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RESUMO

A grandisina, uma neolignana tetraidrofuranica obtida das sementes e folhas da
planta Virola surinamensis, € popularmente utilizada no tratamento de erisipelas,
cOlicas e dispepsias, e possui acdo comprovada contra Schistosoma mansoni,
Plasmodium falciparum, Leishmania donovani e Trypanosoma cruzi. Apresenta
também atividade antinociceptiva, anti-inflamatéria e potencial acdo quimioprotetora
(dose dependente), prevenindo a fragmentacdo cromossdmica induzida pela
ciclofosfamida, sendo assim considerada potencial candidata a agente anti-cancer. A
encapsulacdo da grandisina em nanocapsulas poliméricas pode aumentar sua
solubilidade em meio aquoso, consequentemente, permitindo sua administracao por
via intravenosa. No presente trabalho foram produzidas nanocapsulas poliméricas
contendo grandisina pelo método de nanoprecipitacdo (ou deposicéo interfacial de
polimero pré-formado). Estas nanocapsulas apresentaram diametro médio em torno
de 160 nm, PdI < 0,2, potencial zeta de — 15,73 mV e carga de grandisina de 6,54%,
com eficiéncia de encapsulacdo (EE%) de 98%. O estudo de estabilidade, realizado
por um periodo de 30 dias sob refrigeracdo (4°C = 1°C), mostrou que as
caracteristicas fisicas da formulacdo (coloracdo, translucéncia azulada, etc.) foram
mantidas em relacdo a dispersdo de nanocapsulas originalmente produzida, nao
sendo observadas alteracbes como deposicdo de residuos e/ou cristais, formacéao
de grumos, cremagem ou nata sobrenadante, goticulas de 6leo aderidas ao vidro,
floculacdo ou separacao de fases. Com relacdo a grandisina encapsulada, durante o
estudo de estabilidade, foi verificada uma reducao de 6,4% do total encapsulado. O
estudo de liberacdo mostrou rapida liberacdo nas primeiras 48h (30,45%) e
posteriormente manteve-se mais lenta, com 52% apo6s 21 dias de ensaio. As
nanocapsulas poliméricas contendo grandisina, obtidas neste trabalho, mostraram
ser um potencial sistema de liberacdo para viabilizar uma forma de administracéo
por via parenteral para esta substancia.

Palavras-chave: grandisina, nanocépsulas, PLGA



ABSTRACT

Grandisin, a tetrahydrofuranic lignan produced by Virola surinamensis seeds and
leaves, is popularly used to treat erysipelas, colic and dyspepsia, and is active
against Schistosoma mansoni, Plasmodium falciparum, Leishmania donovani and
Trypanosoma cruzi. It also antinociceptive, anti-inflamatory and potential for
protective (dose dependent) activities, preventing cyclophosphamide induced
chromosomal fragmentation, being considered a potencial anti-cancer candidate.
The encapsulation of grandisin in polymeric nanocapsules can increase its solubility
in aqueous media, allowing drug administration by intravenous route. In the presente
work, polymeric nanocapsules containing grandisin were produced by
nanoprecipitation method (or interfacial pre-formed polymer deposition). The average
diameter of these nanocapsules were around 160 nm, Pdl < 0,2, zeta potential -
15,73 mV and grandisin load of 6,54%, with encapsulation efficiency of (EE%) 98%.
Stability study, comprising 30 days under refrigeration (4°C + 1°C), showed that
physicochemical characteristics of the formulation (color, bluish translucency, etc.)
were the same as compared to the nanocapsules dispersion originally produced, so
there were no alterations such as deposition of residues and/or crystals, lumps
formation, creamming or supernatant oil, droplets adhered to the glass, flocculation
or phase separation. Regarding encapsulated grandisin, during stability test, there
was a reduction of 6,4% of the total encapsulated drug. Drug release study showed
quick liberation in the first 48h (30,54%) and then kept slower, because only 52%
after 21 days. Polymeric nanocapsules containing grandisin, obtained in this work,
showed potential to be a drug release system to administration by intravenous route.

Keywords: grandisin, nanocapsule, PLGA
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a nanotecnologia, aplicada a medicina, trouxe significativos
avancos no diagnostico e tratamento de doencas (MONDAL et al., 2010). Assim,
numerosos estudos estdo se concentrando no desenvolvimento de novas
formulagbes farmacéuticas com base em nanocarreadores, que tém demonstrado
varias vantagens sobre as formulagdes convencionais, tornando esta linha de
pesquisa uma area promissora e inovadora para o setor farmacéutico (MORAES et
al., 2010).

Mais especificamente, tomando o exemplo do tratamento do céncer, a
guimioterapia convencional muitas vezes tem efeitos colaterais graves para 0s
pacientes devido a sua acdo ndo especifica, uma vez que os medicamentos atuam
tanto em células normais quanto nas cancerosas (ZHANG et al., 2010). Portanto, os
nanossistemas tém sido amplamente relatados na literatura cientifica como a nova
geracado de produtos farmacéuticos, devido as suas vantagens em comparacao com
a terapia convencional. Dentre essas vantagens podem ser citadas a melhoria da
disponibilidade de compostos hidrofobicos, a protecdo dos compostos ativos contra
a degradacdo enzimética ou ocasionada por pH extremo, e a possivel liberacao
sustentada de compostos (MARTINS et al., 2010). Estes sistemas de liberacdo de
farmacos sado, de fato, capazes de encapsular a substancia ativa e conduzi-la a
alvos especificos, sem alterar a estrutura quimica da molécula transportada
(MORAES et al.,, 2010). Os sistemas nanométricos carreadores de farmacos
normalmente sao produzidos empregando materiais poliméricos e/ou lipidicos,
resultando em sistemas particulados ou vesiculares com capacidade para o
transporte e liberacdo de farmacos (NEUMANN et al., 2010), devendo estes ser
biodegradaveis e biocompativeis (CHOMOUCKA et al., 2010). Existem diversos
tipos diferentes de nanoparticulas, tais como transportadores lipidicos, dendrimeros,
nanoparticulas metalicas e micro e nanoparticulas poliméricas (MARTINS et al.,
2010).

Neste trabalho foi estudada a encapsulagéo da grandisina em nanoparticulas
poliméricas (nanocapsulas), uma formulagdo cujo potencial para administracao por
via injetavel podera viabilizar estudos adicionais pré-clinicos e clinicos da aplicacédo
deste farmaco na terapéutica. A grandisina foi escolhida para aplicacdo desta

tecnologia devido a suas propriedades fisico-quimicas e atividades antiparasitaria,
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citotdéxica, antiangiogénica, antinociceptiva, anti-inflamatéria e quimioprotetora
(CARVALHO et al., 2010; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2007; VALADARES et al., 2011;
VIEIRA et al., 2011).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Durante as Ultimas décadas, tem havido um crescimento constante no
namero de sistemas nanoestruturados disponiveis para a terapia (WANG et al.,
2010), havendo um grande enfoque nas nanoparticulas empregadas para o
tratamento do cancer. Comumente, nanoparticulas sdo definidas como particulas
sélidas, usualmente em uma dispersdo coloidal, que incluem nanosferas e
nanocapsulas. As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas tanto por
meétodos de polimerizacdo in situ como a partir de polimeros pré-formados. Uma de
suas caracteristicas fundamentais é seu tamanho, geralmente a partir de 5-10 nm,
com um limite superior de aproximadamente 1000 nm, embora a faixa geralmente
obtida seja de 100-500 nm (MORA-HUERTAS et al., 2010).

As nanoparticulas (NPs) séo consideradas sistemas de liberacdo de farmacos
muito versateis, ttm um consideravel potencial para a vetorizacdo de substancias
ativas e exibem varias vantagens sobre os sistemas de liberagdo convencionais.
Algumas dessas vantagens sdo: alta estabilidade, o que confere longa vida util no
organismo; alta capacidade de transporte; viabilidade de incorporacdo de
substancias hidrofilicas e hidrofébicas; possibilidade de administracdo por meio de
diversas vias. As nanoparticulas também podem ser projetadas para permitir
liberacdo controlada de farmacos a partir de uma matriz. Todas estas propriedades
permitem melhoria da biodisponibilidade do farmaco, produzindo elevado nivel de
acdo farmacolodgica e reducdo da frequéncia de dosagem. Mais importante, as
nanoparticulas podem reduzir o efeito MDR (Resisténcia a Multiplas Drogas), que
pode ocorrer na terapia com muitos farmacos anticancer, através de um mecanismo
de efluxo do farmaco das células mediado pela glicoproteina-P (gp-P) (YAN et al.,
2010).

Nanoparticulas poliméricas estdo sendo usadas para administrar produtos
naturais, tais como a coenzima Q10, acido elagico, estradiol, curcumina e

guimioterapicos, como paclitaxel e doxorrubicina (RAVINDRAN et al., 2010).
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2.1.1 Nanocapsulas poliméricas

Nanosistemas poliméricos podem ser classificados em nanocapsulas e
nanoesferas (MORAES et al., 2009; MORA-HUERTAS et al., 2010; TEIXEIRA et al.,
2010) de acordo com sua organizacao fisico-quimica (MORAES et al., 2009), sendo
a obtencdo de cada um desses sistemas dependente do método de preparacdo e
dos materiais empregados (MORAES et al., 2010; ARAUJO et al., 2009).

Nanocapsulas estdo recebendo crescente atencdo como transportadores de
farmacos para diferentes areas, tais como cosmética e farmacéutica (SANTANDER-
ORTEGA et al., 2010). Além disso, uma das principais vantagens das nanocapsulas,
em comparacao com as nanoesferas é a capacidade de obter uma maior carga do
farmaco (TEIXEIRA et al., 2010).

Nanocapsulas séo sistemas vesiculares reservatorio, formados por um nucleo
oleoso ou aquoso rodeado por uma fina membrana polimérica (SANTANDER-
ORTEGA et al., 2010), que geralmente consiste de um polimero biocompativel e
biodegradavel (TEIXEIRA et al., 2010). Neste caso, a substancia ativa ndo fica
somente dissolvida no nucleo, mas também pode estar adsorvida na membrana
polimérica (ARAUJO et al., 2009; MORAES et al., 2010). Além disso, conforme
descrito na revisdo de MORA-HUERTAS e colaboradores (2010), o ndcleo da
nanocapsula pode conter a substancia ativa na forma liquida, sélida ou como uma
dispersdo molecular. Da mesma forma, este reservatorio pode ser lipofilico ou
hidrofilico de acordo com o método de preparacdo e as matérias-primas utilizadas.
(Figura 1).

Nucleo liquide

Membrana polimérica

Matriz polimérica

Membrana peolimérica

(c)
Nucleo liquido
o ) Membrana polimérica
Substéancia ativa
em estado molecular

Figura 1 — Diferentes tipos de nanoparticulas, (a) nucleo liquido; (b) matriz polimérica; (c) substancia
ativa em dispersédo molecular (Adaptado de MORA-HUERTAS et al., 2010).



19

A versatilidade destes sistemas para a encapsulacdo de uma grande
variedade de farmacos, tais como peptideos de baixo peso molecular ou material
genético, amplia as possibilidades de emprego dos mesmos na terapéutica.
Segundo diferentes autores, nanocapsulas utilizadas como transportadores de
farmacos podem mascarar sabores desagradaveis, fornecer propriedades de
liberacdo controlada de moléculas vulneraveis e proteger da degradacéo por fatores
externos, como a luz, ou do ataque enzimatico no seu transito através do trato
digestivo. Além disso, os sistemas nanoencapsulados resultam em internalizacao
celular de farmacos relativamente maiores quando em comparacdo com
microparticulas. Este comportamento pode ser modificado dependendo de cargas
superficiais das nanocapsulas e da natureza hidrofilica ou hidrofébica do polimero
utiizado na formacdo da membrana polimérica, e estas caracteristicas do
reservatério polimérico sdo posteriormente cruciais para a estabilidade das
particulas a longo prazo (MORA-HUERTAS et al., 2010; SANTANDER-ORTEGA et
al., 2010).

2.1.2 Métodos de preparacao

Existem seis métodos classicos para a preparacdo de nanocapsulas:
nanoprecipitacdo, emulsdo-difusdo, dupla emulsificacdo, emulsédo-coacervacao,
revestimento polimérico (polymer-coating) e camada-por-camada (layer-by-layer)
(KULTERER et al., 2011; MORA-HUERTAS et al., 2010) (Figura 2).

Concentracéo,
purificacdo e
estabilizacéo de
nanocapsulas

Formacéo de nanocapsulas

agitacdo moderada)

Nanoprecipitacio Enjegéo lenta (gotejamento e}

Fase orgéanica Fase aquosa [—»

v

Eliminac&o do
Emulsificac&o-difus&o Fase de diluicdo solvente (agitacéo
magnética moderada,
evaporacao pelo
vacuo, ultrafiltracao
tangencial)

Fase organica

Emulsificacao Difusédo
(misturador de alto |— (agitacédo

cisalhamento) moderada)

Fase aquosa
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A - Recuperacgéo
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g Emulsificac&o Emulsificacéo o/w (ultracentrifugac&o)
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Fase aquosa l
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, " - , N |
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Padréo com polimero com polimero
(template) ¥, carregado 1 ¥Y,! carregado 2
\_ N J

n ve{es
Figura 2 — Diferentes métodos para a preparacdo de nanocapsulas (Adaptado de MORA-HUERTAS
et al., 2010).

2.1.2.1 Método de nanoprecipitacdo

Devido ao grande interesse no estudo de nanoparticulas biodegradaveis
como sistemas de liberacdo de farmacos e aos progressos no campo da
nanotecnologia farmacéutica nas ultimas décadas, diferentes estratégias tém sido
propostas para a producdo de nanoparticulas poliméricas, permitindo ampla
modulacdo de suas caracteristicas (BECK-BROICHSITTER et al., 2010). Entre as
inUmeras estratégias de fabricacdo, o método de nanoprecipitacdo, também
chamado de deslocamento de solventes ou deposi¢ao interfacial, desenvolvido e
patenteado por FESSI e colaboradores (1989), € conhecido por ser uma técnica
conveniente para a producdo de nanoparticulas biodegradaveis (QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998; BECK-BROICHSITTER et al., 2010; MORA-HUERTAS et
al., 2010; KULTERER et al., 2010). O método € simples, rapido, econémico, e requer
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baixas quantidades de solvente organico, produzindo particulas de pequeno
tamanho em combinacdo com um estreito indice de polidispersibilidade (Pdl)
(KULTERER et al., 2011).

Para a producdo de nanocapsulas pelo método de nanoprecipitacdo séo
necessarios uma substancia formadora de filme, tal como um polimero (sintético,
semi-sintético ou polimero natural) em solu¢cdo; um solvente orgénico, ou uma
mistura de solventes organicos (p.ex. etanol, acetona, hexano, cloreto de metileno
ou dioxano); substancia ativa; 6leo; um tensoativo lipofilico; um solvente orgéanico
para a substancia ativa ou para o 6leo (se estes forem necessarios); e finalmente a
fase aquosa. A fase aquosa consiste de um solvente aquoso ou mistura de
solventes aquosos, além de um ou mais tensoativos naturais ou sintéticos. No
entanto, é possivel usar duas fases organicas ou duas fases aquosas, desde que as
condicdes de solubilidade, insolubilidade e miscibilidade sejam satisfeitas
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; MORA-HUERTAS et al., 2010; KULTERER
et al., 2011).

A composicdo sugerida para a preparacdo de nanocapsulas de 150-200 nm
em escala laboratorial, usando o método de nanoprecipitacdo, € mostrada na Tabela
1.

Tabela 1 - Composi¢do sugerida para a preparagdo de nanocapsulas pelo método de
nanoprecipitacéo
Material Composicao sugerida
Substancia ativa 10-25 mg
Polimero 0.2-0.5% do solvente
Oleo 1.0-5.0% do solvente
Tensoativo a/o 0.2-0.5% do solvente
Solvente (fase orgénica) 25 ml
Agente estabilizante 0.2-0.5% do nao-solvente
N&o-solvente (fase aquosa) 50 ml

Fonte: MORA-HUERTAS et al., 2010

Os polimeros comumente usados sao poliésteres biodegradaveis,
especialmente poli(e-caprolactona) (PCL), poli(acido latico) e poli(acido latico-co-
acido glicolico) (PLGA). Eudragit® também pode ser usado, além de muitos outros

polimeros, tal como o poli(alquilcianoacrilato) (PACA) (Khoee e Yaghoobian, 2008).
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Além de substancias ativas lipofilicas, o nucleo das nanocapsulas é composto
por um tensoativo O/A e um 6leo em que a solubilidade do farmaco seja a mais alta
possivel. Além disso, o0 6leo ndo deve ser téxico, deve ser pouco soluvel no polimero
e vice-versa, e ndo deve haver risco de degradacdo do polimero (Limayem et al.,
2006). Ressalta-se que os diferentes tipos de triglicerideos céprico/caprilico séo
usados frequentemente por existir ampla gama de substancias ativas solGveis nos
mesmos. Apesar de outros 6leos e ésteres, como benzoato de benzila, acido oléico,
oleato de etila, 6leo de argan, 6leo de girassol e 6leo de soja, ndo serem utilizados
com frequéncia, podem originar bons resultados. No que diz respeito aos
tensoativos O/A, ésteres e fosfolipideos sé@o os preferidos. Em relacdo aos solventes
para polimeros, acetona € a escolha na maioria dos casos. Outros solventes, tais
como etanol, sdo usados a fim de dissolver a substancia ativa ou o 6leo. Agua ou
solugbes tampado podem ser usadas como n&o-solventes, enquanto o agente
estabilizante na fase aquosa é geralmente o poloxamer 188 ou o polissorbato 80
(MORA-HUERTAS et al., 2010).

No método de nanoprecipitacdo, o polimero, o farmaco e opcionalmente um
estabilizante lipofilico (ex., fosfolipideos) sdo dissolvidos em um solvente miscivel
em agua, tal como acetona ou etanol. Esta solucao é vertida ou injetada em uma
solucdo aquosa contendo um estabilizante (ex., alcool polivinilico ou poloxamer 188)
sob agitacdo magnética. Assim, as nanocapsulas sdo formadas instantaneamente
pela rapida difusdo do solvente, o qual € entédo eliminado da suspenséo sob pressao
reduzida, obtendo-se uma dispersao coloidal (Figura 3) (QUINTANAR-GUERRERO
et al.,, 1998, MORA-HUERTAS et al., 2010). As variaveis chave do procedimento
estdo associadas com as condi¢des da adicao da fase organica na fase aquosa, tais
como taxa de injecdo da fase organica, velocidade de agitacdo da fase aquosa,
método de adicao da fase organica e razdo fase organica/fase aquosa. Da mesma
forma, as caracteristicas das nanocapsulas sao influenciadas pela natureza e

concentracéo de seus componentes (MORA-HUERTAS et al., 2010).
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Fase organica

Fase aquosa

Difus&o do solvente Precipitagdo do polimero

Sistema de controle de
dosagem

=== Polimero
=" Estabilizante
" Solvente

Agitacdo magnética

Figura 3 — Processo usado para a preparacéo de nanocapsulas pelo método de
nanoprecipitacao (Adaptado de MORA-HUERTAS et al., 2010).

Embora existam controvérsias sobre o mecanismo de formacdo de
nanocapsulas através desta técnica, a investigacao sobre a precipitacdo do polimero
e a difusdo do solvente provou que ambas sao Uteis nesse processo (MORA-
HUERTAS et al., 2010).

Com base na teoria da precipitacdo de polimeros, de Sugimoto (Sugimoto,
1987), Lince e colaboradores (2008) indicam que o processo de formacdo das
particulas no método de nanoprecipitacdo compreende trés fases: nucleacéo,
crescimento e agregacdo. O andamento de cada etapa determina o tamanho da
particula, o qual é definido como a razdo entre a concentracdo do polimero e a
solubilidade do mesmo na mistura de solventes. A separacdo entre as etapas de
nucleacdo e crescimento € o fator chave para a formacéo de particulas uniformes.
Idealmente, as condicbes de operacdo devem permitir alta taxa de nucleacéo,
fortemente dependente da supersaturacéo, e baixa taxa de crescimento.

Por outro lado, a partir das pesquisas realizadas por Davies em relacdo a
transferéncia de massa entre dois liquidos e o efeito Gibbs—Marangoni (McManamey
et al., 1973; Davies, 1975), Quintanar e colaboradores (1998) explicaram a rapida
formacao das nanoparticulas como um processo que ocorre devido as diferencas na
tensdo superficial geradas durante o deslocamento do solvente. A turbuléncia
interfacial é causada pela reducdo localizada da tenséo interfacial onde a fase
oleosa sofre pulsacdes rapidas e irregulares ou “kicks”, cada um dos quais é
rapidamente amortecido por arraste viscoso. A energia necessaria para estes
movimentos “jerky” (bruscos), originados da energia livre liberada através do
solvente, retorna para o seu estado de equilibrio. O mecanismo molecular da
turbuléncia interfacial pode ser explicado pela formacéo continua de turbilnbes de

solvente (ex., acetona) na interface. Esses turbilndes podem originar-se tanto na
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formacgéo da gota ou nas desigualdades térmicas no sistema. Assim, uma vez que o
processo ja foi iniciado, movimentos associados com “kicks” anteriores mudam a
pressdo no interior do solvente, pelo aumento da pressdo na superficie ou
diminuicdo da tensdo interfacial. Assim, se as gotas de solvente formado contém
polimeros, estes tendem a se agregar e formar nanoparticulas por causa da difuséo
continua de solvente e por causa da presenca de um meio ndo-solvente (Figura 4)
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

Difusao
Glébulos =wsssersrnen g Nanoparticulas
ﬂ-
N L]
(= o
v ®
.
£\ e
":é_ Turbilhdes
Polimero / o Agua
= +
Solvente %M estabilizante
™
®
€— II (7o)
€ I+ATI(y < 70)
A A
L Interface original

- Pulsagdes wregulares ou “kicks”™

Figura 4 — Representacdo esquematica da formacgédo de nanoparticulas
pelo deslocamento de solvente, baseado no mecanismo de turbuléncia
interfacial, onde n e y representam a pressédo da superficie e a tensao
interfacial, respectivamente (Adaptado de QUINTANAR-GUERRERO et
al., 1998).

O termo nanoprecipitacdo € frequentemente usado para definir este processo,
entretanto, € importante ressaltar que, de acordo com o mecanismo descrito, a
formacdo de nanocapsulas € devida a agregacao do polimero em gotas da emulséo
estabilizada, e as etapas de nucleacdo e crescimento ndo estdo aparentemente

envolvidas. A utilidade desta técnica esta limitada a solventes misciveis em agua,
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7

em que a taxa de difusdo é suficiente para produzir emulsificagdo espontanea
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998).

2.2GRANDISINA

A Virola surinamensis, conhecida popularmente como uculba branca, € uma
planta tipica da floresta amazbnica e mata atlantica e € comumente utilizada no
tratamento de erisipelas, cdlicas e dispepsias, sendo que, estudos experimentais
demonstraram que varios componentes desta planta possuem atividades anti-
parasitarias contra Schistosoma mansoni, Plasmodium falciparum, Leishmania
donovani e Trypanosoma cruzi (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2007). As sementes e
folnas desta planta mostraram ser ricas fontes de pesquisa de lignanas e
neolignanas tetraidrofuranicas, como a grandisina (Figura 5). Tais substancias

apresentam potente atividade in vitro contra o parasita tripomastigota (CHICARO et

al., 1996).

0
HsCO OCHs
OCHs OCHs

Figura 5 — Estrutura quimica da grandisina

Em estudos recentes, a grandisina demonstrou atividade antinociceptiva, anti-
inflamatéria (CARVALHO et al., 2010) e potencial acdo quimioprotetora dose
dependente, prevenindo a fragmentagcdo cromossémica induzida pela
ciclofosfamida, apresentando-se assim como possivel candidato a agente anti-
cancer (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2007; VALADARES et al., 2011; VIEIRA et al.,
2011).

Por outro lado, a obtencdo de formulagbes aquosas para a grandisina
mostrou-se um grande desafio por ser praticamente insolivel em agua. Assim,
levando em consideracdo o grande potencial terapéutico desta substancia, surgiu a
proposta de incorporar a mesma em nanocapsulas poliméricas, com o objetivo de

obter uma formulacdo farmacéutica em veiculo aquoso, que futuramente possa ser
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utiizada em ensaios in vivo na investigacdo das atividades terapéuticas da

grandisina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar nanocépsulas de PLGA contendo grandisina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Efetuar a caracterizacao fisico-quimica da grandisina (solubilidade e ponto de
fusado através de analise térmica);

e Desenvolver metodologia analitica para determinacdo quantitativa da
grandisina;

e Padronizar o método de obtencéo e formacédo de nanocpsulas de PLGA com
didmetro de aproximadamente 200 nm e indice de polidisperséo < 2,0;

e Caracterizar as nanocapsulas obtidas quanto ao didmetro médio e
polidispersibilidade;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas de PLGA contendo
grandisina;

e Determinar a eficiéncia de encapsulacdo e carga de farmaco;

e Realizar estudo de perfil de liberagdo in vitro, da grandisina livre e

encapsulada.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

41.1

4.1.2

Substancias e Reagentes
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Grandisina (fornecida pelo Prof. Dr. Massuo Jorge Kato, do Instituto de

Quimica, Universidade de Sao Paulo)

Acetona - Merck®

Metanol - Merck®

Alcool etilico - Merck®

Fosfatidilcolina - Lipoid GmbH

Pluronic F68® — Sigma Aldrich®

Pluronic F127® — Sigma Aldrich®

Trealose — Sigma Aldrich®

Oleo de soja

Fosfato de potassio monobasico anidro PA - Merck®
Hidréxido de sédio PA - Merck®

Poli(acido latico-co-glicdlico) (PLGA) (85:15) - SIGMA (EUA)
Agua ultra-pura Milli-Q®

Tampéo Fosfato pH 7,4

Acetonitrila HPLC — JT Baker, EUA.

Fosfato de S6dio monobasico anidro PA — Merck, Alemanha.

Metanol HPLC — JT Baker, EUA.

Equipamentos e Utensilios Diversos

Agitador de tubos Vortex VG3 — IKA, Alemanha
Banho de Ultrassom USC-2899A — Unique, Brasil

Coluna ChromSep SS OmniSpher 3 C18 (100x4,6 mm) 5 um — Varian, EUA.

Cromatografo — Bomba quaternaria (ProStar 240),

com amostrador

automatico (ProStar 410) e detector na regiao do ultravioleta (ProStar 310) —

Varian, EUA.
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e Espectrofotdmetro CARY UV-Visivel — Varian, EUA.
4.1.3. Membrana de dialise FisherBrand (peso molecular 12.000-14.000
Da) de celulose regenerada — Fisher Scientific, Reino Unido.
e Mini-Incubadora Ma 410 — Marconi, Brasil.
e ZetaSizer Nano-S — Malvern Instruments, Reino Unido.

e Zetaplus - Brookhaven Instruments Corporation.

4.2 METODOS

4.2.1 Estudo da solubilidade da grandisina

A solubilidade da grandisina foi avaliada em diferentes meios, conforme

descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Meios utilizados nos estudos de solubilidade da grandisina.

Meio Condic¢des do teste

Metanol 25°C, agitagdo manual

Tampéao KH,PO, pH 7.4

Tampéao KH,PO, pH 7.4 + 5% alcool etilico

37°C + 0,5°C, agitacdo mecéanica a 150 rpm
Tampéao KH,PO, pH 7.4 + 5% tween 80

Tampéao NaH,PO, pH 7.4 + 5% lauril sulfato de sédio

Os testes foram realizados em duplicata. Um excesso de grandisina foi
adicionado a cada recipiente contendo meio, posteriormente submetido a agitacao
(manual por 5 min, para o metanol, ou mecanica, em mini-incubadora com agitacao
orbital, por 24 horas, para 0s outros meios).

Apés a agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos,
uma aliquota do sobrenadante foi coletada e filtrada (filtro PVDF). A quantificacdo do

farmaco presente na amostra foi feita por CLAE (itens 4.2.3.2 € 4.2.3.3).



30

4.2.2 Anélise térmica

4.2.2.1 Termogravimetria (TG)

Para esse teste, aproximadamente 5 mg de grandisina foram individualmente
pesados e colocados em cadinho de platina. Antes do ensaio termogravimétrico foi
realizada a calibracdo da termobalanca, usando amostra de oxalato de calcio
monoidratado. Foi realizada, ainda, corrida em branco. As condi¢des do teste foram
as seguintes:

e Razao de aquecimento: 10°C.min™;
e Faixa de aquecimento: entre 25°C (temperatura ambiente) e 650°C;

e Composicéo e fluxo do gas de purga: N, sob vazao de 50 mL.min™.

4.2.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Aproximadamente 2 mg de grandisina foram pesados em cadinho de
aluminio, posteriormente tampado e selado. Antes dos ensaios em DSC, o eixo de
temperatura da célula foi calibrado utilizando padrdes de indio e zinco. Dois
cadinhos vazios foram tampados e selados para serem utilizados como referéncia e
branco.

Os parametros utilizados para os experimentos foram:

e Razao de aquecimento: 10°C.min™;
e Faixa de aquecimento: entre 25°C (temperatura ambiente) e 400°C;

e Composicao e fluxo do gas de purga: N, sob vaz&do de 50 mL.min™.

4.2.3 Determinacado dos parametros analiticos para a grandisina

4.2.3.1 Determinacdo do comprimento de onda de absorcdo maxima da

grandisina em espectrofotbmetro

Foi realizada varredura do espectro de absorbancia no intervalo de
comprimento de onda de 200 nm a 400 nm de uma solucdo de grandisina em

metanol na concentracao de 50 pg/mL.
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A analise espectrofotométrica no ultravioleta foi realizada obedecendo as
condi¢des limite de absorbancia de 0,2 a 1,5, utilizando cubeta de quartzo com

caminho Optico de 1,0 cm.

4.2.3.2 Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) (Método 01)

Amostra de grandisina foi dissolvida em metanol em quantidade suficiente
para obter uma solucdo de concentragdo 1,5 mg/mL. Foram avaliadas as condi¢des

cromatograficas variando fases moveis e fluxos, conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Condicdes cromatograficas utilizadas no desenvolvimento de metodologia analitica.

Fase Movel Proporgao FIUXQ Modo Coluna Detector | Temperatura V(.)“.Jm(f de
(vIv) (mL/mim) injecéo
50:50
70:30
ACN:MeOH 80:20 1.0
90:10 0,5 Cis, 250%4,6
50:30:20 Isocrético mm, 5 um UV-Vis Ambiente 20 UL
40:40:20 (269 nm) (25°C) H
30:50:20
ACN:MeOH:H,0 | 20:60:20 10
10:70:20
70 Cig, 100x4,6
10:70:20 mm, 5 ym

O método cromatografico selecionado foi entdo validado segundo Resolucao
— RE n° 899, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Analise
estatistica dos dados foi efetuada utilizando o programa GraphPad Prism 5.

4.2.3.2.1 Curva de calibracdo para grandisina

Para construcdo da curva de calibracdo foram preparadas sete solucdes de
grandisina em metanol. Inicialmente foi preparada uma solu¢cdo-mée de 1mg/mL de
grandisina. Esta solucdo foi sequencialmente diluida, obtendo-se as seguintes
concentracdes: 150 pug/mL;100 pg/mL; 75 pg/mL;50 pg/mL; 25 pg/mL; 10 ug/mL e 5
pg/mL, que foram preparadas em triplicata.

As leituras das areas obtidas apos injecao das solucdes foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), usando equipamento com detector

UV-Vis (Varian), coluna de fase reversa Cj;s (100 mm x 4,6 mm x 5 pm). As
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condi¢cdes cromatogréaficas foram: acetonitrila, metanol e agua na propor¢cdo de
10:70:20 como fase moével, em modo isocratico, fluxo de 1,0 mL/mim, volume de
injecdo de 20 pL, temperatura ambiente e tempo de corrida de 4 minutos.

4.2.3.2.2 Precisao intra-corrida e inter-corridas

A repetibilidade ou precisdo foram avaliadas a partir do calculo de desvio

padrao relativo (DPR) (Equacéao 1).
DPR =22 %100 (1)
CMD
Onde DP é o desvio padrdo e CMD a concentracdo média determinada.
Para determinacéo da precisdo foram realizadas seis determina¢fes a 100%
da concentracdo teste, em dias diferentes por analistas diferentes.

4.2.3.2.3 Limites de quantificacdo e deteccéo

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) foram obtidos a partir dos

coeficientes angular e linear das curvas analiticas aplicados as Equagfes 2 e 3.

DPx3
LD = — (2)
LQ — DPx10 (3)

IC

Onde DP é o desvio padrao do intercepto com o eixo y e IC a inclinacdo da

curva analitica média.

4.2.3.2.4 Robustez

Para avaliar a robustez do método cromatografico, pequenas variacdes nos
parametros analiticos do mesmo foram realizadas para avaliar a sua
susceptibilidade as variacbes nas condi¢cdes analiticas. Os parametros analiticos

avaliados foram comprimento de onda, alterado de 269 nm para 268 e 270 nm; o
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fluxo inicial de 1 mL/min foi alterado para 0,95 e 1,05 mL/min; e a propor¢cao da fase
movel de 70:30 (MeOH/(H,0/ACN)) (v/v) 72:28
(MeOH/(H20/ACN)) (v/v) e 68:32 (MeOH/(H20/ACN)) (v/v).

foi modificada para

4.2.3.25 Seletividade

Com o intuito de verificar a existéncia de possiveis interferentes dos
excipientes da formulacdo no método desenvolvido (item 4.2.3.2), nanocapsulas
sem farmaco (brancas) foram produzidas e rompidas, conforme descrito no item
4.2.5. e injetadas no CLAE.
4.2.3.3 Desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE para experimentos

de perfil de liberacdo (Método 02)

Amostra de grandisina foi dissolvida em metanol em quantidade suficiente
para obter solucdo com concentracdo 1,5 mg/mL. Diluicbes desta solucdo em
metanol foram posteriormente misturadas na propor¢do 1:1 com solucdo tampao
fosfato pH 7,4, acrescida de 5% de lauril sulfato de sédio. Foram avaliadas
diferentes condicBes cromatograficas: propor¢cbes da fase mével, fluxo e coluna,

conforme demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Condi¢des cromatogréficas utilizadas no desenvolvimento de metodologia analitica.
Proporcéo Fluxo Volume de

Fase Movel ) Modo Coluna Detector | Temperatura S
(viv) (mL/mim) injecéo
10 Cis, 100x4,6 mm,
30:40:30 ' » S um UV-Vis Ambiente 20 pL
ACN:MeOH:H,O 1,5 Isocrético

Cig, 250x4,6 mm, | (269 nm) (25°C) v —
30:50:20 L5 5 um | S0t

e 1,8 50 ul

4.2.3.3.1 Curva de calibragéo para grandisina

Para construgdo da curva de calibracado foram preparadas oito solugbes de
grandisina em metanol. Inicialmente foi preparada uma solugdo-mée de 0,1 mg/mL
de grandisina. Esta solucdo foi sequencialmente diluida, obtendo-se as seguintes
concentracbes: 50 pg/mL; 40 pg/mL; 30 pg/mL; 20 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 1

pg/mL, e 0,8 pg/mL. As diluicdes foram preparadas em triplicata.
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As leituras das areas obtidas apoés injecdo das solucdes foram realizadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), usando equipamento com detector
UV-Vis (Varian), coluna de fase reversa Cig (250 mm x 4,6 mm x 5 um) e as
condicbes cromatograficas foram: acetonitrila, metanol e agua na proporcao de
30:50:20 como fase mével, em modo isocratico, fluxo de 1,8 mL/mim, volume de
injecdo de 50 pL, coluna em temperatura ambiente e tempo de corrida de 5 minutos.
As curvas de calibracdo (n=3) foram construidas a partir das médias das areas dos

picos versus as concentracdes de grandisina.

4.2.3.3.2 Avaliacdo de interferentes na metodologia analitica

Para viabilizar os ensaios de dissolucédo e devido a ndo solubilidade aquosa
da grandisina, foi necesséria a realizacao de testes de solubilidade do farmaco em
meios aquosos adicionados de tensoativos. Assim, através dos testes realizados,
obteve-se a solubilizacdo da grandisina em tampédo fosfato de sédio pH 7.4,
contendo 5% de lauril sulfato de sédio. Também, por motivo do estudo de perfil de
liberacdo, foi necessario preparar uma solugdo mais concentrada da grandisina livre
(n&o nanoestruturada), a fim de se obter perfis comparativos. Para tanto, foi utilizado
0 meio propilenoglicol/etanol (9:1) como solvente da grandisina. Contudo, foi
necessario confirmar qualquer possivel interferéncia desta solucdo no método de

quantificacdo descrito no item 4.2.3.3.

4.2.3.3.3 Separacao dos epimeros da grandisina

No seguinte experimento observou-se a separacdo do pico cromatogréafico
original do farmaco em dois picos. A medida em que a concentracdo do lauril sulfato
de sodio (LSS) era aumentada na solugcédo, era possivel visualizar uma melhor
resolucdo entre estes dois picos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

4.2.4 Preparo das nanocapsulas

Nanocapsulas contendo grandisina foram obtidas partindo-se do método de

deposicao interfacial de polimero pré-formado (nanoprecipitacdo) (FESSI et al.,
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1989), com algumas modificagbes nas concentracdes dos componentes da
formulacédo e utilizagdo de metanol e acetona na proporcéo de 1:1 para dissolver a
fosfatidilcolina. A fase interna (organica), constituida de PLGA (85:15), fosfolipidio de
soja, Oleo de soja e grandisina foi inicialmente preparada em temperatura ambiente
(= 25°C). Solucbdes foram preparadas dissolvendo o polimero em 7mL de acetona, o
Oleo de soja e a grandisina em 10mL de acetona, a fosfatidilcolina em uma mistura
de 5mL de metanol e 5mL de acetona. A fase externa (aquosa) foi preparada com
adicdo dos tensoativos hidrofilicos Pluronic F68® e F127® na proporcédo de 1:1 em
tampéo fosfato pH 7,4. Apds essas preparacdes terem sido concluidas, as solucdes
organicas foram misturadas e introduzidas lentamente na solucdo aquosa (fase
aguosa), que foi previamente preparada e mantida sob agitacdo moderada. A adicao
da fase orgéanica a fase aquosa foi realizada pela infusdo com fluxo uniforme e
continuo, utilizando seringa com agulha G23 (Gauge 23), que corresponde a medida
do didametro interno de 0,3175mm, anteriormente padronizado para nanocapsulas de
PLA (TEIXEIRA et al., 2007), através da imerséo do bisel na fase aquosa. O produto
dessa mistura foi uma nanoemulsédo, que foi colocada sob agitacdo controlada, sem
gue houvesse formacao de espuma, por 30 minutos, a fim de que as nanocapsulas
ficassem homogéneas apds a evaporacdo do solvente (através do processo de
rotaevaporacdo), ocorrendo precipitacdo do polimero em volta da goticula da
emulsdo. A acetona e o metanol, os quais rapidamente se difundem através da fase
aguosa, foram entdo removidos sob pressao reduzida, de aproximadamente 600
ATM a 40°C (através do processo de rotaevaporacdo), originando uma dispersao
coloidal. Esta dispersao coloidal foi concentrada para um volume final de 10mL pela
remocdo da agua sob as mesmas condicdes (SANTOS et al.,, 2005). As
nanocapsulas formadas foram avaliadas quanto ao Pdl e diametro médio pela
técnica de espalhamento dinamico de luz, e quanto ao conteludo de farmaco

encapsulado.

4.2.4.1 Estudo de desenvolvimento da formulacdo

Durante o estudo de pré-formulacdo foram testadas diferentes condicoes,

conforme demonstrado na tabela 5.
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Inicialmente foram variadas as quantidades do polimero, e posteriormente de
tensoativo hidrofilico, utilizados para a producdo das nanocapsulas, segundo a

técnica descrita no item 4.2.4.

Tabela 5 — Formulacgdes de nanocapsulas com PLGA 85:15 testadas para otimizacao da
obtencédo das nanocapsulas.

Componentes das formulagdes 1 onrmulagoe; 7
PLGA 85:15 (0,57 dl/g) (mg) 150 165 200 150
PC L100 99% (mg) 150 150 150 150
Oleo de soja (mg) 100 100 100 100
Metanol (mL) 5 5 5 5
Acetona (mL) 22 22 22 22
Tampao fosfato pH 7.4 (mL) 50 50 50 50
Poloxamer (Pluronic F68°) (mg) 150 150 150 75
Poloxamer (Pluronic F127®) (mg) - - - 75

Apos a definicdo da formulacdo com as caracteristicas mais proximas das
ideais (PdI<0,2 e diametro médio < 200nm), concentracdes de 0,5; 0,8; 1,0 e 1,2
mg/mL de grandisina foram incorporadas na intencéo de avaliar a eficiéncia maxima
de encapsulacdo e a obtencdo da formulacdo com a maior carga de farmaco

possivel.

4.2.4.2 Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas

Dispers6es de nanocapsulas (n=3 para cada formulacdo) foram analisadas
logo apos a sua obtencdo e nos intervalos de 1, 5, 10 e 30 dias, sendo as mesmas
armazenadas durante este periodo em geladeira (4°C + 1°C).

Na avaliacdo da estabilidade fisico-quimica destas dispersdes as analises
realizadas seguiram as metodologias descritas abaixo, adaptadas de Santos e

colaboradores (2005) e Teixeira e colaboradores (2007).

a) Aspectos macroscoépicos

As seguintes caracteristicas fisicas da formulacdo foram analisadas:
coloracao, translucéncia azulada, deposicéao de residuos e/ou cristais, formacéo de
grumos, cremagem ou nata sobrenadante, goticulas de Oleo aderidas ao vidro,

floculac@o ou separacéo de fases. Essa analise foi feita por observacao visual.
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b) Estudo da variagcédo do pH

A variagdo do pH foi analisada utilizando-se um potencidmetro digital
equipado com eletrodo de vidro e sensor de temperatura. A dispersdo de
nanocapsulas (com e sem farmaco) foi colocada em béquer, para que o eletrodo
introduzido permitisse a leitura imediata do pH das formulacdes.

4.2.4.3 Diametro médio da particula e indice de polidispersibilidade (Pdl)

Amostra de nanocapsulas foi diluida em cerca de 1 mL (1:200) de agua Milli-
Q, e avaliada quanto ao diametro médio das particulas e seu respectivo indice de
polidispersao (Pdl) por técnica de espalhamento dindmico de luz a 25°C em

equipamento Zetasizer (Malvern).

4.2.4.4 Avaliacdo do potencial zeta

Cerca de 1 mL de uma diluicdo (1:150), em agua Milli-Q, da dispersédo de
nanocapsulas (com e sem farmaco) foi avaliado quanto ao potencial zeta em
equipamento Zetaplus (Brookhaven Instruments Corporation) pela técnica de

mobilidade eletroforética.

4.2.5 Determinacao da eficiéncia de encapsulacédo do farmaco

4.25.1 Separacao do farmaco livre

Para a separacdo do farmaco livre, uma aliquota de 1 mL da disperséo de
nanocapsulas foi centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm, formando precipitado no
fundo do eppendorf que consistiu de farmaco precipitado, ndo encapsulado. A
quantificacdo do farmaco livre foi efetuada por diferenca, determinando-se a
guantidade de farmaco mantida na dispersédo coloidal, contido nas nanocapsulas.
Para a quantificagdo do farmaco, 50 uL do sobrenadante foram adicionados a 950
uL de metanol grau CLAE. Essa mistura foi agitada em vortex por 1 minuto e

centrifugada novamente por 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em
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fitro PVDF de porosidade 0,45 pum e analisado através do método cromatogréfico
descrito no item 4.2.3.2.

4.2.5.2 Calculo da eficiéncia de encapsulacéo

Para calcular a eficiéncia de encapsulagcdo, 50 pL da dispersao de
nanocapsulas filtrada, obtidos pela técnica descrita no item 4.2.5.1, foram rompidos
com 950 pL de metanol (diluicdo 1:20 (v/v)), sendo o material obtido centrifugado por
15 minutos a 3000 rpm, filtrado em filtro PVDF de porosidade 0,45 pum e analisado
através do método cromatogréafico descrito no item 4.2.3.2.

O calculo foi realizado através da equacéo 4.

‘= (y+3,6838) % 20 4)

4,0991

Onde: y € a area encontrada através da analise cromatografica e x a concentragao

de grandisina obtida.
4.2.6 Perfil de liberacéo
4.2.6.1 Perfil de liberagdo da grandisina livre

O perfil de liberacdo da grandisina livre foi determinado como a concentracao
de grandisina permeada de uma solucdo para o meio receptor (tampéo fosfato pH
7,4, com 5% de lauril sulfato de sédio a 37°C) em funcéo do tempo. Por causa da
baixa solubilidade da grandisina em meio aquoso, uma mistura de
propilenoglicol/etanol (9:1) (CHEN et al., 2010) foi utilizada para obter uma solugéo
com a concentracao desejada de grandisina.

A liberagcdo de grandisina foi realizada através de um sistema de dialise
adaptado em mini-incubadora com agitacéo orbital, nas seguintes condi¢cfes: volume
de 10mL do meio receptor, temperatura de 37°C e agitacdo constante (=77 rpm).
Foram utilizadas membranas de didlise de acetato de celulose, tubulares, de 6,37
mm de diametro e poro de 12.000 a 15.000 Daltons. Sacos para dialise foram

montados a partir dessas membranas, onde foi inserido 1mL da solugédo de
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grandisina com concentracdo de 1 mg/mL. O tubo de diélise foi mergulhado no meio
receptor e a liberacdo de grandisina foi avaliada em intervalos pré-determinados de
tempo. Nos pontos 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48h foram retiradas aliquotas de 0,5 mL do
meio receptor, sendo feita a reposicdo desse volume nas mesmas condi¢cdes de
temperatura.

As aliquotas retiradas foram analisadas por CLAE, para determinar o

conteudo de grandisina liberada, como descrito no item 4.2.3.3.

4.2.6.2 Perfil de liberacdo da grandisina a partir das nanocapsulas

O perfil de liberacdo da grandisina encapsulada foi determinado como a
concentracdo de grandisina permeada de uma dispersdo de nanocapsulas para o
meio receptor (tampéo fosfato pH 7,4, com 5% de lauril sulfato de sodio a 37°C) em
fungéo do tempo.

A liberacdo de grandisina foi realizada através de um sistema de dialise
adaptado em mini-incubadora com agitacdo orbital, nas seguintes condicfes: volume
de 10mL do meio receptor, temperatura de 37°C e agitacdo constante (=77 rpm).
Foram utilizadas membranas de dialise de acetato de celulose, tubulares, de 6,37
mm de diametro e poro de 12.000 a 15.000 Daltons, onde foi inserido 1mL da
dispersédo de nanocapsulas com concentracdo de 1 mg/mL de grandisina. O tubo de
didlise foi mergulhado no meio receptor e a liberacdo de grandisina foi avaliada em
intervalos de tempo. Nos pontos 0,125, 0,25, 0,375, 0,5,1,15, 2, 3,4,5,6,7,8,9,
11, 13, 15, 17, 19 e 21 dias foram retiradas aliquotas de 0,5 mL do meio receptor,
sendo feita a reposi¢cao desse volume nas mesmas condi¢cdes de temperatura.

As aliquotas retiradas foram analisadas por CLAE, para determinar o

conteudo de grandisina liberada, como descrito no item 4.2.3.3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DE SOLUBILIDADE

Na maior parte dos meios aquosos nao foi possivel quantificar a grandisina, o
que comprovou sua insolubilidade nestes meios. J& no tampao fosfato de sodio pH
7,4, com 5% de lauril sulfato de sodio, e no metanol, foi possivel quantificar o

farmaco e determinar sua solubilidade (Tabela 6).

Tabela 6 — Quantidade de grandisina dissolvida em mg/mL de meio.

gg?grt:::gg Resultado de acordo com
Solvente utilizado ; ; farmacopéia brasileira 4% Ed. e
dissolvido
USP 30
(mg/mL)
Metanol 255 1 parte da grandlsma em 49 de
solvente (parcialmente soluvel)
Tampéao KH,PO, pH 7,4 n/q n/q
Tampao KH,PO, pH 7,4 + 5% alcool y n/
etilico q q
Tampéao KH,PO, pH 7,4 + 5% tween 80 n/q n/q
Tampéao NaH,PO,4 pH 7,4 + 5% lauril 1 parte da grandisina em 2911 de
. 0,34352 . i’
sulfato de sodio solvente (muito pouco soluvel)

n/q: valor abaixo do limite de quantificagéo.

A utilizacdo do tensoativo lauril sulfato de s6dio somente em associa¢cdo com
o tampéao fosfato de sédio pH 7,4 se deve a incompatibilidade do mesmo em
presenca de sais de potassio, o que leva a formacao de precipitados (ROWE et al.,
2009).

Foi observada solubilidade parcial em metanol. J& em relacdo ao lauril sulfato
de soédio, este foi responsavel por promover a solubilizacdo micelar da grandisina
visto que os tensoativos sdo reconhecidamente utilizados na solubilizacdo de

substéancias lipofilicas, como o farmaco em gquestdo (BERNARDES et al., 2006).

5.2 ANALISE TERMICA

O objetivo da analise térmica neste trabalho foi verificar o comportamento da
grandisina com a elevacéo gradativa da temperatura, por motivo da realizacédo de
experimentos com temperatura acima da ambiente, obtendo também dados
referentes ao comportamento termo-analitico desta molécula, que ainda ndo possui

estas caracteristicas descritas em literatura. Os resultados obtidos a partir das
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técnicas de andlise térmica termogravimetria e calorimetria exploratoria diferencial
(Figura 6) mostraram dois pontos de fusdo (103,05°C e 118,88°C) do farmaco, e
através da derivada DTG pode-se observar uma perda de massa de
aproximadamente 88%, resultante de um processo de degradacéo iniciado a partir
da temperatura de 286,47°C. Por estes resultados, foi possivel garantir a
estabilidade térmica da grandisina nas temperaturas necessarias para a preparagao

das nanocapsulas (por volta de 40°C).
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Figura 6 — Resultados: (a) curva TG; (b) curva DSC; (c) Sobreposicéo curvas TG e DSC; (d)
derivada TGA

A observacao de dois pontos de fusédo foi devida ao fato de que a grandisina é
uma mistura epimérica (Figura 7), em que a (+)-grandisina € o composto majoritario,
e a epigrandisina o composto secundario (33% da mistura) (GREGER et al., 2000).
Portanto, como a grandisina apresenta mais de um centro quiral, tem-se neste caso
dois diasteroisémeros facilmente identificaveis através do ponto de fusdo. Neste tipo

de isomeria, as moléculas apresentam caracteristicas fisicas diferentes, o que néo
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ocorre com 0s enantibmeros, que apresentam solubilidade e ponto de fusdo iguais
(LIMA, 1997).

SH (4)-grandisin
SHa  epigrandisin

Figura 7 — Estrutura quimica da grandisina, com demonstragdo da posi¢cédo espacial de seus epimeros

5.3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS PARA A GRANDISINA

5.3.1 Determinacao do comprimento de onda de absorcdo maxima

Conforme pode ser verificado na Figura 8, o comprimento de onda de

absorcdo maxima da grandisina encontrado foi de 269 nm.
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Figura 8 — Varredura do espectro de absor¢do: (a) metanol e (b) solugdo metandlica de grandisina
50ug/mL.

5.3.2 Desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE para determinacéo

da grandisina (método 01)

N&o existem relatos na literatura acerca de métodos analiticos para a

quantificacdo da grandisina, sendo necessario desenvolver um método por CLAE.
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Para o desenvolvimento do método cromatografico, diferentes condi¢des
analiticas foram testadas, conforme demonstrado nas figuras 9 a 13. Foi constatado
que as variacbes da proporcdo da fase mével e do fluxo deslocaram o pico da
grandisina. A medida em que a porporcdo de acetonitrila era aumentada na mistura
da fase moével (ACN:metanol), a reducdo na polaridade da fase movel prolongou o
tempo de eluicdo do farmaco. Da mesma forma, a reducdo da vazdo também
provovou o0 aumento do tempo de eluicdo, provocando também um ligeiro
alargamento do pico.
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Figura 9 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH na razdo de
50:50 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.
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Figura 10 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando

coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH na razao de
70:30 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.
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Figura 11 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH na razédo de
80:20 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.
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Figura 12 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH na razdo de
90:10 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.
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Figura 13 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH na razao de
90:10 (v/v), com fluxo de 0,5 mL/min.
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Nas figuras 14 a 19, as variagbes na fase mével (composicao e proporgéo),
com a adicdo de 4gua para elevar sua polaridade, levaram a melhor separacéo do
pico da grandisina em relacdo ao pico de interferentes e da injecdo, e reducéao do
tempo da corrida. Houve reducédo do tempo de corrida apds substituicdo da coluna

de 250mm por outra de 100mm com as mesmas caracteristicas de empacotamento.
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Figura 14 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mdével ACN:MeOH:H,0 na razdo
de 50:30:20 (v/v), com fluxo de 1,0 mL/min.
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Figura 15 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 pm), fase movel ACN:MeOH:H,0 na razao
de 40:40:20 (v/v), com fluxo de 1,0 mL/min.
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Figura 16 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH:H,0O na razdo
de 30:50:20 (v/v), com fluxo de 1,0 mL/min.
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Figura 17 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH:H,0 na razdo
de 20:60:20 (v/v), com fluxo de 1,0 mL/min.
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Figura 18 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase movel ACN:MeOH:H,0 na razao
de 10:70:20 (v/v), com fluxo de 1,0 mL/min.
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Figura 19 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando

coluna C18 (100 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH:H,O na razdo
de 10:70:20 (v/v), com fluxo de 1,0 mL/min.

A partir das etapas do desenvolvimento analitico descritas, foram

selecionadas as seguintes condi¢cdes cromatograficas:

e Coluna C18, 100 x 4,6 mm de 5 um

e Comprimento de onda de 269 nm

e [Fase movel 20(adgua):10(acetonitrila):70(metanol)
e Fluxo de 1,0 mL/mim

e Tempo de retencao: 2,24 min

e Simetria: ~ 1,0

e Pratos tedricos: ~ 1500

Através da metodologia analitica desenvolvida foi possivel obter resultados
confidveis para a grandisina, com facil separacdo de possiveis interferentes que
pudessem vir a ser detectados, resultando em cromatogramas como o exemplificado

na Figura 20.
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Figura 20 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (100 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH:H,O na razéo
de 10:70:20 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.

5.3.2.1 Curva de calibracao para grandisina por CLAE-UV

A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlacdo (R?), obtido
através das curvas de calibracdo feitas em triplicata (Figura 21). A linearidade do
método demonstrou proporcionalidade entre as diferentes concentracoes,
absorbancias e areas dos picos. Isto foi verificado na faixa de concentracdo de 5 a

150 pg/mL, tendo sido utilizados sete valores para a construgéo da curva, conforme

descrito no item 4.2.3.2.1.
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Figura 21 — Curva de calibracdo da grandisina obtido por CLAE-UV
utiizando coluna C18 (100 x 4,6 mm de 5 pm), fase movel

H,O:ACN:MeOH na razéo de 20:10:70 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.

De acordo com a RE n° 899/03 da ANVISA, coeficientes de correlacdo da

curva de calibracdo proximos a 1 confirmam que o método apresenta linearidade.
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Desta forma, a metodologia analitica desenvolvida demonstrou linearidade uma vez
que apresentou resultados diretamente proporcionais as concentracbes de
grandisina presente nas solucdes, com coeficiente de correlacdo da curva média
(n=3) de 0,9998. A equacéao da reta obtida foi y=4,0991x-3,6838.

5.3.2.2 Precisao

O método mostrou-se preciso para repetibilidade (precisdo intra-corrida) e
precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas). Na repetibilidade, as seis amostras
com concentracdo de 100% (Tabela 7), apresentaram desvio padrao relativo (DPR)

inferior a 1%.

Tabela 7 — Resultado analitico da repetibilidade (preciséo intra-corrida) do
método validado.

Concentragdo (ug/mL) Média DPR (%)
1 2 3 4 5 6
48,8 48,5 48,2 48,5 48,1 48,5 48,4 0,6

Para a precisdo intermediaria (Tabela 8), os resultados referentes a dias e
analistas diferentes ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa, segundo
o teste t de Student. Nesta analise foi usado o programa GraphPad Prism 5. Todos
os resultados apresentaram-se inferiores ao t tabelado de 2,571; confirmando com
95% de confianca que o método € preciso, por nao haver diferencas

estatisticamente significativas entre dias e entre analistas.

Tabela 8 — Resultado de tratamento estatistico por teste t de Student para verificagdo da
precisdo do método validado entre analistas e dias diferentes.

Dia | (Analista 1) Dia Il (Analista 1) Dia | (Analista 2)
Média (ug/mL) 48,4 46,9 46,2
DPR (%) 0,6 0,7 1,3
t calculado 1,310 1,698

t tabelado 2,571
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5.3.2.3 Limites de quantificacdo e deteccéo

A partir dos dados obtidos através da linearidade do método (coeficientes
angular e linear), utillizando as equacdes descritas no item 4.2.3.2.3, foram
calculados os limites de deteccdo e quantificacdo, respectivamente, tendo sido
obtidos os valores 1,23 ug/mL para o limite de deteccdo e de 4,09 ug/mL para o

limite de quantificagao.

5.3.2.4 Seletividade

Observou-se (Figura 22) que nao houve deteccdo dos constituintes da
formulacdo, concluindo-se assim que nao h& qualquer interferéncia dos
componentes do nanossistema no método de andlise utilizado na quantificacdo da

grandisina.
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Figura 22 — Cromatogramas da grandisina (a) e nanocapsulas brancas (b) obtido por CLAE-UV
utilizando coluna C18 (100 x 4,6 mm de 5 um), fase mével H,O:ACN:MeOH na razdo de 20:10:70
(v/v), com fluxo de 1 mL/min.

5.3.2.5 Robustez

Pequenas mudancas nos parametros analiticos, como fluxo, propor¢do dos
constituintes da fase moével e comprimento de onda, descritas no item 4.2.3.2.4,
realizadas para avaliar a sensibilidade do método a mudangas, ndo demonstraram
variacdes significantivas, apresentando desvio padréo relativo (DPR) inferior a 2%.
Por meio da analise estatistica dos resultados, usando o parametro estatistico teste
F, verificou-se que os valores obtidos para os F calculados foram menores que o F

tabelado, determinando com 95% de confianca que o método € robusto para as

variaveis testadas (Tabela 9).
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Tabela 9 — Andlise estatistica das variacdes testadas para verificacdo da robustez do
método analitico validado.

Andlise Fluxo de fase mével Proporcao de fase Comprimento de onda
estatistica (mL/min) movel (%) (nm)

0,95 1,00 1,05 6832 70:30 72:28 268 269 270
Média 50,9 50,9 50,7 49,2 49,2 49,1 49,1 48,3 48,6
DPR (%) 0,23 0,82 0,31 1,29 1,17 0,39 1,78 0,19 0,36
F calculado 4,875 0,1042 2,201
F tabelado 5,14

5.3.3 Desenvolvimento de metodologia analitica por CLAE para determinacao

da grandisina em experimentos de perfil de liberagdo (método 02)

Devido a interferéncia do lauril sulfato de sédio, presente no meio receptor
usado no experimento de perfil de liberacdo (item 4.2.6), no método inicialmente
desenvolvido para a quantificacdo da grandisina, foi necessario o desenvolvimento
de outro método que permitisse a quantificacdo da grandisina liberada.

Para o desenvolvimento do método cromatogréfico, diferentes condi¢cdes
analiticas foram testadas, conforme demonstrado nas figuras de 23 a 26, sendo
constatado que as variacdes na proporcado da fase mével, fluxo, coluna e volume de
injecdo levaram ao resultado esperado, a separagédo da grandisina do volume morto

e dos interferentes do LSS, permitindo assim sua deteccéo e quantificacao.

5
45 |
40
35 | ‘
30
25

mAU

20 i [
15 A I
10 [ [
5

y .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10Min

Figura 23 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (100 x 4,6 mm de 5 pm), fase mével ACN:MeOH:H,O na razéo de

30:40:30 (v/v), volume de injecao de 20 uL, com fluxo de 1,0 mL/min.
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Figura 24 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH:H,O na razdo

de 30:40:30 (v/v), volume de injecdo de 20 uL, com fluxo de 1,5 mL/min.
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Figura 25 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase mével ACN:MeOH:H,O na razao
de 30:50:20 (v/v), volume de injecdo de 50 uL, com fluxo de 1,5 mL/min.
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Figura 26 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 pm), fase movel ACN:MeOH:H,0 na razao
de 30:50:20 (v/v), volume de injecdo de 50 uL, com fluxo de 1,8 mL/min.
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A partir das etapas do desenvolvimento analitico descritas, foram obtidas as

seguintes condi¢Bes cromatogréficas:

e Coluna C18, 250 x 4,6 de 5 ym

e Comprimento de onda de 269 nm

¢ Fase movel 20(agua):30(acetonitrila):50(metanol)

e Fluxo de 1,8 mL/min

e Tempo de retencéo: 3,8 min

e Simetria: 1,0

e Pratos teoricos: ~ 1600

e Limite de quantificacao de 0,8 pg/mL

Portanto, através da metodologia analitica desenvolvida, pbde-se obter

resultados confidveis para a quantificacdo da grandisina nos ensaios de liberacéao,
com a facil separacdo de possiveis interferentes do meio. A Figura 27 ilustra um

tipico cromatograma obtido pelo método selecionado.
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Figura 27 — Cromatograma da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando coluna
C18 (250 x 4,6 mm de 5 pm), fase mével ACN:MeOH:H,0 na razdo de 30:50:20
(v/v), volume de injecdo de 50 pL, com fluxo de 1,8 mL/min.
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5.3.3.1 Curva de calibragdo para experimentos de perfil de liberagdo por CLAE-
uv

A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlacdo (R?), obtido
através das curvas de calibracdo (Figura 28). A linearidade do método demonstrou
proporcionalidade entre as diferentes concentracdes, as absorbancias e as areas
dos picos. Isto foi verificado na faixa de concentragcédo de 0,8 a 50 pg/mL, tendo sido
utilizados oito valores para a construcdo da curva, conforme descrito no item
4.2.3.3.1.
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Figura 28 — Curva de calibragdo da grandisina obtido por CLAE-UV utilizando
coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 um), fase moével H,O:ACN:MeOH na razéo de
20:30:50 (v/v), com fluxo de 1,8 mL/min.

Para este segundo método, foi encontrado coeficiente de correlacdo de
0,9999. A equacéo da reta obtida foi y=6,3195x-0,0756.

5.3.3.2 Avaliagdo de interferentes na metodologia analitica

Como verificado na Figura 29, ndo houve interferéncia no método em
guestdo, nao existindo assim qualquer impedimento para a quantificacdo da
grandisina dissolvida no meio receptor (tampéao fosfato de sédio pH 7.4, contendo

5% de lauril sulfato de sédio a partir da solugdo em propilenoglicol:etanol (9:1)).
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(a) tampao fosfato de sédio pH7.4 com 5% de lauril

sulfato de soédio+ propilenoglicol:etanol (9:1) +

MeOH (9:1) + MeOH
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(b) grandisina + tampao fosfato de sédio pH7.4 com
5% de lauril sulfato de sddio+ propilenoglicol:etanol

Figura 29 — Cromatogramas de teste de interferéncia do meio propilenoglicol:etanol (9:1),
obtidos por CLAE-UV utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm de 5 pm), fase mobvel

H,O:ACN:MeOH na razéo de 40:30:30 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.

5.3.3.3 Separacao dos epimeros da grandisina
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Como demonstrado na figura 30, ocorreu uma progressiva separacao do pico

cromatografico.
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Figura 30 — Separacgédo gradual dos epimeros grandisina e epigrandisina com o aumento gradual do

tensoativo LSS.
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A partir de variagbes na proporcdo da fase movel, fluxo e concentracdo de
LSS no tampéo, chegando nas condi¢des de:
e Coluna C18, 250 x 4,6 mm de 5 um

e Comprimento de onda de 269 nm

e Fase mével: 30(4gua):30(acetonitrila):70(metanol)
e Fluxo de 0,5 mL/min

e 25% de lauril sulfato de sodio

Portanto, a partir das condicfes citadas acima, obteve-se a separacdo do pico

dos epimeros com boa resolucdo, como pode ser observado na figura 31.

300

250

200

2 15) H
- \
100 |
|
i
9 i
i
| I L
0 1 23 456 7 6 0101121711517 1812020 223 24Mn
()
300
250
200
2 150 ‘|
- \
100 ql
il
W
50 I
k !I 4 v
0 1 23 456 7 8 & 1011121141516 17 1 19 20 21 22 23 24Mn
(b)

Figura 31 — Cromatogramas do tampéo + 25% de LSS (a) e
epimeros (b) obtido por CLAE-UV utilizando coluna C18 (250 x
4,6 mm de 5 um), fase mével H,O:ACN:MeOH na razdo de
30:30:40 (v/v), com fluxo de 0,5 mL/min.
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Como ja discutido no item 5.2, Greger e colaboradores (2000) verificaram que
a grandisina é na realidade uma mistura epimérica, onde a (+)- grandisina é o
composto majoritario, e a epigrandisina como composto secundario (33% da
mistura).

A separacéo pode ser explicada porque tensoativos ou aditivos quirais s&o
geralmente utilizados na separacdo de enantiomeros (Nishi, 1996), sendo que a
adicao de LSS, em concentracdes acima de sua concentracdo micelar critica (CMC),
resulta na formacdo de pares de ions, reduzindo a polaridade do farmaco e
prolongando sua retencdo (Jancic et al., 2005). O LSS nado tem habilidade para
distinguir estereoisbmeros, portanto, a fim de separar estereocisomeros (ou
epimeros), LSS deve ser adicionado a eletrdlitos para aumentar a seletividade para
o estereoisomero. Acima da CMC, uma mudanc¢a na concentracdo do tensoativo é
traduzida em aumento na concentracdo das micelas em solugdo, enquanto o
namero de monémeros do tensoativo na fase movel permanece constante. Assim, a
adsorcdo de uma quantidade aproximadamente fixa de monémeros do tensoativo na
fase estacionaria também é produzida, dando origem a uma coluna modificada
estavel e a um comportamento regular de retencdo. As capacidades Unicas das
fases mobveis micelares sdo atribuidas a habilidade das micelas em
compartimentalizar seletivamente e organizar solutos no nivel molecular. Entretanto,
a associacao dos monémeros do tensoativo a fase estacionaria tem implicacfes
profundas no que diz respeito a retencdo e a seletividade. O comportamento
cromatografico em um sistema de cromatografia liquida de fase reversa (CLFR), de
um soluto eluido com uma fase mdével que contem um tensoativo acima do CMC,
pode ser explicada considerando trés fases: fase estacionaria, solvente de maior
volume e pseudofase micelar. Os solutos sdo separados com base em sua particdo
diferencial, entre o solvente de maior volume e as micelas na fase movel, ou a fase
estacionaria revestida pelo tensoativo. Para espécies insoliveis em agua, o
particionamento pode ocorrer via transferéncia direta do soluto entre a pseudofase

micelar e a fase estacionaria modificada (Figura 32) (Cheanyeh et al., 2011).
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Figura 32 — Transferéncia direta de solutos altamente
hidrofébicos entre micelas e fase estacionaria modificada
pelo tensoativo.

Por se tratar de um produto de origem natural e para o qual ndo ha padrbes
analiticos disponiveis, ndo foi possivel identificar os picos cromatogréficos

encontrados.

5.4 PREPARO DAS NANOCAPSULAS

5.4.1 Estudo de desenvolvimento da formulacao

Os resultados referentes ao Pdl e diametro médio das nanocapsulas obtidas

neste estudo estao listados na Tabela 10.

Tabela 10 — Diametro médio e indice de polidispersdo obtidos das varias
formulacbes com PLGA 85:15 testadas para otimizacdo da obtencdo de
nanocapsulas.

Formula¢cBes | Didmetro médio + D.P. (nm) Pdl £ D.P.
01 218,0+ 184 0,547 + 0,002
02 206,0+ 12,7 0,454 + 0,011
03 212,0+11,3 0,379 £ 0,009
04 188,4 + 3,5 0,139 + 0,023

Como observado na Tabela 10, as formulagbes 01, 02 e 03 apresentaram
elevados valores de Pdl (indice de polidispersibilidade), o que mostra que ndo ha

uniformidade no tamanho das populacbes de nanocapsulas. Para a formulacao 01,
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na qual foi utilizado somente o tensoativo Pluronic F68®, este resultado pode ser
devido ao menor peso molecular menor deste tensoativo em relagdo ao Pluronic
F127® (8.400 g/mol vs 12.600 g/mol), exercendo menor restricdo cinética no
processo de adsorcéo e difuséo rapida (Liu et al., 2011).

Com relacdo as formulacbes 02 e 03, estas podem ter sido afetadas pelo
excesso de polimero, o que pode gerar agregados de polimeros livres. Ja a
formulacdo 04, na qual foram utilizados 150 mg do polimero e houve associacao dos
tensoativos Pluronic F68® e F127°, verificou-se diametro médio abaixo de 200 nm e
Pdl < 0,2. Este resultado pode ser devido a associacdo dos poloxamers (Pluronic
F68® e F127®), que, pelo seu mecanismo estabilizador estérico (Santander-Ortega et
al., 2006), podem ter levado a reducdo da velocidade de agregacdo das

nanocapsulas.
5.5 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE%)

A eficiéncia de encapsulacdo da grandisina foi determinada através do teste
de quatro variacbes da formulacdo 4, considerada de melhores caracteristicas,
resultando em formulagdes 4A, 4B, 4C e 4D (preparadas com 5, 8, 10 e 12 mg de
grandisina, respectivamente), sendo preparados 10mL da dispersédo de
nanocapsulas para cada formulacéao.

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulacao foi utilizado o método
descrito no item 4.2.3.2, e para o calculo foi utilizada a equacao descrita nos item
4.2.5.2, obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — EE% do farmaco encontrado para as formulagdes 4A (5 mg de grandisina), 4B (8 mg de
grandisina), 4C (10 mg de grandisina) e 4D (12 mg de grandisina).

Eficiéncia de Teor de grandisina na
Formulac¢8es encapsulagéo formulacdo (mg/mL)
(%)
4A 100 0,5
4B 100 0,8
4C 98 0,98
4D 90 1,08

Por estes resultados, observa-se que a formulacdo 4C resultou no melhor
rendimento da preparagédo, tendo alcancado EE% de 98% de grandisina

encapsulada e um teor de farmaco encapsulado de aproximadamente 1mg/mL.
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Embora as formulagdes 4A e 4B tenham resultado em 100% de encapsulacao, foi
observado que a quantidade de farmaco empregado nestas formulagées era menor
gue a capacidade de carga maxima do nanossistema. Por sua vez, a formulagcéo 4D
excedeu a capacidade maxima, mostrando que quantidades superiores a 10mg néo
sdo incorporadas as particulas, levando a presenca de farmaco livre no meio
aqguoso, o que foi demonstrado pela queda na eficiéncia para 90%. De acordo com
Miiller e colaboradores (2004), o decaimento da eficiéncia da associacdo do farmaco
com a nanocapsula pode ser devido a precipitacdo de nanocristais do farmaco
durante a formacdo das nanocdpsulas, o que foi comprovado pela cenrifugagcéo

realizada apos o preparo das mesmas.

5.5.1 Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas com

grandisina

As caracteristicas fisicas da dispersdo de nanocépsulas obtida inicialmente
foram conservadas (coloracao, translucéncia azulada, etc), ndo sendo visualmente
observadas, ao final de até 30 dias, alteracdes como: deposicao de residuos e/ou
cristais, formacdo de grumos, cremagem ou hata sobrenadante, goticulas de Oleo
aderidas ao vidro, floculagéo ou separacao de fases.

Durante o periodo de armazenamento em geladeira foi observada uma
pequena reducdo na quantidade de gandisina encapsulada (6,4%), o que
provavelmente se deveu a liberacdo da pequena quantidade de farmaco adsorvida
na superficie do nanossistema polimérico (Figura 33).



61

103,0
101,0
99,0
97,0
95,0
93,0
91,0
89,0
87,0
85,0

Concentragdo (%)

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (dias)

Figura 33 — Concentracdo de grandisina remanescente nas nanocapsulas durante a
realizacdo do estudo de estabilidade, obtido por analise em CLAE.

5.5.2 Avaliacédo do potencial zeta

O potencial zeta reflete a carga de superficie da particula, portanto, na
auséncia de mecanismos de estabilizacdo estérica, a estabilidade de nanoparticulas
€ determinada pelo equilibrio de forcas de repulsdo e atracdo das particulas
presentes. Assim, se as forcas de repulsao forem grandes, ha a tendéncia de evitar
a agregacdo, sendo esse 0 caso de nanoparticulas com potencial zeta de cerca de
() 30, que sao mais estaveis em suspensao (Moraes et al., 2010).

Neste trabalho, foi encontrado o valor de — 15,73mV para as nanocapsulas
contendo grandisina. Embora o valor do potencial zeta encontrado seja inferior ao
apontado pela literatura como requisito para a estabilidade, as nanocapsulas de
grandisina se mostraram estaveis quanto a agregacdo e mudanca de suas
caracteristicas coloidais por um periodo de até 10 dias. E provavel que a mistura de
poloxamers utilizada na formulag&o tenha contribuido para garantir que a disperséo
mantenha suas caracteristicas de diametro e Pdl devido ao mecanismo de

estabilizacao estérica.
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5.5.3 Tamanho médio das particulas e indice de polidispersibilidade (Pdl)

Na Tabela 12 é possivel verificar que a dispersao de nanocapsulas manteve o
Pdl e o diametro médio dentro dos valores ideais (PdI<0,2 e diametro médio < 200
nm), até o décimo dia de estudo, sendo observada posteriormente uma elevacéo do
indice de polidispersibilidade e tamanho das nanocépsulas, o que levou a supor que
ocorreu uma instabilidade do sistema, com possivel agregacédo das nanocapsulas, o

gue pode ser confirmado pela Figura 34.

Tabela 12 — Didmetro médio e indice de polidispersédo
obtidos durante o periodo de 30 dias de estudo.

Diametro médio +
Pdl £ D.P.
Tempo (dias) D.P. (nm)
0 161,5+0,35 0,123 +0,01
1 159,4 £ 0,78 0,115+ 0,01
5 161,1£0,42 0,150 + 0,02
10 160,5 + 0,85 0,120 + 0,04
30 257,5+ 1,20 0,270+ 0,01

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm}

Nano Grandigina Inicial
Mano Grandigina 1 dia
MNano Grandising 5 dias
Nano Grandigina 10 dias
MNano Grandizina 30 dias

Figura 34 — Distribuicdo de tamanho das nanocéapsulas durante o periodo
do estudo de estabilidade.

A origem da instabilidade coloidal de nanocapsulas durante o periodo do
estudo € em grande parte devido a floculagdo das nanocapsulas por causa das
forcas de repulsdo ineficazes entre as mesmas (Gaudin et al., 2008), o que é
confirmado pelo valor zeta potencial de - 15,73mV, encontrado para as
nanocapsulas contendo grandisina. A estabilidade foi mantida até o décimo dia de
estudo, o que é justificado pelo uso dos poloxamers, uma vez que as cadeias

hidrofébicas de polioxipropileno direcionam o polimero para adsorver sobre a
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superficie das particulas, enquanto as cadeias hidrofilicas de polioxietileno cercam
as particulas, causando impedimento estérico contra agregacédo (Liu et al., 2011).
Portanto, este periodo de estabilidade coloidal é resultante do total revestimento das
nanoparticulas de PLGA pelos poloxamers (Santander-Ortega et al., 2006), mas

provavelmente n&o suficiente para garantir estabilidade a longo prazo.

5.6 RESULTADOS DO PERFIL DE LIBERACAO DAS NANOCAPSULAS DE
GRANDISINA 1000 pg/mL

De acordo com os resultados apresentados na Figura 35, pode-se observar
significativa diferenca (aproximadamente duas vezes maior) entre a liberacdo da
grandisina livre em comparacédo com a encapsulada.

Segundo Chen e colaboradores (2010), o meio propilenoglicol/etanol (9:1)
utilizado para solubilizacdo do farmaco livre (lovastatina) apresentou rapida
liberacdo, sendo de 43% em 24h. Portanto, conclui-se que a liberacdo de 56,74%

em 24h observada no presente experimento também o classifica da mesma forma.

100
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40
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Liberagdo (%)

—*— grandisina encapsulada —*— grandisina livre

Figura 35 — Perfil de liberacdo da grandisina livre e encapsulada (n = 4) pelo
periodo de 48h.

No experimento de liberacdo para as nanocapsulas com grandisina (Figura
36), os resultados obtidos mostram uma lenta liberacdo (aproximadamente 52% em
21 dias). Segundo Li e colaboradores (2001), ocorre primeiramente uma liberacao
inicial rapida (30,45% em 48h), e em um segundo momento liberacdo sustentada. O

farmaco supostamente dissolvido no ndcleo oleoso das nanocapsulas seria liberado
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por meio de sua difusdo através da membrana polimérica, podendo apresentar
cinética de ordem zero (Soppimath et al., 2001). Assim, o mecanismo de liberacdo
corresponderia, principalmente, a difusdo do mesmo a partir do nucleo oleoso em
direcdo a membrana polimérica. Aléem disto, a rapida liberacdo do farmaco poderia
ser atribuida a uma pequena quantidade adsorvida a superficie das particulas
(Fresta et al., 1996).
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Figura 36 — Perfil de liberagdo da grandisina encapsulada (n = 4) ao longo
de 21 dias.

Um achado adicional, que pode corroborar para a explicagdo da liberacéo
sustentada apos as 48h iniciais de ensaio, é a evidéncia encontrada ap0s a tentativa
de solubilizacdo da grandisina em Oleo de soja fora do nanossistema.
Posteriormente a remocédo do solvente organico, foi observada turvagédo do 6leo, em
que, apdés observacdo em microscopio Optico, verificou-se a cristalizacdo da
grandisina (Figura 37). Na obtencéo de diferentes sistemas emulsionados O/A com
distindos tamanhos de glébulos de fase interna, observou-se que o crescimento dos
cristais de grandisina era limitado pelo didametro das goticulas da fase interna.
Assim, pode-se sugerir que no nucleo oleoso das nanocapsulas ocorra 0 mesmo
processo, havendo a formacdo de nanocristais, produzindo assim depdsito de

grandisina dentro das nanocapsulas, o que levaria a lenta liberagcdo observada.



Figura 37 — Grandisina cristalizada no 6leo apds a retirada do solvente organico.
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CONCLUSOES

A metodologia analitica para quantificagdo da grandisina nas nanocapsulas
poliméricas foi desenvolvida e validada, e se demonstrou eficiente para as
aplicacdes propostas.

A grandisina foi caracterizada como insolivel em &gua, parcialmente soltuvel
em metanol e em solugéo tampao contendo 5% do tensoativo lauril sulfato de

sodio.

A coexisténcia de dois epimeros da grandisina foi demonstrada pelos ensaios
de analise térmica (dois pontos de fuséo distintos) e por CLAE utilizando altas

concentracfes de tensoativos na fase movel.

Utilizando-se o método de nanoprecipitacdo do polimero pré-formado as
nanocapsulas de PLGA foram obtidas e caracterizadas, obtendo-se valores

de PdI<0,2 e diametro médio < 200nm;

Através do trabalho realizado na formulacao, pela associacdo dos tensoativos
Pluronic F68%° e F127®, chegou-se a uma formulacdo estavel e com 98% de

eficiéncia de encapsulacao;

As nanocépsulas obtidas foram estaveis por até 10 dias quanto aos aspectos
de diametro médio e indice de polidisperséo, apresentando variacbes destes
parametros apOs este periodo, provavelmente devido ao baixo valor de

potencial zeta apresentado pelas particulas.

O perfil de liberacdo da grandisina realizado mostrou rapida liberacdo nas
primeiras 48h (30 %) e posteriormente liberando 52% durante 21 dias,
provavelmente devido a formacdo de nanocristais no compartimento interno

das nanocapsulas.

Foi possivel obter formulacbes de nanocapsulas poliméricas contendo
grandisina com elevada eficiéncia de encapsulacao e possibilitando chegar a

concentracdo de, pelo menos, 1Img/mL na dispersdo de nanocapsulas em
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meio aquoso, 0 que pode representar uma alternativa viavel de sistema de

liberag&o para esta substancia em futuros ensaios de bioatividade.
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