262,3 29,4 2236
262,3-700,0 38,4 550,0

Os polimeros QUI e ALG apresentam perfil de degradacdo com
dois estagios de perda de massa, enquanto que o AG e as nanoparticulas
apresentam trés estagios, e a mistura fisica quatro estagios.

Em todas as amostras, 0 primeiro estagio esta relacionado com a
evaporagdo de agua.

A degradacdo da QUI e do ALG ¢é visualizada pela perda de
massa no segundo estagio, iniciando em 240 e 212 °C, respectivamente.

O AG possui um estagio intermediario de perda de massa,
iniciando em 180 °C, que confirma a presenca de agua internamente
ligada observada no DSC. A maior perda de massa do farmaco inicia em
271 °C e corresponde a sua degradacao.

A mistura fisica apresenta quatro eventos de perda de massa, que
representam uma combinacdo de eventos observados na analise dos
componentes individuais.

Os dados obtidos a partir das curvas termogravimétricas das
nanoparticulas placebo e contendo AG evidenciam um comportamento
diferente do observado nos componentes individuais e na mistura fisica,
exceto pelo primeiro estagio de perda de &gua. O segundo estagio de
perda de massa observado para as duas amostras pode estar atribuido a
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perda de &gua internamente ligada as nanoparticulas, resultante da
complexacdo entre os polieletrolitos (CRCAREVSKA; DODOV;
GORACINOVA, 2007). A perda de massa que possivelmente
corresponde a degradacdo dos polimeros é visualizada no terceiro
estagio iniciando em 257,7 °C para as nanoparticulas placebo e em
262,3 °C para as nanoparticulas contendo AG.

3.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE PRELIMINAR

A estabilidade frente ao armazenamento é fundamental em
aplicacdes farmacéuticas, especialmente em sistemas nanoparticulados.

As particulas estdo sujeitas a precipitar espontaneamente apds
certo tempo em repouso, porém, neste estudo, a aparéncia da suspensdo
permaneceu opalescente e sem precipitados. A turbidez e o pH das
suspensdes ndo apresentaram variagGes significativas no periodo de
analise (p > 0,05).

3.6.1 Teor, eficiéncia de encapsulacao e recuperacéo de AG

O teor de AG encontrado nas suspensfes no tempo zero foi de
109,5 pg/mL £ 2,3 %, enquanto que a recuperacao foi de 64,5 % + 1,4
%. Ao final dos 90 dias de estudo ndo foram observadas mudancas
significativas no teor e recuperacdo de farmaco, indicando que ndo
ocorreu degradagdo (p > 0,05). Na figura 38 pode ser visualizada a
variagdo na eficiéncia de encapsulacdo (EE) de farmaco no periodo de
estudo.
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Figura 38. Eficiéncia de encapsulacdo de AG no estudo de estabilidade
acelerado.
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Pode ser visualizado que a EE aumenta até o tempo de 28 dias,
atingindo um platd de concentracéo até o final do estudo, apesar de a
andlise estatistica indicar que esta variacdo ndo é significativa. Isto pode
estar relacionado ao mecanismo de formacdo das particulas, pois a
interacdo eletrostatica continua ocorrendo enquanto moléculas
eletricamente carregadas estiverem disponiveis. Como a QUI esta
presente em excesso na suspensao, as moléculas de AG restantes podem
complexar com os sitios disponiveis da QUI mesmo com a suspensao
em repouso.

3.6.2 Tamanho de particula e potencial zeta

A complexacdo entre QUI e TPP demonstrou ser instavel
fisicamente em estudos anteriores. Morris e colaboradores (2011)
avaliaram a estabilidade de nanoparticulas de QUI e TPP durante 12
meses armazenadas a 4, 25 e 40 °C. Os autores observaram que as
formulagBes armazenadas a 40 °C apresentaram uma diminui¢do do
tamanho de particula no primeiro més e, ao final de 6 meses, as
particulas haviam desaparecido. Este fenbmeno é provocado pela
diminuicdo da massa molar da QUI devido a hidrolise, causando a
quebra das cadeias poliméricas resultando na diminui¢do do tamanho e
desintegragdo. Jang e Lee (2008) também observaram que temperaturas
acima de 60 °C resultam em diminui¢do do tamanho de nanoparticulas
de QUI. Loépez-Leon e colaboradores (2005) armazenaram
nanoparticulas de QUI e TPP a 20 °C e verificaram um aumento do
tamanho ap6s 7 dias devido ao intumescimento provocado pela presenca
do TPP. Entretanto, Gan e colaboradores (2005) demonstraram que a
gelificacdo ibnica e o crescimento de particulas de QUI e TPP é mantido
durante 1 hora ap6s o preparo. Entdo ocorre um pequeno aumento no
tamanho de particula de 180 para 240 nm nas préximas 24 h, sem
agregacdo das particulas.

Desta forma, neste estudo as formulagbes foram armazenadas
somente a 25 °C para evitar a hidrélise da QUI, que pode ocorrer em
altas temperaturas. Na figura 39 podem ser visualizados os resultados de
tamanho de particula e potencial zeta obtidos no estudo de estabilidade
acelerada.
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Figura 39. Tamanho de particula (--o--) e potencial zeta (--m--) das suspensdes
de nanoparticulas contendo 4&cido glicirrizico submetidas ao estudo de
estabilidade acelerada.

Particulas pequenas tendem a aglomerar para reduzir a energia
livre na superficie. Por isso o potencial zeta representa um indicativo da
estabilidade fisica, devido a repulsdo eletrostatica causada na superficie
das nanoparticulas (FAZIL et al.,2012; RIDOLFI et al.,, 2012). Os
valores de potencial zeta apresentaram alguma variagdo no periodo de
estudo, porém permaneceram sempre acima de + 29,0 mV, que €
considerado ideal para estabilidade eletrocinética.

As particulas apresentaram um aumento do tamanho durante os
90 dias, entretanto a analise estatistica resultou em uma diferenca ndo
significativa (p > 0,05). Este pequeno aumento pode estar relacionado a
faixa de erro do equipamento e as novas interagdes eletrostaticas que
podem ocorrer com o tempo de contato, conforme também foi
constatado no resultado de EE. A polidispersdo ndo apresentou
mudangas significativas dos valores iniciais (p > 0,05).

Pelo fato de que os trabalhos encontrados na literatura relatam a
instabilidade de nanoparticulas de QUI e TPP, é esperado que a presenca
do ALG pudesse aumentar a estabilidade fisica das nanoparticulas, pois
0 balango das forcas de interacdo é fundamental para a estabilizacdo do
complexo (TSAI et al., 2011). Como neste estudo de estabilidade
acelerada as nanoparticulas mantiveram a estabilidade fisico-quimica,
sugere-se que o ALG proporcionou uma maior interacdo eletrostatica
com a QUI, tornando a estrutura menos suscetivel a quebra das ligagGes.
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Entretanto, s6 sera possivel afirmar isto apds um estudo de estabilidade
de longa duragéo.

3.7 PREPARAGAO E CARACTERIZAGAO DO GEL CONTENDO
AS NANOPARTICULAS DE AG

A base semissolida escolhida para aplicacdo cutanea foi a de um
gel, devido a sua capacidade de aumentar o contato das nanoparticulas
na pele, e também por formar uma fina camada oclusiva na superficie,
aumentando a hidratacdo (SHAH et al., 2012).

O natrosol® é utilizado como agente suspensor, agente de
consisténcia para emulsdes, e formador de gel hidrofilico. Possui
caracteristicas de fluido ndo-newtoniano de carater pseudoplastico,
sendo compativel com a maioria dos materiais ndo-ibnicos, anibnicos,
anfotéricos e cationicos. Além disso, € sollivel em agua quente ou fria e
tolera uma ampla faixa de pH (KIBBE, 2000). Este agente espessante
foi utilizado previamente para preparar um gel contendo nanoparticulas
poliméricas de &cido flufendmico (LUENGO et al., 2006), e um gel
protetor solar contendo nanocapsulas de benzofenona (SIQUEIRA et al.,
2011). A concentracéo de natrosol® utilizada neste trabalho foi de 0,05
% (p/v), com o objetivo de obter um gel fluido de facil espalhamento.

A caracteristica ndo-iénica do natrosol® foi determinante para sua
escolha, uma vez que as nanoparticulas desenvolvidas sdo formadas por
interacdo eletrostatica e possuem um potencial zeta positivo, sendo que
0 uso de um agente espessante aniénico poderia neutralizar estas cargas
superficiais. Como as particulas sdo instaveis sem a camada elétrica
superficial poderia ocorrer a sua agregacdo e consequente
desestabilizacdo do sistema (SOUTO et al., 2004).

3.7.1 Caracteristicas organolépticas

O gel apresentou caracteristicas organolépticas satisfatorias, com
sabor e odor caracteristicos, aspecto homogéneo e de coloracdo
turva/esbranquicada devido a turbidez inicial das suspensoes.

3.7.2 Determinagéo do pH do gel

O valor médio de pH encontrado foi de 5,05 + 0,4 %, semelhante
ao valor de pH da suspensdo de nanoparticulas. Este valor é considerado
compativel com o pH da pele, que varia de 4,0 a 7,0 dependendo da area
do corpo (BARATA, 2002; TERROSO et al., 2009).
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3.7.3 Determinacéo do teor de AG no gel

O teor médio de AG encontrado no gel foi de 114,2 pg/mL + 2,1
%. Como a suspensdo de nanoparticulas foi utilizada como fase aquosa
no preparo do gel, o valor de teor encontrado ndo apresentou diferencas
significativas quando comparado a suspensdo inicial (item 3.2.3),
indicando que ndo ocorreu nenhuma degradacdo do farmaco ou
precipitagdo durante o preparo do gel.

3.7.4 Determinacao do tamanho de particula

A determinacdo do tamanho de particula no gel foi realizada pela
técnica de espalhamento de luz a fim de detectar a presenca das
nanoparticulas apds a formacdo do gel. A amostra apresentou didmetro
médio de 284,3 nm £ 2,3 %, dentro do intervalo obtido para as
suspensdes de nanoparticulas antes da formacéo do gel (item 3.1.2).
Deve ser ressaltado que o diametro das nanoparticulas contidas no gel é
adequado para aplicacdo de produtos tépicos (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007; VERMA et al., 2003).

3.7.5 Determinacdo do potencial zeta

O valor médio de potencial zeta apés a formacdo do gel foi de
26,7 mV £ 2,1 %, similar ao obtido nas suspens@es de nanoparticulas
(item 3.1.3). Este resultado comprova que 0 uso de um agente suspensor
ndo-ibnico ndo interfere na carga superficial das nanoparticulas e
mantém a estabilidade fisica evitando a aglomeracao das particulas.

3.7.6 Reologia

A reologia é aplicada na investigacdo da viscosidade,
plasticidade, elasticidade e deformacdo de materiais sob influéncia de
estresse  (GENNARO, 2000). O comportamento reoldgico de
formulagdes destinadas ao uso tépico pode influenciar na sua
espalhabilidade, retencdo e tempo de contato com a superficie da pele
(BATHEJA et al., 2011). Consequentemente, o estudo da reologia é de
fundamental importancia para a qualidade final da formulacg&o.

A anélise reoldgica foi realizada submetendo as amostras a taxas
de cisalhamento ascendente e descendente. Uma amostra de gel controle
(gel placebo) foi preparada dispersando o natrosol® em agua. Por outro
lado, o gel contendo nanoparticulas de AG foi preparado utilizando a
prépria suspensdo como fase aquosa, evitando a necessidade de uma
diluicdo que levaria a uma menor concentracdo de particulas na
formulagdo final.
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A relacdo entre a tensdo e a taxa de cisalhamento esta
representada graficamente na figura 40.
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Figura 40. Reogramas médios de taxa de cisalhamento versus tensdo de
cisalhamento de amostras de gel placebo (--m--) e gel contendo nanoparticulas
de AG (--o--).

De acordo com as curvas de fluxo (figura 40) as amostras
apresentam comportamento de fluido ndo-newtoniano, pois ndo se
verifica uma relacdo direta entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de
cisalhamento aplicada. Os fluidos ndo-newtonianos podem assumir trés
tipos principais de perfil de escoamento: plastico, pseudoplastico ou
dilatante (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000). Na figura 31 pode ser
observado que o material comeca a fluir tdo logo uma tensdo de
cisalhamento seja aplicada, onde a inclinagdo da curva diminui
gradualmente com o aumento da velocidade de cisalhamento. Materiais
gue exibem esse comportamento sdo ditos pseudoplésticos, sendo
encontrado em um grande ndmero de sistemas de interesse na area
farmacéutica, tais como suspensdes, emulsdes e géis, entre outros
(AULTON, 2005).

A suspensdo de nanoparticulas analisada previamente apresentou
comportamento dilatante (item 3.1.5), enquanto que o gel contendo as
nanoparticulas de AG apresenta comportamento pseudoplastico,
demonstrando que a forma farmacéutica final determina qual o
comportamento de fluxo o fluido exibira.
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O reograma ndo apresenta loop de histerese caracteristico de
sistemas tixotrépicos, ou seja, a viscosidade varia em funcdo da taxa de
cisalhamento, mas é independente do periodo de tempo em que a
velocidade de cisalhamento é aplicada.

A representacdo mais satisfatdria para caracterizar um material
pseudoplastico é através de uma curva de fluxo relacionando a taxa de
cisalhamento aplicada com a viscosidade obtida (figura 41).
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Figura 41. Reogramas médios de taxa de cisalhamento versus viscosidade de
amostras de gel placebo (--m--) e gel contendo nanoparticulas de AG (--o--).

Pode ser observado que com o0 aumento da taxa de cisalhamento
ocorreu uma diminuigdo da viscosidade, sendo que com a diminuicdo da
taxa de cisalhamento a viscosidade volta a aumentar devido a
caracteristica de fluido pseudoplastico. O uso da suspensdo de
nanoparticulas como fase aquosa no preparo do gel ndo alterou o
comportamento reoldgico observado no gel placebo, como ja observado
por outros autores utilizando diferentes nanocarreadores (ALVES;
POHLMANN; GUTERRES 2005; MILAO et al.,2003; FONTANA et
al., 2011; SIQUEIRA et al., 2011). Entretanto, a curva descendente do
gel contendo nanoparticulas de AG ndo voltou exatamente para sua
viscosidade inicial, o que pode ter sido causado pela quebra do CPEs
com o cisalhamento, levando a um pequeno aumento na viscosidade
final devido ao efeito “eletroviscoso” de polieletrolitos diluidos, que
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resulta da expanséo espacial do volume hidrodindmico das moléculas de
polieletrdlitos (ZOHNG et al., 2010).

A caracteristica de fluido pseudopléastico foi comprovada através
do emprego da equacdo da lei da poténcia (modelo de Ostwald), onde
foi verificado que o valor de n (indice de fluxo) é menor que 1 para
todas as amostras. O comportamento pseudopléstico é desejavel em
processos onde a viscosidade em fluxo deve ser menor que a
viscosidade em repouso, possibilitando que produtos de aplicacdo topica
sejam embalados em frascos e assegurando a sua permanéncia na pele
apos a aplicacdo. Desta forma, o sistema apresentou um comportamento
reoldgico adequando a sua aplicagdo.

Como observado na figura 32, nenhuma parte da curva € linear,
entdo a viscosidade média ndo pode ser expressa por um Unico valor, o
gue leva a determinacdo de uma viscosidade aparente para cada valor de
taxa de cisalhamento (AULTON, 2005). Para atribuir um valor médio
de viscosidade aparente para cada formulacdo foi utilizado o valor de
viscosidade obtido no ponto de méximo cisalhamento (37 s™). Pode ser
observado que o gel placebo é significativamente mais viscoso (75,0 cP
+ 0,84 %) do que o gel contendo as nanoparticulas de AG (63,0 cP £ 1,2
%) (p< 0,05). Resultados similares foram obtidos por outros autores
apos incorporacdo de nanocarreadores em formulagdes semissolidas
(ALVES; POHLMANN; GUTERRES, 2005; BOOULMEDARAT et
al., 2003; PAVELIC; SKALKO-BASNET; SCHUBERT, 2001).
Provavelmente, o fato de o gel ser preparado com a prépria suspensao
de nanoparticulas como fase aquosa limitou a capacidade de
intumescimento do natrosol®, resultando em uma menor viscosidade.

3.7.7 Morfologia

A fotomicrografia do gel contendo as nanoparticulas de AG,
obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) pode ser
visualizada na figura 42.
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Figura 42. Fotomicrografia obtida por MET de gel contendo nanoparticulas de
AG.

Apesar da presenca da matriz polimérica do natrosol® no meio, é
possivel visualizar as nanoparticulas intactas dispersas no gel,
comprovando que a técnica de preparo e 0 uso de um agente espessante
ndo-ibnico foram capazes de manter a morfologia inicial das
nanoparticulas.

4 CONCLUSOES

A formulagdo AG 3,4 50 apresentou menor valor de T % e maior
valor de kcps, o que significa maior turbidez da suspensdo de
nanoparticulas.  Conforme observado anteriormente com as
nanoparticulas placebo, o tamanho de particula depende do pH da
solucdo de QUI, e a reticulacdo provocada pelo TPP diminui o tamanho
de particula. Além disso, a interacdo da QUI com o ALG é fundamental
para obter uma menor polidispersdo. A presenca de AG reduziu
significativamente o tamanho de particula. As suspensdes de
nanoparticulas apresentaram caracteristicas de fluido ndo-newtoniano
dilatante, sendo que a formulagdo AG 3, 50 apresentou menor valor de
viscosidade em comparagdo com sua respectiva formulagéo placebo. A
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avaliacdo da concentracdo de AG demonstrou que o0 sistema
desenvolvido possui uma limitagdo quanto a quantidade de farmaco
capaz de ser eficientemente encapsulada, sendo selecionado o0 AG na
concentracdo de 1,0 mg/mL. Na andlise morfolégica foi observado que
as nanoparticulas (AG 34 50) séo esféricas e compactas, com uma
superficie mais densa do que as nanoparticulas placebo. A interacéo
entre os polieletrélitos e 0 AG foi confirmada através de analises de
espectroscopia de infravermelho, calorimetria exploratoria diferencial e
termogravimetria. A suspensdo de nanoparticulas de AG demonstrou
estabilidade fisico-quimica durante 90 dias armazenada a 25 °C. As
nanoparticulas foram incorporadas com sucesso em um gel para
aplicacdo topica, onde mantiveram suas caracteristicas fisico-quimicas
iniciais. O gel contendo as nanoparticulas apresentou caracteristicas de
fluido ndo-newtoniano pseudoplastico.
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CAPITULO IV

_ AVALIACAO DA PERMEAGCAO E RETENCAO
CUTANEA DE NANOPARTICULAS PREPARADAS COM
QUITOSANA, ALGINATO E ACIDO GLICIRRIZICO




198



199

1 INTRODUCAO

O é&cido glicirrizico (AG) é um farmaco que possui diversas
atividades farmacolégicas podendo ser administrado por via oral e
topicamente  (AFNAN et al., 2012; CAPELLA & FINZI, 2003;
SHWARZ & CSUK, 2010; TRIPATHI & SINGH, 2009; WANG et al.,
2011). Dependendo do objetivo terapéutico de determinada preparacéo,
€ necessaria uma maior ou menor penetracdo do ativo nas diferentes
camadas, pois isto permite 0 acesso a sistemas organicos e enzimas
especificos.

Uma baixa absor¢do sistémica para o composto ativo é
interessante quando se almeja uma agdo local, sendo ideal para uma
formulacdo de AG para o uso como anti-inflamatério, antioxidante e
antiviral. Como por exemplo, a permeagdo cutanea de glicirrizinato de
amonio (sal do AG) encapsulado em etossomas foi avaliada para
aplicacdo topica no tratamento de afeccbes inflamatérias. Estes
carreadores sdo vesiculas formuladas com fosfatidilcolina e etanol. Os
autores observaram um aumento da permeacao do fArmaco com o uso de
etossomas e, consequentemente, o efeito anti-inflamatério do farmaco
foi aumentado em modelo in vivo de eritema. Além disso, ocorreu um
maior acimulo do farmaco na pele, causado por uma liberagdo
controlada, o que prolongou a sua atividade terapéutica (PAOLINO et
al., 2005). Lipossomas contendo glicirrizinato de potassio, composto
obtido por extragdo aquosa de raizes de alcaguz que € utilizado como
anti-inflamatorio tépico, limitaram o efeito transdérmico do farmaco,
que permaneceu retido na pele (TROTTA et al., 2002). Por outro lado,
Harwansh e colaboradores (2011) obtiveram efeito transdérmico de AG
a partir de nanoemulsées, com liberacdo prolongada do farmaco. Os
autores relatam que a concentracdo de surfactantes utilizados na
formulacéo afeta a liberacdo modificando a atividade termodinadmica do
farmaco. Além disso, o tamanho das particulas e a viscosidade foram
pardmetros fundamentais na permeacao pela pele.

A encapsulacdo de farmacos em sistemas nanoparticulados com
quitosana (QUI) é uma estratégia geralmente adotada para aumentar a
permeacdo e/ou a retengdo cutdnea, uma vez que este biopolimero
apresenta propriedades favoraveis que incluem baixa toxicidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioadesdo
(LERTSUTTHIWONG; ROJSITTHISAK; NIMMANNIT, 2009;
SHAH et al., 2012). As cargas positivas da QUI podem interagir com 0s
acidos graxos livres presentes no estrato cérneo através de interacdes
eletrostaticas, afetando a penetracdo de farmacos pela pele (KIM et al.,
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2010; SHIN et al., 2012). Ainda que compostos/farmacos geralmente
tem sua permeacdo reforcada apds interacdo com a QUI, o contrério
também pode ser observado, particularmente nos casos em que ha
interacdo forte entre ativo e QUI. Uma vez que o AG interage
eletrostaticamente com a QUI, como observado previamente (capitulo
3), neste estudo é esperado um efeito local com minima absorcdo
sistémica.

1.1 AVALIACAO DA PERMEAGCAO E RETENCAO CUTANEA

O desenvolvimento de formulagBes dermatolégicas exige
estimativas prévias da taxa e da extensdo de penetracdo do(s)
composto(s) e adjuvante(s), através da pele. Modelos in vivo e ex vivo
podem ser utilizados com este propésito (MUHAMMAD & RIVIERE,
2006). Considerando-se as dificuldades éticas e econdmicas associadas a
realizacdo de ensaios clinicos, diferentes modelos animais tém sido
desenvolvidos com o intuito de estimar a permeagdo cutdnea em
humanos. Embora a estrutura basica da pele humana seja similar a de
muitos mamiferos, diferencas intra e inter-espécies sdo observaveis,
tanto relativas a espessura da epiderme e da derme, quanto aos
apéndices (MONTEIRO-RIVIERE, 1991).

Dentre os modelos animais, a pele de porco tem sido amplamente
utilizada em funcdo da sua similaridade estrutural e funcional com a
pele humana, aliada & praticidade de obtencdo deste material em
abatedouros. Caracteristicas comuns entre as peles humana e suina
incluem a distribuicdo esparsa dos pelos, pigmentacdo e vascularizagéo,
bem como composicdo lipidica e propriedades biofisicas do estrato
cérneo (HASANOVIC et al., 2011; MUHAMMAD & RIVIERE, 2006).
Diversos estudos demonstraram que a permeacao de farmacos é bastante
similar entre ambas (CHANG et al., 1994; HERKENNE et al., 2006;
SCHMOOK et al., 2001).

1.1.1 Modelo de difusio da camara de Franz

O modelo de difusdo da cAmara de Franz (figura 43), também
chamado de modelo estético, tem ampla aplicabilidade em estudos de
permeabilidade e permeacdo in vitro (FRANTZ, 1990). Apds o preparo
do tecido (seccionamento da porcdo de interesse), este é colocado entre
dois compartimentos, denominados de compartimento doador (ou
superior) e receptor (ou inferior). O estrato corneo da pele encontra-se
voltado para o compartimento doador, enquanto que a derme para 0
receptor. O compartimento receptor é preenchido com uma solugdo,
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geralmente tamponante, evitando-se a formacdo de bolhas, ja que as
mesmas podem alterar a area de difusdo. No compartimento superior é
colocada uma solugdo do farmaco ou a solugdo a ser testada. Os
experimentos sdo realizados geralmente a 37° C (temperatura corporal),
sob agitacdo constante e controlada. Aliquotas da solucdo receptora séo
coletadas, em diferentes tempos, e efetua-se a quantificacdo do farmaco
ou adjuvante farmacéutico. As metodologias para quantificacdo mais
utilizadas sdo técnicas espectrofotométricas e cromatograficas.
Finalmente, os pardmetros de permeabilidade sdo calculados
(FORSTER et al., 2009; KORTING & SCHAFER-KORTING, 2010).

Compartimento Canula de
doador I/amostragem

Tecido ——>

Saida de -
agua

Entrada de
agua Compartimento
receptor

Barra magnética
Figura 43. Esquema representativo da camara de difusdo de Franz (adaptado de
Sassi et al., 2011).

2 METODOLOGIA

21 REVALIDACAO DO METODO ANALITICO (CLAE)
UTILIZADO PARA QUANTIFICAGAO DE ACIDO GLICIRRIZICO
EM AMOSTRAS DE PELE

O método analitico utilizado para quantificagdo de 4&cido
glicirrizico no estudo de permeacédo e retencdo cutanea (TAGLIARI et
al., 2012) foi revalidado de acordo com a ICH (2005) através da analise
dos seguintes parametros: especificidade, linearidade, exatidao,
precisdo, e limites de quantificacdo e detecgéo.
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As andlises foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando um cromatdégrafo Shimadzu LC-10A
(Kyoto, Japdo), equipado com bombas LC-10AD, detector UV/VIS
SPD-10AVysp, unidade de controle SCL-10Ap € auto-injetor Jasco AS-
2055 Plus.

Para quantificacdo do acido glicirrizico (AG) foi utilizada uma
coluna de fase reversa C;g Phenomenex Luna (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
e 0 sistema mantido a temperatura de 25 £ 1 °C. Uma pré-coluna (4,0
mm x 3,0 mm) foi utilizada para proteger a coluna analitica.

A fase mével consistiu numa mistura de metanol:tampédo fosfato
de potassio 0,025 M (60:40 v/v) adicionada de 5 mM de
tetrabutilamonio de soédio. As andlises foram realizadas em modo
isocratico, com fluxo de 1,2 mL/min, deteccdo UV a 254 nm e volume
de injecAdo de 50 pL. As areas dos picos foram integradas
automaticamente através do software Shimadzu Class VP® V 6.14.

2.1.1 Especificidade

Para confirmar a especificidade do método, uma solucdo
contendo somente pele foi analisada nas mesmas condicfes
experimentais das amostras na presenga do farmaco.

2.1.2 Linearidade, e limites de deteccdo (LD) e quantificagéo
(LQ)

A linearidade foi determinada através da construcdo de trés
curvas de calibracdo em trés dias diferentes. Para a construcdo de cada
curva de calibrag8o seis concentra¢des de farmaco (1,0; 3,0; 5,0; 10,0;
15,0 e 20,0 pg/mL) foram preparadas em fase movel. Foram realizadas
trés injecBes de 50 pL de cada solucdo para verificar a repetibilidade da
resposta do detector em cada concentragdo. As areas de pico dos
cromatogramas foram plotadas versus as concentra¢fes padrdo para
obter as curvas de calibragdo. As areas obtidas de cada concentracdo
foram submetidas a andlise de regressdao pelo método dos minimos
quadrados para calcular a equacédo da reta e o coeficiente de correlagéo.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram
calculados a partir da inclinacdo e do desvio padrdo do intercepto da
média de trés curvas de calibracéo.

2.1.3  Precisdo e exatiddo
A precisdo foi determinada por meio da repetibilidade (intra-dia)
e precisdo intermedidria (inter-dia) utilizando solug6es obtidas no estudo
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de permeacdo cutdnea. Apos o estudo de permeacéo, a pele foi retirada e
a area central foi picotada e dissolvida em 3 mL de metanol. Esta
solucdo foi mantida em repouso por 24 h e uma aliquota foi retirada para
quantificar o farmaco retido na pele. Esta solugéo foi contaminada com
uma solucdo padrdo de AG (5,0 ug/mL) e analisada 6 vezes a fim de
estabelecer a repetibilidade do método. Na precisdo intermediaria as
analises foram realizadas em trés dias diferentes. As areas dos picos
obtidas foram comparadas e a precisdo foi expressa em porcentagem
como desvio padréo relativo (DPR %).

Para a analise da exatiddo do método, as amostras de pele foram
contaminadas com concentra¢fes conhecidas de AG (4,0, 5,0 e 6,0
pg/mL) e a porcentagem de recuperacdo de farmaco foi calculada.

2.2 OBTENCAO DA PELE DE ORELHA SUINA

As orelhas foram obtidas em um matadouro situado na cidade de
Antonio Carlos (SC), tendo sido armazenadas em tamp&o Krebs', a 4 °C,
até o seu processamento. Inicialmente, as orelhas foram lavadas com
agua destilada, os pélos foram cortados com tesoura, tendo sido
selecionadas as partes integras, livres de lesdes ou manchas. Com
auxilio de pinga anatbémica, bisturi e tesoura, procedeu-se a dissecacdo
extraindo conjuntamente derme e epiderme, descartando a hipoderme
(tecidos subcutdneos e gordurosos subjacente a derme). Apds
fragmentacéo, as amostras dissecadas de pele foram acondicionadas em
papel aluminio e armazenadas a -80 °C, imersas em solucdo tamp&o de
Krebs, até o momento da utilizacdo. O periodo de armazenamento
variou entre um e dois meses. O descongelamento foi realizado a
temperatura ambiente (25 °C), com adigdo da solugdo tamp&o de Krebs.

2.3 AVALIACAO DA PERMEACAO E/OU RETENCAO
CUTANEA DE AG

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Virologia Aplicada
(LVA) da UFSC, executada pelo doutorando Thiago Caon, sob
supervisdo da Proft Dr? Claudia Maria Oliveira Simdes.

As cadmaras de Franz foram alocadas no banho termostatizado (37
°C) com agitacdo multiponto (Dist). O compartimento receptor foi
preenchido com 10 mL de tampéo PBS:etanol (70:30 V/V). O tecido foi

'Solucéo tampdo de Krebs: NaCl (20mM); KCI (4,7mM); KH,PO, (1,2mM):
NaHCO; (25mM); CaCl, (2,5mM); MgCl, (1mM); glicose (5,5mM), pH 7,4.
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disposto na interface dos compartimentos da camara de Franz e o
sistema de agitacdo foi acionado (800 RPM).

No compartimento doador foram depositados 2,0 mL de cada
amostra: solucdo aquosa de AG (1.100 + 0,6 pg/mL), suspensdo de
nanoparticulas (112,1 + 0,9 pg/mL), além do gel contendo
nanoparticulas (114,2 + 1,1 pg/mL).

No experimento com a solugdo de AG (SAG), a primeira coleta
foi realizada ap6s 12 h, com duracdo total de 24 h, enquanto que nas
amostras contendo a suspensao de nanoparticulas (SNP) e gel contendo
nanoparticulas (GNP) o tempo total de experimento foi estendido para
36 h. Em intervalos regulares de 2 h, aliquotas de 400 uL da solucéo
receptora foram retiradas pela canula de amostragem lateral (com
reposicdo de quantidade equivalente de solucdo) e imediatamente
armazenadas a -20 °C.

Para a quantificacdo de AG, as amostras foram secas sob vacuo
durante 12 h (speed vac") e ressupendidas em 200 uL de fase mével. A
seguir foram agitadas em aparato do tipo vortex® por 5 min,
centrifugadas por igual periodo e analisadas através de CLAE utilizando
método previamente validado.

Quando o farmaco atingiu 0 compartimento receptor em niveis
quantificaveis, calculos dos tempos de laténcia (Ly), dos fluxos
constantes (J) e dos coeficientes de permeabilidade (P) foram realizados
através de equacdes pautadas nas Leis de Fick, incluindo a plotagem
grafica das quantidades permeadas (pg/cm?) em funcdo do tempo. O
estado de fluxo constante (J) foi obtido pelo coeficiente angular da reta
que relaciona a quantidade permeada (pg/cm?) em funcdo do tempo (h)
(MASHRU et al., 2005). O tempo de laténcia (T.) foi calculado a partir
da extrapolagdo da linha do estado estacionario (BARRY, 2002) e o
coeficiente de permeabilidade foi obtido da relacdo entre o fluxo e
concentracdo inicial no compartimento doador.

A retencdo do AG na epiderme e na derme foi avaliada apds 24 e
36 h do inicio do experimento. As amostras de pele foram retiradas do
equipamento e lavadas com solucdo tampédo PBS:etanol para remover o
excesso de farmaco da superficie da epiderme. Com auxilio de bisturi e
pinca anatdmica a epiderme foi cuidadosamente separada da derme e
apenas a regido central, equivalente a area de permeacao, foi recortada e
picotada. Os fragmentos de derme e epiderme gerados foram colocados
separadamente em tubos contendo 3,0 mL de metanol (liquido extrator)
e mantidos em repouso por 24 h. ApGs este periodo, os tubos contendo
as amostras foram submetidos & agitacdo (Vortex®5 min) para o
rompimento das células e aumento da eficiéncia de extragdo. Os restos
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celulares, proteinas e outros interferentes foram removidos através de
filtracdo, e as amostras foram centrifugadas e quantificadas por CLAE.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados com, no minimo, trés
repeticdes independentes. A comparagédo entre os diferentes valores de
fluxo, de tempo de laténcia e os coeficientes de permeabilidade obtidos
foi realizada por analise de variancia (ANOVA), incluindo testes de
comparagdes multiplas (SNK). Diferencas entre 0s grupos foram
consideradas significativas quando p<0,05.

3 RESULTADOS

31 REVALIDACAO DO METODO ANALITICO (CLAE)
UTILIZADO PARA QUANTIFICACAO DE ACIDO GLICIRRIZICO
EM AMOSTRAS DE PELE

O cromatograma da solu¢do contendo amostra de pele sem a
presenga de farmaco esta apresentado na figura 44. Na regido em que
ocorre a absorgdo do AG (tempo de retencdo de 20 minutos) ndo €
visualizada interferéncia dos componentes da pele, comprovando a
especificidade do método.

Volts

Minutos
Figura 44. Cromatograma obtido ap6s analise por CLAE de amostra de pele
sem a presenca de farmaco. Fase movel constituida por metanol:tampéo fosfato
de potéssio 25,0 mM (60:40 v/v) adicionada de 5,0 mM de tetrabutilaménio de
sodio sob fluxo de 1,2 mL/min e detec¢do UV a 254 nm.

A linearidade da resposta do detector foi calculada para vérias
solugdes padrdo na faixa de 1,0 — 20,0 ug/mL. A equagdo média obtida
a partir da reta foi y = 21835x-1389 e o coeficiente de correlacdo (r)
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igual a 1,0, indicando a linearidade da curva de calibracdo (figura 45). A
validade do ensaio foi confirmada por analise de variancia, ANOVA
(Featcutado = 153719 > Foriico = 2,5 X 10™% p < 0,05).

500000 ~
400000 - y =21835x - 1389
R*=1
300000 -
e
"< 200000 -
100000 -
0 r i Y ‘
0 5 10 15 20
Concentragdo (ug/mL)

Figura 45. Curva de calibracdo média do acido glicirrizico obtida por CLAE,
com sua respectiva equacao da reta e coeficiente de correlagdo (R).

O gréfico de residuos apresentou uma distribuicdo adequada e
homogénea dos pontos em torno do eixo das abscissas (figura 46)
provando que a metodologia de CLAE utilizada mostrou-se satisfatdria
na faixa de concentragdo analisada.

2000

Residuos
o

5 10 15 ﬁ 25

-2000
Variavel X 1

Figura 46. Analise dos residuos da curva de calibragdo do &cido glicirrizico
obtida por CLAE.

O LQ e LD calculados a partir das curvas obtidas foram 0,48
po/mL e 0,16 pg/mL, indicando a alta sensibilidade do método.

Os resultados dos ensaios de precisdo e exatidao estdo descritos
na tabela 34. Na precisdo inter e intra-dia o desvio padrao relativo esta
dentro do critério de aceitacdo de 5 %. No ensaio de exatiddo, valores de
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recuperacdo entre 91,23 e 94,34 % foram obtidos apds extracdo do
farmaco de amostras de pele, satisfazendo os critérios do estudo.

Tabela 34. Resultados dos ensaios de precisdo e exatiddo do método de
quantificagdo de AG em amostras de pele.

Precisdo DPR° (%)
Dial 2,95
Precisdo Inter-dia® Dia 2 3,89
Dia 3 3,22
Precisdo Intra-dia” 2,53
Exatidao
Concentracdo adicionada (ug/mL)  Recuperacéo® (%) + DPR® %
4,0 91,23+1,23
5,0 94,34+ 1,79
6,0 93,87 £ 0,98

®média de trés replicatas
®média de seis replicatas
‘desvio padréo relativo

3.2 _ AVALIACAO DA  PERMEAGAO  E/OU
RETENGAO CUTANEA DE AG

Nesta etapa do trabalho, avaliou-se a permeacdo do AG a partir
de trés preparagdes: de uma solucdo aquosa (1,1 £ 0,6 mg/mL), de uma
suspensdo de nanoparticulas (112,1 + 0,9 pg/mL) e de um gel de
natrosol® contendo as nanoparticulas (114,2 + 1,1 pg/mL).

Amostragens foram realizadas ap6s 12 h do inicio do
experimento, pois estudos preliminares realizados com um metabdlito
do AG, o &cido glicirretinico, demonstraram uma baixa permeagéo pela
pele durante as primeiras 10 h (HAO et al., 2010).

Das trés preparacOes testadas, foi possivel calcular os parémetros
de permeabilidade apenas para a solu¢do aquosa de AG (J = 11,13 +
1,14 pg/em®h; Ly = 8,93 + 1,49 h; P = 0,011 + 0,001 cm/h) (figura 47).
A maior concentracdo de farmaco utilizada neste caso poderia ser uma
das justificativas para este resultado (cerca de 10 vezes mais que as
demais amostras). Para as outras duas amostras, o farmaco néo atingiu o
compartimento receptor em niveis quantificaveis, ndo sendo possivel
obter perfis de permeacdo que relacionam a quantidade de farmaco
permeada versus tempo.
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Figura 47. Perfil de permeacdo do AG em solucdo atraves da pele de orelha de
porco.

Os valores dos coeficientes de regressdo linear utilizados para
avaliar o estado de fluxo constante obtidos foram superiores a 0,99,
similarmente aqueles observados no estudo de Hao e colaboradores
(2010). As diferencas entre os valores de P obtidos no presente estudo e
aquele relatado no estudo de Hao e colaboradores (2010) podem estar
associadas as diferencas estruturais entre as duas moléculas (farmaco
VS. metabdlito), ao tipo de tecido animal utilizado (pele de rato VS.
pele de porco) e a proporcdo de etanol, 0 que torna estes valores de
dificil comparac&o entre si.

Paolino e colaboradores (2005) avaliaram a permeagao cutanea in
vitro de uma solugéo aquosa e hidroalcoolica de glicirrizato de aménio,
um sal do &cido glicirrizico, e observaram que as quantidades permeadas
foram de 50,0 e 160,0 pg/cm? respectivamente, ap6s 24 h de
experimento. Estes dados apresentam certa similaridade em relagdo
aqueles obtidos nesse estudo, ainda que alguns pardmetros
experimentais sejam distintos.

Por outro lado, 0 AG ndo foi detectado em niveis superiores ao
seu limite de quantificagdo no compartimento receptor para o sistema
nanoestruturado apos 24 h de experimento. O tempo foi prolongado para
36 h em um novo experimento, porém o resultado obtido foi o mesmo.
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Entretanto, niveis consideraveis de farmaco foram encontrados nas
diferentes camadas da pele (figura 48).

50-
S
< 401 SAG 24h
S ) SNP 24h
3 30- o SNP 36h
o e GNP 36h
2 0l e SAG 24h
27| g o SNP 24h
5 10- e SNP 36h
S 10l B s GNP 36h
< e

B B s

Epiderme Derme

Figura 48. Quantidade (%) de AG retido na epiderme e derme ap06s 24 e 36 h.
Dados: solucdo de AG (SAG); suspenséo de nanoparticulas (SNP); gel contendo
nanoparticulas (GNP).

Com relacdo as amostras de nanoparticulas (suspensdo e gel),
pode ser observado que quando o tempo experimental é estendido para
36 h, ocorre um aumento expressivo da quantidade retida tanto na derme
guanto epiderme (aproximadamente 3x) comparada com os resultados
obtidos apds 24 h.

Quando se compara derme e epiderme, observou-se maior
acumulo do composto ativo na epiderme, o que pode estar associado a
maior afinidade da QUI por esta camada.

A incorporagdo das nanoparticulas em um gel resultou em menor
guantidade de AG retida na pele em relacdo a suspensdo de
nanoparticulas, pois com o gel uma etapa adicional para a liberacdo é
estabelecida e também ocorre reducdo da mobilidade das particulas
neste sistema.

Embora a complexacdo com a QUI torne o composto menos polar
(mais lipofilico), devido & interagdo com os grupos polares do AG, o
que é desejavel no sentido de aumentar a permeacédo através do estrato
corneo, a formacdo deste complexo pode estar limitando a passagem do
farmaco através da pele. Isto porque a formacao de um complexo de alto
peso molecular devido a fortes interacGes eletrostaticas entre QUI, ALG
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e 0 AG, poderia ser capaz de retardar a liberacdo do farmaco das
nanoparticulas.

O mecanismo sugerido é que em uma primeira etapa a QUI seja
capaz de interagir com a pele e facilitar a adesdo das nanoparticulas.
Como a interacdo eletrostatica entre os componentes das nanoparticulas
é forte, supbe-se que o farmaco seja liberado de forma controlada e
prolongada, permanecendo nas camadas da pele por mais tempo quando
comparado a solucéo de AG, que permeia livremente.

A literatura descreve alguns trabalhos em que a QUI foi a
responsavel por uma maior retencdo de farmacos na pele. Shah e
colaboradores (2012) desenvolveram nanoparticulas contendo spantide
I, um anti-inflamatorio topico, utilizando acido poli-lactico glicdlico,
quitosana e TPP, ou revestidas com um acelerador de permeacdo, 0
acido oléico. As nanoparticulas foram incorporadas em gel de HPMC.
Apos 24 h de estudo de permeacdo, o farmaco ndo foi detectado no
compartimento receptor em nenhuma das amostras. A formulacdo
preparada com quitosana e TPP apresentou uma retencdo de farmaco no
estrato corneo, na epiderme e na derme, de 7,34, 5,32, e 1,14 mg/g de
pele, respectivamente. A retencdo de farmaco das nanoparticulas
preparadas com quitosana foi 1,5 vezes maior do que as revestidas com
acido oleico.

Nanoparticulas de quitosana e Pluronic F127® foram capazes de
aumentar a permeacdo de macromoléculas hidrofilicas (CHOI et al.,
2012). Os autores destacam que a estabilidade da interacdo quimica
entre quitosana e Pluronic F127® é essencial para a permeagdo efetiva
das moléculas. Neste caso, pode-se observar um sinergismo entre a
quitosana e o surfactante. A quitosana pode aumentar a retencdo das
particulas através da pele enquanto que o Pluronic F127® modifica a
fluidez da membrana, reforcando a permeacéo de moléculas.

Nanoparticulas de quitosana e lecitina foram capazes de aumentar
a retencdo de quercetina na epiderme e evitar um efeito transdérmico.
Este sistema é ideal como carreador para liberacdo controlada de
guercetina para tratamento topico como antioxidante e anti-inflamatdrio.
As caracteristicas das nanoparticulas, como carga positiva e grande area
superficial, sdo responsaveis pelo maior acimulo de farmaco na
epiderme, permitindo um maior contato na superficie entre as
nanoparticulas e a pele (TAN et al., 2011).
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4 CONCLUSOES

O sistema nanoestruturado proposto pode ser utilizado
topicamente nos casos em que uma liberacdo controlada e prolongada é
desejada, tendo em vista a baixa taxa de liberagdo do farmaco no tempo
analisado e a reduzida absorcao sistémica, o que confere certa seguranga
na administracdo. Este sistema proporcionou alta retencdo de &cido
glicirrizico na derme e epiderme, efeito este atribuido a presenca da
quitosana. O uso de um gel como base retardou ainda mais a retengdo
do acido glicirrizico na epiderme e na derme em relacdo a suspensdo de
nanoparticulas, justamente pela presenca de uma etapa adicional na
liberacdo do ativo. Este reforgo da retengdo do farmaco nas diferentes
camadas da pele pode aumentar ainda mais seus efeitos anti-
inflamatorio, antioxidante e antiviral, no entanto, testes adicionais sdo
necessarios neste sentido.
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CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema
nanoparticulado utilizando os biopolimeros quitosana e alginato de
sodio, para incorporacdo de farmacos para uso topico. A quitosana
possui caracteristicas biofarmacéuticas interessantes para este fim, como
bioadesividade, capacidade de fluidificar o estrato corneo e afinidade
pela pele. A técnica de complexacdo de polieletrolitos, utilizada no
preparo das nanoparticulas, apresenta como principal vantagem o fato de
ndo utilizar solventes organicos no processo.

A anélise das nanoparticulas placebo, sem a presenca de
farmacos, demonstrou que existe uma faixa de concentragdo de
polieletrélitos e valores de pH ideais para obtencdo de um sistema
estavel. Estes pardmetros influenciam a turbidez, tamanho de particula,
potencial zeta, pH e viscosidade das suspensdes de nanoparticulas.

O sistema nanoparticulado apresentou limitacdes quanto a
incorporacdo de farmacos. Somente o0 acido glicirrizico apresentou uma
eficiéncia de encapsulagdo adequada, que foi resultado da presenca de
grupamentos carboxilicos em sua molécula capazes de interagir
eletrostaticamente com 0s grupamentos amino da quitosana.

Ao final da caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas
contendo &cido glicirrizico, uma formulacdo foi selecionada para a
incorporacdo em um gel. Este manteve as caracteristicas iniciais das
nanoparticulas, estando apto a ser utilizado como base semissolida para
aplicago topica.

O estudo de permeacdo cutdnea avaliou a suspensdo de
nanoparticulas e o gel contendo nanoparticulas aplicados em pele de
porco. As amostras apresentaram baixa taxa de liberacdo do farmaco no
tempo analisado e reduzida absorcdo sistémica, sendo ideais para uma
formulacdo topica com atividades anti-inflamatéria, antioxidante e
antiviral.
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APENDICE A

) CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS
FARMACOS (acido glicirrizico, &cido salicilico e cafeina)
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1 METODOLOGIA

A caracterizagdo fisico-quimica do acido glicirrizico matéria-
prima (DEG, Séo Paulo, Brasil) foi realizada conforme laudo do
fornecedor e dados obtidos da literatura, pois o farmaco ndo possui
monografia descrita em compéndios oficiais (ZHENG et al., 2006). Para
verificar a solubilidade, utilizou-se agua quente, etanol diluido (50 %),
cloroférmio e éter.

O 4cido salicilico matéria-prima (DEG, S&o Paulo, Brasil) foi
caracterizado conforme monografia e métodos gerais disponiveis na
Farmacopeéia Portuguesa (2008). Para verificar a solubilidade, utilizou-
se agua, alcool, éter e cloreto de metileno. Os ensaios limite de cloretos
e de sulfatos foram realizados conforme monografia do farmaco. Para o
ensaio de doseamento, 0,12 g da amostra foram dissolvidas em 30 ml de
alcool R, acrescentados 20,0 ml de 4gua R e 0,1 ml de solucdo de
vermelho de fenol R. A titulacdo foi realizada com hidréxido de sédio
0,1 M. 1 ml de hidroxido de sédio 0,1 M corresponde a 13,81 mg de
C;H¢O3. Para reacdo dos salicilatos, cerca de 30 mg da amostra foi
dissolvida em 5 ml de hidréxido de sédio 0,5 M. O volume foi
completado para 20 ml com agua.

A cafeina (CF) matéria-prima (Valdequimica, Sao Paulo, Brasil)
foi caracterizada conforme monografia e métodos gerais disponiveis na
Farmacopéia Brasileira (2010). Para verificar a solubilidade, utilizou-se
cloroférmio, agua, etanol e éter etilico. A identificacio foi realizada por
reacOes colorimétricas. Para o primeiro ensaio, 5 mg de CF foram
dissolvidas em 1 ml de acido cloridrico em vidro de relégio ou capsula
de porcelana, foram adicionados 50 mg de cloreto de potéssio e levados
a evaporagdo em banho de vapor até secar. O vidro de relégio foi
invertido sobre outro contendo uma pequena quantidade de hidroxido de
amoénio 6 M. O residuo adquire uma coloracdo purpura que desaparece
com a adicéo da solugdo de hidréxido de sédio 1 M. Em outro ensaio, 50
ul de uma solucdo de iodeto de potassio iodada foram adicionados a 2
ml de uma solucdo aquosa saturada da amostra. A solucdo apresenta-se
limpida. Apos acrescentar 0,1 ml de &cido cloridrico diluido forma-se
precipitado castanho que se dissolve ap6s neutralizagcdo com solugdo
diluida de hidréxido de sodio. O ensaio de metais pesados foi realizado
conforme descrito em Métodos de reagcdo com ion sulfeto (Método 1).
Para o ensaio de doseamento, 0,4 g da amostra exatamente pesada foram
dissolvidas com aguecimento em 40 ml de anidrido acético. Apds esfriar
foram adicionados 80 ml de benzeno. A titulagdo foi realizada com
solucdo de &cido perclérico 0,1 M SV, determinando o ponto final
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potenciometricamente. Cada ml de acido perclérico 0,1 M SV equivale a
19,47 mg de C8H10N402.

Além dos ensaios especificos anteriormente descritos para cada
farmaco, foram realizados:

1.1 DESCRICAO

Foram observados os caracteres fisicos como coloragdo, odor e
aparéncia da matéria-prima. A faixa de fusdo foi obtida em célula DSC-
60 (Shimadzu) utilizando cadinhos de aluminio fechados com ~2 mg de
amostra sob atmosfera dindmica de N, (50 mL/min) e razdo de
aquecimento de 10 °C/min. Quando necessario, as amostras foram
submetidas a andlise de difracdo de raios-X (DRX) em difratdmetro
PanAnalytical X pert PRO com radiacdo de Cu e operando a 45 kV e 40
mA. As amostras foram preparadas sobre monocristal de silicio "zero
background" com cavidade. A andlise foi realizada no Laboratério de
Difragdo de Raio-X da UFSC com orientacdo do Prof. Carlos de
Campos.

1.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (1V) foi
realizado com o equipamento Shimadzu (IR Prestige 21) utilizando
resolucdo de 4 cm™. As amostras foram trituradas com brometo de
potassio (KBr) e submetidas a andlise entre 400 a 4000 cm™. As
principais bandas de absorcdo para cada farmaco foram observadas e
comparadas com dados da literatura (CLARKE’S, 2004; ZHENG et al.,
2006).

1.3 PERDA POR DESSECACAO

Pesa-filtros (& 52 mm x 48 mm) previamente dessecados e
tarados foram adicionados de aproximadamente 1,0 g de cada matéria-
prima exatamente pesado. As amostras foram colocadas em estufa a 105
°C até peso constante e a porcentagem de perda foi calculada.
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2 RESULTADOS

A tabela 1 resume os resultados obtidos para o farmaco &cido
glicirrizico, comparando-os com especificacdes da literatura e com
laudo do fornecedor (DEG Ltda; SUI et al., 2012; ZHENG et al., 2006).

Tabela 1. Resultados da caracterizagdo fisico-quimica do farmaco &cido
glicirrizico.

Ensaio Especificagédo Resultado

Descrigdo P6 cristalino, branco de sabor De acordo
adocicado

Solubilidade Facilmente solGvel em &gua De acordo

guente e etanol diluido,
insollvel em cloroférmio e éter

Faixa de fusédo Sem evento de fusdo De acordo (Fig. 1)
Perda por Maximo de 6 % 1.2%
dessecacdo
Espectroscopia Principais picos de absorcédo De acordo (Fig. 3)
no v sdo: 1719, 1458, 1647 cm’?

Na figura 1 pode ser visualizada a auséncia de endoterma de
fusdo na curva DSC do &cido glicirrizico.
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Figura 1. Curva de DSC obtida a partir do acido glicirrizico.
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Para avaliar o grau de cristalinidade do farmaco foi realizada
andlise de difragdo de raios-X (figura 2). O difratograma confirma o
carater amorfo do farmaco, como ja foi observado por outros autores
(SUl et al., 2012).
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Figura 2. Perfil de DRX obtido para o acido glicirrizico.
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Figura 3. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do 4cido
glicirrizico.
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A tabela 2 resume os resultados obtidos para o farmaco &cido
salicilico, comparando-os com especificacdes
Portuguesa (2008) e Clarke’s (2004).

da Farmacopéia

Tabela 2. Resultados da caracterizagdo fisico-quimica do farmaco acido

salicilico.
Ensaio Especificacdo Resultado
Descricdo P4 cristalino branco ou De acordo
cristais aciculares brancos ou
incolores.
Solubilidade Pouco sollvel em agua, De acordo
facilmente soltvel em alcool
e em éter e ligeiramente
soltvel em cloreto de
metileno
Faixa de fusdo 158 a 161°C 158,2 a 160,5
°C (Fig. 4)
Perda por dessecacéo Maximo de 0,5 % 0,4 %
Espectroscopia no IV Principais picos de absor¢do De acordo
sd0: 758, 1657, 1288, 1210, (Fig.5)
1250, 1150, 1587, 1724,
1176, 1515, 699, 1041 cm™
Ensaio-limite de Maximo 100 ppm De acordo
Cloretos
Ensaio-limite de Maximo 200 ppm De acordo
Sulfatos
Reac0es de Desenvolvimento de De acordo
Identificacdo coloracdo violeta
(salicilatos)
Doseamento 99,0 -100,5%

99,3+04%
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Figura 4. Curva de DSC obtida a partir do acido salicilico.
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Figura 5. Espectro de absorg¢do na regido do infravermelho do acido salicilico.
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A tabela 3 resume os resultados obtidos para o farmaco cafeina,
comparando-os com especificacBes da Farmacopéia Brasileira (2010).

Tabela 3. Resultados da caracterizagdo fisico-quimica do fdrmaco cafeina.
Ensaio Especificacédo Resultado
Descricdo P& branco ou cristais De acordo
aciculares, brancos e
brilhantes. Inodoro e de sabor
amargo
Solubilidade Facilmente solavel em De acordo
cloroférmio, ligeiramente
solivel em agua e etanol, e
pouco soltvel em éter etilico

Faixa de fusdo 2352239 °C 23542 238,4
°C

Perda por dessecacéo Maximo de 0,5 % 0,3%
Espectroscopia no IV Principais picos de absorcéo De acordo

sd0: 1658, 1698, 1548, 1242, (Fig.7)

760, 747 cm™
Metais pesados Maximo 20 ppm De acordo
Reacdo de Desenvolvimento de De acordo
identificacdo (A) coloracdo pdrpura que

desaparece com a adi¢do da
solucdo de hidréxido de sédio

1M
Reacdo de Formacao de precipitado De acordo
identificagdo (B) castanho que se dissolve apds

neutralizagdo com solucdo
diluida de hidroxido de sédio.

Doseamento 98,5-101 % 99,1+05%
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Figura 6. Curva de DSC obtida a partir da cafeina.
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Figura 7. Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho da cafeina.
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3 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com a caracterizagdo fisico-quimica dos
farmacos utilizados neste trabalho conferem com as especificacdes da
literatura.
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