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Resumo

RESUMO

Algumas patologias que acometem o segmento posterior do olho podem
levar a deficiéncia visual e até a completa perda da visdo. O ciprofloxacino é um
farmaco bastante utilizado para tratar infecgcbes do olho, sendo muito eficaz em
relacdo ao espectro bacteriano e tem sido muito utilizado no tratamento e na
prevencao de infec¢des oculares. Por estas caracteristicas ele foi o farmaco de
escolha para este trabalho. O objetivo foi aumentar a sua acdo e modificar o seu
perfil de liberacdo através do desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas sélidas
(NLS). As NLS foram obtidas por método de ultrassonicacdo e compostas pelos
lipideos de monoestearato de glicerila (MEG) e de triestearina (TRI). Também
foram testadas formulacées adicionando-se Pluronic® F-68 (PLU). As NLS obtidas
tiveram diametro médio de particula, indice de polidispersidade e potencial zeta
adequados para um sistema de liberacdo por via intraocular. A eficiéncia de
encapsulacéo foi obtida a partir em membranas por ultrafiltracdo-centrifugacéo, e
mostrou-se melhor para as formulacdes com TRI (85%) e TRI com adi¢cdo de PLU
(89,99%). A microscopia de forca atdbmica pode identificar a diferenca na morfologia
das NLS de monoestearato de glicerila com as de triestearina, podendo-se
perceber que as NLS de monoestearato de glicerila possuiram um formato
irregular, enquanto que as NLS de triestearina apresentaram-se com um formato
retangular. As analises de calorimetria exploratoria diferencial e difracdo de raios-X
demonstraram que o processo de ultrassonicacao levou a reducao de cristalinidade
das NLS, possibilitando assim uma interacdo do farmaco com a matriz lipidica.
Estes resultados demonstraram que as NLS desenvolvidas podem ser testadas

como um sistema de liberacdo modificada para o ciprofloxacino por via intraocular.

Palavras-chave: Nanoparticulas lipidicas sdlidas; ciprofloxacino, triestearina,

monoestearato de glicerila.
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Abstract

ABSTRACT

Some diseases affecting the posterior segment of the eye can lead to
impaired vision and even complete loss of vision. Ciprofloxacin is a drug widely
used to treat infections of the eye, being very effective against the bacterial
spectrum and has been used in the treatment and prevention of eye infections. For
these characteristics it was the drug of choice for this work. The objective was to
increase their action and modify their release profile through the development of
solid lipid nanoparticles (SLN). The SLN was obtained by ultrassonication method
composed of the lipids and glyceryl monostearate (GMS) and tristearin (TRI).
Formulations were tested by adding Pluronic® F-68 too. The SLN obtained had
average particle size, polydispersity index and zeta potential suitable for a delivery
system for intraocular route. The encapsulation efficiency was obtained from
ultrafiltration membrane by centrifugation, and showed to be better for the
formulations with tristearin (85%) and tristearin with PLU (89.99%). The atomic
force microscopy can identify the difference in the morphology of SLN glyceryl
monostearate with the tristearin, and we can see that the SLN of glycerol
monostearate has a irregular format, while SLN of tristearin was in a rectangular
format. The differential scanning calorimetry and analysis by X-rays diffraction
showed that the process of ultrassonication reduced the SLN crystallinity, thus
allowing an interaction of the drug with the lipid matrix. These results demonstrate
that the SLN developed can be tested as a system of modified release for

ciprofloxacin.

Keywords: Solid lipid nanoparticles; ciprofloxacin; tristearin glyceryl

monostearete.
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Introducdo 15

1- INTRODUCAO

Algumas doencgas que acometem o segmento posterior do olho, tais como as
vitreoretinopatias, endoftalmites, uveite crénica e retinite por citomegalovirus
podem levar a deficiéncia visual e até a completa perda da visdo (VELEZ e
WHITCUP, 1999). A endoftalmite € a responsavel por grande parte de infec¢bes no
poés-operatdrio. Para preservar e restaurar a visdo, a infec¢cdo deve ser tratada
imediatamente. As opcdes de tratamento para infec¢des bacterianas incluem os
antibidticos aplicados por via intravitrea, corticosteréides, antibidticos por via
endovenosa e/ou via topica. Nas infec¢des causadas por fungos, € feita a aplicacéo
de farmacos antifungicos diretamente no olho afetado (HUGHES et al., 2005).

O grupo das fluoroquinolonas tem demonstrado excelente atividade contra a
maioria das doencas causadas por patdbgenos gram-positivos e gram-negativos
(DIAMOND et al., 1995; GROSS et al., 1997; HOSNY, 2010). O ciprofloxacino que
faz parte deste grupo € um farmaco bastante utilizado para tratar e prevenir
infeccbes do olho (APPELBAUM e HUNTER, 2000), tais como a conjutivite
bacteriana e a queratite bacteriana (SNYDER-PERLMUTTER et al., 2000;
HWANG, 2004, OLIVEIRA, 2006). E um farmaco muito eficaz em relacdo ao
espectro bacteriano (YALVAC, et al., 2003; OLIVEIRA, 2006).

Varios trabalhos tém demonstrado resultados promissores no tratamento de
patogenias oculares com o uso de farmacos ja conhecidos. No entanto, pode haver
dificuldades para alcancar niveis terapéuticos ao fazer o uso de medicamentos
convencionais, dificultando o estabelecimento de produtos farmacéuticos seguros,

eficazes e viaveis para o uso na area de oftalmologia (SILVA-JUNIOR, 2008).
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Muitas infec¢bes sédo dificeis de serem tratadas, e uma das principais razdes
é a dificuldade de transpor agentes antimicrobianos pelas membranas celulares e a
baixa atividade da substancia ativa no interior das células, diminuindo a atividade
destes compostos (ZHANG et al, 2010).

A aplicacdo tépica e a injecdo intraocular podem ser utilizadas para o
tratamento de doencas do segmento posterior do olho. No entanto, ao se utilizar
tais métodos, podem surgir problemas relacionados a biodisponibilidade do
farmaco, incluindo também efeitos colaterais e tratamentos repetidos
desconfortaveis para conseguir alcancar o nivel terapéutico do farmaco. O risco de
complicagcbes aumenta com a frequéncia com que as injecdes intravitreas sao
aplicadas (DIEBOLD e CALONGE, 2010; HERRERO-VANRELL e REFOJO, 2001).

Na area farmacéutica, a ciéncia junto com a tecnologia buscam solucdes
para diversas doencas do mundo moderno, que incluem o controle da substancia
ativa, podendo direciona-la para um local ou algum érgéo especifico do organismo.
Com isso, a velocidade de liberacdo pode ser modificada e a atividade ser mantida
por tempo prolongado (VANDERWOOT E LUDWIG, 2007; SAHOO et al., 2008).

As NLS foram desenvolvidas como um sistema alternativo para
encapsulacdo de farmacos em relacdo aos sistemas coloidais tradicionais
(emuls@es, lipossomas, nanoparticulas poliméricas, entre outros). Uma grande
vantagem das NLS é a sua excelente estabilidade fisico-quimica, proporcionando
maior protecao contra a degradacao de farmacos labeis (TREVASKIS et al., 2008).

As NLS possuem baixa toxicidade, capacidade de encapsular farmacos
hidrofébicos e propriedades oclusivas (MEHNERT E MADER, 2001). Outra

vantagem € que a matriz lipidica pode ser produzida a partir de lipideos
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biodegradaveis e que ndo sio tdxicos (FREITAS e MULLER, 1998a; PARHI e
SURESH, 2010).

Existe um grande interesse por estes sistemas na area farmacéutica, que
esta relacionado as vantagens que essas particulas possuem, além do potencial
para producdo em escala industrial (RUKTANONCHA et al., 2009).

Uma estratégia para manter as particulas no local de acao é a modificacéo
da superficie da particula com materiais que melhorem a bioadesdo e
proporcionem um contato mais eficiente do farmaco com os tecidos locais (Silva,
2002).

Os resultados obtidos de pesquisas com nanoparticulas para a via
intraocular sugerem que a medicina na area oftalmica podera ter um grande
beneficio utilizando-se desta tecnologia em escala nanométrica (DIEBOLD e
CALONGE, 2010).

Estudos voltados para sistemas de liberacdo controlada podem levar a
alteracdoes significativas nas etapas envolvidas na farmacocinética e
farmacodinamica de determinado farmaco, podendo trazer uma série de vantagens

guando comparados aos sistemas convencionais.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

Para estudar a estrutura do olho, este € dividido em dois segmentos
principais: o anterior e posterior. O segmento anterior € formado pela cornea,
camara anterior, iris, cristalino e corpo ciliar. O segmento posterior € constituido

pela retina, cordide e corpo vitreo (OGURA 2001; URTII, 2006).

Figura 1- Estrutura do olho humano

1. Esclera

13.Canal de Schiemm ——/l

15.Conjuntiva 3. Corédide

4 Corpo Ciliar- - 7. Retina

12. Humor Aquoso— - . _. Depressso
2 Comea
&.Pupila

{
| 9. Nervo Otico
10. Disco Otico

11. Humeor Vitreo

Fonte: (http://drerickabrasilmassa.site.med.br/index.asp?PageName=Anatomia-20e-
20Fisiologia-20do-2001lho) . Acesso em 20 julho de 2013.

A aplicacdo de farmacos no segmento anterior tem a desvantagem devido a
baixa biodisponibilidade do farmaco, que ocorre pelos diversos mecanismos de
defesa do olho, os quais incluem a producdo da lagrima, barreira da cornea e
barreira hemato-ocular. Esta dltima € responsavel por ser um obstaculo para
substancias exdgenas (OGURA, 2001; URTII, 2006; NAGARWAL et al, 2009) e
também é composta por 2 barreiras, a hematoaquosa que dificulta o acesso de
substancias hidrofilicas do plasma para o humor aquoso e a barreira
hematorretiniana, que limita a distribuicdo do fdmaco no epitélio ocular (URTII,

2006).
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A administragdo de formas farmacéuticas convencionais acaba sendo
limitada devido & presenca das barreiras oculares. Primeiramente, uma quantidade
gue varia entre 1-10% da dose administrada consegue alcancar os tecidos do
segmento anterior do olho, e somente uma pequena fragdo que foi absorvida,
conseguird chegar ao segmento posterior (MEISNER e MEZEI, 1995). Ao todo,
menos de 5% da dose aplicada topicamente consegue chegar a cavidade
intraocular (KEISTER et al., 1991; MAINARDES et al., 2005).

Devido a dificuldade do faAmaco chegar ao segmento posterior, muitas vezes
€ necessario a administracdo de farmacos por via intravitrea ou periocular
(HERRERO-VANRELL e REFOJO, 2001; PAGANELLI et al., 2010). No entanto, as
injecdes intravitreas podem causar complicacdes sérias, como as endoftalmites,
deslocamento da retina e catarata (MELLO-FILHO et al., 2010).

Os Sistemas de Liberacdo de Farmacos podem controlar a localizacéo
temporal e espacial das moléculas bioativas in vivo, por meio do controle dos
parametros fisico-quimicos da formulacdo (SWARBRICK, 2007). A reducédo de
efeitos colaterais, toxicidade e diminuicdo da frequéncia de administracdo s&o
beneficios que também podem ser obtidos (AULTON, 2005; SWARBRICK, 2007).

Um sistema de liberacdo modificada (SLM) é capaz de disponibilizar o
farmaco de forma diferente do perfil de liberacdo das formas farmacéuticas
convencionais (ANSEL et al., 2005).

Sistemas nanoestruturados sao aplicaveis no controle da liberacdo de
farmacos, podendo controlar a velocidade com que as substancias atravessam as
barreiras biolégicas, penetram na circulacdo e atingem o alvo farmacolégico. Outra
vantagem desses sistemas € direcionar o farmaco no organismo, de forma a evitar

0 seu acumulo em tecidos ndo especificos, tornando-o menos toxico e elevando a
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sua concentracdo no local na qual ird exercer seu efeito farmacologico (OLIVEIRA
et al., 2004).

Sistemas nano e microemulsionados podem melhorar a solubilizagdo de
farmacos lipofilicos em agua e protegé-los contra hidrolise enzimética, além de
aumentar o potencial de absorcao devido a presenca de tensoativo (FORMARIZ et
al., 2005). No entanto, o uso de nanoemulsdes como sistema de liberagéo
sustentada é limitado, podendo ocasionar uma rapida liberacdo do farmaco, devido
0 seu reduzido didmetro e o seu estado liqguido (MEHNERT e MADER, 2001). O
nacleo solido possibilita um maior controle na cinética das substancias
encapsuladas e melhora a estabilidade de componentes lipofilicos sensiveis
guimicamente (MULLER et al., 1997; HELGASON et al., 2009).

As NLS podem ser usadas por varias vias de administracdo, incluindo as
vias ocular (SEYFODDIN et al., 2010), oral (RAWAT et al.,, 2011), parenteral
(NAYAK et al., 2010) e cutanea (ZHANG e SMITH 2011), devido seu diametro
reduzido (50 a 1000 nm) e biocompatibilidade (ARAUJO et al, 2010; MUCHOW et
al., 2008).

Como a matriz destes sistemas é de natureza lipidica, os métodos de
preparacdo evidenciam melhores resultados para farmacos de natureza
hidrofébica. Os lipideos que cristalizam em formas altamente organizadas, tais
como os triacilglicerdis, constituidos por um unico tipo de acido graxo, originam
sistemas com poucos locais para acomodar as substancias ativas, induzindo sua
expulsdo da matriz lipidica sélida. Como o farmaco vai se localizar entre as cadeias
lipidicas e nas imperfeicdes dos cristais, a alta organizacdo dos cristais diminui a

eficiéncia de encapsulacdo (MULLER et al., 2000; MULLER et al., 2007).
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Os lipideos mais utilizados na obtencdo de NLS geralmente sdo os
glicerideos (tri e monoestearato de glicerila), acidos graxos de alto ponto de fuséo,
como 0 estearico e palmitico, esteréis (colesterol) e ceras (palmitato de cetila).
Também séao utilizados diversos emulsificantes e polimeros, como os sais biliares
(taurodeoxicolato), lecitinas e copolimeros do polidxidoetileno e poliéxidopropileno
(poloxamer) para evitar a agregacdo das particulas e estabilizar a dispersdo da
fase lipidica (MEHNERT e MADER, 2001).

As misturas de mono, di e triacilglicerois, formam estruturas com muitas
imperfeigcbes, originando NLS com maior capacidade para incorporar as
substancias ativas (SOUTO et al., 2011).

Um exemplo promissor de material que pode ser utilizado para o
desenvolvimento de NLS é representado por uma classe conhecida como
copolimeros de bloco Pluronic® ou poloxamers. Estes materiais tém origem
sintética. Possuem um nucleo central hidrofébico ligado ou envolvido por cadeias
hidrofilicas (Kabanov et al., 1995). Sdo blocos de copolimeros que contém duas
unidades de polioxietileno (parte hidrofilica) intercaladas por uma unidade de
polioxipropileno (parte hidrofobica). Eles sdo materiais biocompativeis e possuem a
caracteristica de gelificarem na temperatura do corpo humano. Com isso pode-se

dificultar a saida do farmaco (GU e ALEXANDRIS, 2004, OLIVEIRA, 2006).

2.1 - Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS)

O termo nanoparticulas lipidicas sélidas foi introduzido por GASCO (1993) e
MULLER & LUCKS (1996). Elas foram desenvolvidas, aplicando-se altas

intensidades de agitacdo para dispersar uma fase lipidica fundida em um
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dispersante quente, com adi¢cdo de tensoativo, e com resfriamento subsequente
para obter o nucleo sodlido. A partir destes estudos, varios trabalhos foram
desenvolvidos, tanto empregando o método original e também outros foram
desenvolvidos posteriormente (MULLER et al., 2000; MEHNERT e MADER, 2001;
MULLER et al., 2002).

As NLS sao preparadas por uma variedade de lipideos e sdo estabilizadas
por tensoativos biocompativeis, podendo ser anibnicos, catibnicos ou nao iénicos
(WONG et al., 2007).

As NLS tém a estrutura que se assemelha as emulsdes. A diferenca esta no
nucleo, pois é formado por lipideos sélidos a temperatura ambiente e nao por fase
oleosa liquida como nas emulsdes (MULLER et al, 2000).

Existem algumas vantagens na producdo de NLS em relacdo a outros
sistemas coloidais, tais como poder controlar a liberacdo da substancia ativa e o
seu alvo, aumentar a estabilidade do farmaco, utilizar alta concentracdo de
farmaco, ter a possibilidade de incorporar farmacos hidrofébicos, o sistema nao ser
toxico, pode-se evitar o uso de solventes, producdo em larga escala e a
possibilidade de esterilizagdo (MULLER e RUNGE, 1998; MEHNERT e MADER,
2001).

O farmaco pode ser encontrado no nucleo, na parede lipidica ou disperso
homogeneamente na matriz lipidica (RADTKE et al., 2005; SANTOS, 2010).
Podem ocorrer também situacdes em que o farmaco fica aderido na superficie da

particula (SCHAFER-KORTING et al., 2007).
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Figura 2 - Formas de incorporacao do farmaco nas NLS. A: farmaco distribuido (dissolvido
ou disperso) homogeneamente na matriz lipidica; B: farmaco presente na parede das NLS;
C: farmaco presente no nucleo das NLS; D: farmaco aderido na superficie das NLS; E:
aglomerados de farmaco aderidos na superficie das NLS.

CQO0©®{) >

Adaptado de: SCHAFERT-KORTING et al., 2007.

2.2 - Técnicas de preparo das NLS

As NLS podem ser preparadas por diversas técnicas. A seguir estao

descritas algumas que séo bastante utilizadas no preparo de NLS.

2.2.1- Homogeneizacgdao por alta pressao

Esta técnica tem a vantagem de proporcionar Otimas condicfes para
transposicdo de escala e também de ndo ser necessario o uso de solventes
organicos. O uso desta técnica pode ser a frio ou a quente (PARDEIKE et al., 2009;
SANTOS, 2010). O homogeneizador de alta pressédo possui um pistdo, no qual o
liquido é empurrado sob alta pressao por um orificio com diametro micrométrico,
com uma velocidade muito rapida. Esta colisdo possibilita a formacao de particulas
com diametros nanométricos (LIPPACHER et al.,, 2000; MEHNERT e MADER,
2001).

Na homogeneizacéo a quente o farmaco € dissolvido ou disperso no lipideo
fundido e estes s&o adicionados em uma solugcdo agquosa com tensoativos, dando

origem a uma pré-emulsédo, que é colocada no homogeneizador e submetida a alta
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presséo. Depois a nanoemulséo é resfriada e com isso o lipidio se solidifica, dando
origem as NLS (ATTAMA e MULLER — GOYMANN, 2008; MARCATO, 2009). Na
homogeneizacdo a frio, é utilizado o lipidio no estado solido. Nesta técnica, a
substancia ativa é dissolvida ou dispersa no lipideo fundido, e em seguida esta
mistura é solidificada em gelo seco ou nitrogénio liquido, depois moida e o pé é
disperso em uma solugcdo com tensoativos e entdo submetida a homogeneizacéo

(DEMIREL et al., 2001; MARCATO, 2009).

2.2.2 - Emulsificacdo e evaporacao do solvente

Este método é adequado para substancias ativas termossensiveis, ja que
nao € necessario o uso de aquecimento. A substancia € dissolvida em um solvente
imiscivel em agua e esta mistura € emulsificada em agua. Depois 0 solvente é
evaporado, e o lipidio precipita em dgua (MEHNERT e MADER, 2001; WISSING et

al., 2004).

2.2.3 — Ultrassonicacao

No método de ultrassonicacdo, as particulas sdo formadas por ondas
ultrassénicas gerando cavitacdo em liquidos. Quando um liquido € submetido ao
processo de sonicacdo com alta intensidade, as ondas sonoras se propagam no
meio liquido, ocorrendo uma alternancia de ondas sonoras de alta e baixa pressao
geradas pelo ultrassom. Na fase de baixa pressao e alta intensidade, as ondas

criam bolhas de vacuo, e elas aumentam de diametro até que ndo conseguem mais
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absorver energia, e atingindo a fase de alta presséo, elas sdo comprimidas até
implodirem (HIELSHER, 2005).

O tempo de sonicacdo pode prejudicar substancias termolabeis e/ou volateis
porque a temperatura tende a aumentar conforme maior for o tempo de sonicagéo.
Uma outra desvantagem € a contaminacdo da amostra pelo metal da haste do
sonicador, que libera titanio. Isto pode ser resolvido centrifugando a amostra,

precipitando o titnio (MAA e HSU, 1999).

2.3 -Técnicas de caracterizacédo das NLS

A caracterizacdo das NLS é muito importante para prever o comportamento
das particulas in vivo e também para se ter conhecimento da sua estabilidade
durante o armazenamento. Diversos fatores podem interferir no modo de liberacao
da substancia ativa, tais como o diametro da particula, o modo de associacdo do
ativo com a matriz lipidica, valor do potencial zeta, tipo do lipideo e tensoativos

utilizados (SANTOS, 2010).

- Morfologia

A morfologia das NLS pode ser observada por meio da microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e da microscopia eletrbnica de transmissao (MET),
gue fornecem informacdes sobre o formato e o didmetro das particulas, bem como
a presenca de diferentes populaces (SANTOS-MAGALHAES et. al, 2000; HALL et
al., 2007). A MEV possibilita também verificar a rugosidade e porosidade das

particulas (MAGENHEIM e BENITA, 1991). Na técnica de MEV os elétrons séo
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retroespalhados e os elétrons secundarios sdo emitidos da superficie da amostra
para formarem a imagem (HERRERA e SAKULCHAICHAROEN, 2009).

Outra técnica é a microscopia de for¢ca atdmica, que fornece informacgfes da
estrutura tridimensional e imagens topograficas em escala hanométrica,
proporcionando informacdes direta sobre a superficie. Esta técnica utiliza uma

ponta de sonda para gerar a imagem (SCHAFFAZICK et al., 2003b).

- Didametro de particula e indice de polidispersidade

A composicdo e o método empregado podem interferir no diametro das
particulas. E muito importante ter o conhecimento sobre o didmetro médio das
particulas e a distribuicdo de sua populacdo dependendo da via de administracéo
(SCHAFFAZICK et al, 2003a). Uma das principais técnicas utilizada € conhecida
por espalhamento dinadmico de luz (DLS), que faz a medida do movimento
browniano das particulas, determinando o diametro hidrodinamico delas em
suspensao, sendo que o seu valor pode ser influenciado por camadas de
tensoativos e/ou camada de hidratacdo. Esta técnica € utilizada somente para
particulas com diametro entre 3nm até 1um (HEURTAULT et al, 2003; UNER,
2006). Assim a intensidade da luz dispersa ira variar com o diametro das particulas
e a velocidade dos movimentos brownianos, sendo que as particulas menores tém
um movimento mais rapido que as particulas maiores, e consequentemente
dispersam menos luz (FINSY e JAEGER, 1991).

O indice de polidispersidade (PDI) fornece informacfes sobre o grau de
homogeneidade de uma amostra. Quanto menor o seu valor, maior sera a
homogeneidade do didmetro de particulas no sistema e vice-versa (LIU e WU,

2010). Para as NLS, valores de PDI inferiores a 0,300 sédo bastante aceitaveis e
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dependendo da via de administracdo podem ser aceitos até valores maiores

(PATHAK e NAGARSENKER, 2009; DAS e CHAUDHURY, 2011).

- Potencial Zeta

Ele é um indicador da carga elétrica total da superficie das NLS, podendo
corresponder a dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou pela
presencga de ions ou moléculas ibnicas no meio aquoso (MAGENHEIM e BENITA,
1991; SCHAFFAZICK et al., 2003b). O valor do potencial zeta pode ser positivo ou
negativo, que depende das caracteristicas da superficie das particulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003b). Ele pode auxiliar nas informacfes sobre a
estabilidade das NLS, pois geralmente ha uma menor agregagédo de particulas

guando ha a repulséo eletrostatica entre elas (SCHAFFAZICK et al, 2003a).

Avaliacado da cristalinidade do lipideo

- Difracéo de raios-X

Esta técnica permite diferenciar compostos cristalinos e amorfos (UNER,
2006). Assim, ela é valida para fornecer informac6es que podem ser importantes
em relacdo as particulas produzidas e as matérias-primas utilizadas (BUNJES e
UNRUH, 2007). Tanto particulas nanométricas como as de maior diametro podem

ser analisadas por difracao de raio-X (MEHNERT e MADER, 2001).

- Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
E uma técnica que fornece informacbes das propriedades fisicas da

formulacéo, indicando o comportamento de fusdo da substancia e a relagdo entre o
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ganho ou perda de calor em funcdo de mudancas fisicas e/ou quimicas provocadas
pela temperatura. Com esta técnica, é possivel ter conhecimento também sobre a
cristalinidade das particulas. A cristalinidade de um lipideo pode influenciar na
eficiéncia de encapsulacao, e na velocidade de liberagdo da substancia ativa, bem
como a expulsdo desta durante o tempo de estocagem (ATTAMA, 2006; SANTOS,
2010).

A técnica de DSC pode ser utii também no estudo das interacdes
intermoleculares entre a substancia ativa e adjuvantes, podendo auxiliar sobre
possiveis incompatibilidades fisicas ou quimicas (VENKATARAN et al.,, 1995;

SCHAFFAZICK, 2003a).

- Termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG)

A TG é uma técnica que fornece informacdes de variagdo de massa em
funcdo do tempo ou temperatura em condi¢cdes atmosféricas estabelecidas. Os
resultados fornecem informacdes relacionadas a composicdo da amostra e sua
estabilidade térmica. A DTG € a derivada primeira da curva TG. A DTG é
composta por picos correspondentes as variagbes de massa (MATOS e

MACHADO, 2004; SILVA et al., 2007).

2.4 - Compostos utilizados para preparacéo de NLS

2.4.1 - Monoestearato de Glicerila — MEG
O MEG é um monoglicerideo formado por uma cadeia de &cido esteérico,

possuindo férmula molecular C,1H4204, E um composto que é utilizado em varias
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areas, incluindo principalmente a farmacéutica, cosméticos e alimentos. Este

lipideo possui ponto de fusdo na faixa de 56-60°C.

Figura 3 - Estrutura quimica do monoestearato de glicerila (MEG).
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Fonte: MARCATO, 20009.

2.4.2 - Triestearina (TRI)
A triesterina € um triglicerideo formado por 3 cadeia de acido estearico,

possuindo formula molecular Cs;H11006. Este lipideo possui ponto de fusdo na faixa

de 68-70°C (KUNTSCHE e MADER, 2010).

Figura 4 - Estrutura quimica da triestearina (TRI)
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Fonte: MARCATO, 20009.

Este composto pode ser cristalizar em 4 formas cristalinas
(v, o, B’ e B), sendo a forma B a mais estavel, e a sua estruturacdo pode estar

relacionada com a velocidade de seu resfriamento e a forma de agitacdo do

preparo (HARTEL, 2001).
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2.4.3 — Brij 72® e Brij 78°
O nome quimico do Brij 72® é polioxietileno 2 estearil éter e possui valor de
EHL 4,9. O nome quimico é Brij 78° polioxietileno 20 estearil éter e possui valor de

EHL 15,3. Os dois sao tensoativos ndo-idnicos.

2.4.4 — Copolimero de Bloco (Pluronic® F-68)

O Pluronic® F-68 pertence a classe dos copolimeros de bloco, que s&o
formados por uma porcao hidrofébica (6xido de polietileno) que é ligada ou
envolvida por cadeias hidrofiicas (6xido de propileno). O uso de copolimeros de
bloco estad relacionado a uma melhora na biodisponibilidade de compostos

antibacterianos e antifugicos (MA et al, 2008).

2.4.5 — Ciprofloxacino

O ciprofloxacino € um antibiotico derivado do acido fluorquinolénico e devido
a sua baixa toxicidade e seu amplo espectro de acdo, é muito utilizado na profilaxia
e no tratamento de doencas oculares (OZTURK et al, 2000; YALVAC et al, 2003,
SILVA, 2008). Pelo fato de possuir uma acéo bactericida considerada rapida tanto
na fase proliferativa como na fase vegetativa, € um farmaco bastante prescrito para

infeccbes bacterianas (SILVA, 2002).
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Figura 5 - Estrutura quimica do ciprofloxacino
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Fonte: SILVA, 2008.

O ciprofloxacino é bastante utilizado na forma de colirio, porém varios
trabalhos demonstraram a baixa eficiéncia na permeacao deste farmaco para a via
ocular (OZTURK et al, 2000; ROBERTSON et al., 2005).

Uma outra alternativa para a via ocular, sdo as inje¢cdes intravitreas e
subconjutivais, que possuem desvantagens como o desconforto para o paciente e
o risco de lesbes por causa da frequéncia de aplicacdo das injec6es. E também ha
relatos da baixa biodisponibildade do farmaco, devido aos fenémenos fisiol6gicos
do olho que fazem a remocao da substancia ativa (OGURA, 2001).

Héa relatos na literatura que administracdes intravitreas de ciprofloxacino
superiores a 100 ug podem causar toxicidade corneana aguda em coelhos
(STEVENS et al., 1991, MENDONGCA DA SILVA, 2012).

Este trabalho tem a proposta de desenvolver um sistema de liberacao

controlada para o ciprofloxacino que possa ser utlizado para a via intraocular.
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3- OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e caracterizagdo de
nanoparticulas lipidicas solidas utilizando os lipideos monoestearato de glicerila

(MEG) ou triestearina (TRI), contendo o antibiotico ciprofloxacino.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Material

4.1.1 - Substancias, Solventes, Matérias-primas e Reagentes

- Agua Milli-Q;

- BalBes volumétricos de 50 e 10mL;

- Brij 72° - Polioxietileno 2 estearil éter (Sigma);
- Brij 78® - Polioxietileno 20 estearil éter (Sigma);
- Ciprofloxacino (Galena, Brasil);

- Monoestearato de glicerila (Audaz);

- Poloxamer 188 (Sigma);

- Triestearato de glicerila (Sigma);

- Tris (hidroximetil) aminometano p.a. (Merck, Alemanha)

4.1.2 - Equipamentos e acessorios

- Agitador magnético, TE085;

- Agitador Ultra- Turrax (Ika, mod. TC 25 basic);

- Analisador de particulas Malvern, Zetasizer Nano ZS;

- Balanca analitica — METTLER®, modelo H 51;

- Balanca semi-analitica — GEHAKAG mod. AG 200 ;

- Balanca termoanalitica TA Instruments, modelo SDT-Q600
- Barras de Agitacdo Magnética;

- Bomba a vacuo — Tecnal;
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- Célula calorimétrica TA Instruments, modelo DSC — Q100;

- Centrifuga Fanen, Excelsa® Il mod. 206BL;

- Cubetas para espectrofotometria, capacidade de 4mL, caminho Optico de
1cm - Spectrocell®;

- Espectrofotometro de Infravermelho FTIR-8300 — SHIMADZU Corporation;

- Espectrofotometro de UV-VIS Kayak XA — Hewlett, Packard 89090A e 8453;

- Liofilizador, Thermo Fisher Scientific, modelo EDWARDS MODULYO® - 115

(USA); - Microscépio de forca atbmica Bruker, modelo Dimension Icon;

- Membranas de filtragdo com porosidade de 50 KDa (Millipore);

- Microscépio eletronico de varredura - JEOL® modelo JSM T330A,;

- pHmetro de bancada — Digimed, mod DM-23;

- Pipetas de Pasteur;

- Placas de petri;

- Sonicador, Q — Sonica Sonicators — mod. Q-700;

- Tubos de centrifuga;

- Tubos de ensaio;

- Tubos de sonicacao;

- Ultrassom, Unique Ultrasonic Cleaner, mod. VSC 2800A;

- Vidrarias de uso em laboratorio

- Vortex QL-901.
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4.2 - Métodos

4.2.1 - Validacdo da Metodologia Analitica para determinacdo do CIPRO

por espectroscopia de UV-Vis.

4.2.1.1 Determinacao do comprimento de onda de maxima absorcéo (A max.)
do CIPRO em tampé&o Tris-HCI 10mM pH 7,2.

Para determinar o comprimento de onda maxima do CIPRO, foi feita uma
varredura na faixa de comprimento de onda de 200 a 400nm, na concentracao de 9

ug/mL do farmaco em tampao Tris-HCI 10mM pH 7,2.

4.2.1.2 — Linearidade

A curva analitica do CIPRO em tampéao Tris-HCI 10mM pH 7,2 foi construida
a partir de uma solucéao estoque, em que foi pesado 2mg de CIPRO e transferido
para um baldo volumétrico de 50mL com adicdo de 5mL de etanol. Em seguida
adicionou-se tampao Tris-HCI| até metade do baldo e levado ao ultrassom por 5
minutos para auxiliar na solubilizagdo. Feito isto, o volume foi completado com
tampéo Tris-HCI até o menisco. Obteve-se uma concentracdo de 40ug/mL. A partir
desta solucéo, foram obtidas diferentes solucées com concentracfes na faixa de 1 a
15 pg/mL. As diluicBes foram preparadas em triplicata nas seguintes concentracoes:
1,0pg/mL, 1,5pg/mL, 2,0pug/mL, 3,0pug/mL, 5,0pug/mL, 7,0 pg/mL, 9,0 pug/mL, 12,0

pug/mL e 15,0 pg/mL.
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4.2.1.3 — Precisao

A precisao foi avaliada por quantificacdo de trés niveis de concentracdo das
solucBes (concentracdes baixa, média e alta), que foram realizadas em triplicata em

um dia (repetibilidade) e em dois dias diferentes (precisdo intermediaria).

4.2.1.4 - Limite de Deteccgédo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O LD e LQ foram calculados para analise quantitativa de amostras em

triplicata em concentragcdes baixas.

4.2.1.5 — Exatidao

A exatidao foi avaliada para trés niveis de concentracdes (baixa, média e alta)

e foi calculada a porcentagem de recuperacao do CIPRO.

4.2.2 — Desenvolvimento das NLS

4.2.2.1 - Determinacéo da porcentagem de lipideo e tensoativos

Inicialmente foi necessario escolher qual a melhor proporcdo de lipideo e
tensoativo para a formulacao, ja que isto pode interferir no didametro das particulas e
também na coalescéncia ou ndo da formulacdo. Dessa forma, varias formulacdes
foram feitas variando-se o valor do equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) para obtencéo de

uma formulacéo estavel.

Vanessa Maria Meyagusku



Material e Métodos 37

4.2.2.1.1 - EmulsGes com 5% de fase lipidica (monoestearato de glicerila)
e 5% de tensoativos (Brij 72 e Brij 78).

Foram testadas emulsdes O/A com valores de EHL entre 6 a 15. Os célculos
foram feitos para se obter as propor¢cbes desejadas de lipideo e mistura dos dois
tensoativos. As emulsdes foram compostas por 5% de monoestearato de glicerila
(MEG) (PF=56°C) e 5% de dois tensoativos, sendo compostos por Brij 72 (EHL= 4,9
e PF= 44-45°C) e Brij 78 (EHL= 15,3 e PF= 40-45°C). Com as proporg¢des
adequadas pesadas, a fase oleosa (composta pelo lipideo e Brij 72) foi fundida até
70°C, e a fase aquosa (composta por agua e Brij 72) foi fundida a mesma
temperatura da fase oleosa. ApOs atingirem esta temperatura, a fase aquosa foi
vertida sobre a fase oleosa e a mistura foi colocada no Ultraturrax durante 4 minutos
e velocidade de 8000rpm. Apds isto, as emulsdes foram armazenadas em tubos de

vidro e guardadas para observacao.

4.2.2.1.2 - Emulsdes com 3% de fase lipidica e 2% de tensoativos

Foi feito com 0 mesmo procedimento do item anterior, modificando-se apenas
as concentracdes do lipideo (MEG) e da mistura dos tensoativos, 0s quais foram

testados nas concentracdes de 3% e 2% respectivamente.

O valor de EHL de cada formulacéo foi calculado através da formula abaixo:

EHL requerido = %A X EHLA + %B XEHL g
100
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4.2.3 - Preparacao das NLS

As NLS foram preparadas por meio da técnica de emulsificacdo seguida de
ultrassonicacgédo. A fase oleosa da emulséo foi composta pelo lipideo (MEG ou TRI) e
o tensoativo de carater lipofilico (Brij® 72), os quais foram aquecidos sob agitacéo
constante até temperatura de 10°C acima do ponto de fusdo do lipideo. A fase
aquosa foi composta por 4gua e o tensoativo de carater hidrofilico (Brij® 78), que
foram aquecidos a mesma temperatura da fase oleosa, e esta fase foi vertida sobre
a fase oleosa. Esta emulsdo ainda quente foi colocada no sonicador em banho
guente (40°C) durante 15 minutos, com pulsos de 1min e pausa de 30 segundos e
amplitude de 25% para obtencdo de uma nanoemulsdo. Posteriormente as
nanoemulsdes foram resfriadas a temperatura ambiente, para a solidificacdo do

lipideo. A composicéo de cada uma das formulacdes esta mostrada na tabela 1.

Tabela 1 — Composicao das formulacfes estudadas

Amostra Componentes Proporcgéo (%m/m)
MB MEG:Brij 72:Brij78 3,0:0,44:1,56
MB-PLU MEG:Brij 72:Brij78:PLU 3,0:0,44:0,78:0,78
B TRI:Brij 72:Brij78 3,0:0,44:1,56
TB-PLU TRI:Brij 72:Brij78:PLU 3,0:0,44:0,78:0,78
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4.2.3.1 - Preparacéo das NLS contendo CIPRO

Para preparar NLS contendo CIPRO, seguiu-se o0 mesmo procedimento
anterior e as porcentagens de 1%, 5%, 10%, 20% e 30% de farmaco em relacao a
concentracdo da matriz lipidica (3%) foram testadas. O farmaco foi colocado junto

com o lipideo e seguiu-se com 0 mesmo procedimento anterior.

4.2.4 - Caracterizagéo das NLS

4.2.4.1 — Diametro médio

A distribuicdo do diametro das particulas foi determinado pelo analisador de
diametro Zetasizer Nano ZS (angulo de 173°). As suspensdes de NLS foram diluidas
na proporcao de 1:100 em agua Milli-Q. As analises foram realizadas em triplicata,

sendo calculada a média e o desvio-padrao.

4.2.4.2 - Potencial Zeta

O Potencial Zeta também foi obtido pelo analisador Zetasizer Nano ZS. O
preparo das amostras foi igual a andlise de diametro, sendo que as suspensdes de
NLS foram diluidas na proporcdo de 1:100 em agua Milli-Q. As analises foram
realizadas em triplicata, sendo calculada a média e o desvio-padréo.

O Potencial Zeta (PZ) é um parametro importante de se avaliar, pois ele pode
auxiliar nas informacdes sobre a estabilidade das NLS, podendo haver menor
agregacdo de particulas quando h& a repulsdo eletrostatica entre elas

(SCHAFFAZICK et al, 2003a).

Vanessa Maria Meyagusku



Material e Métodos 40

Morfologia

4.2.4.3 - Microscopia Eletronica de Varredura

Para andlise da morfologia das NLS de MB (MEG:Brij 72:Brij78) e TB (TRI:Brij
72:Brij78), estas foram diluidas na proporcao de 1:100 em agua Milli-Q. Em seguida
as amostras foram colocadas sob a placa e deixou-se secar a temperatura
ambiente. E necessario que as amostras estejam secas devido a aplicacdo do
vacuo. As amostras foram analisadas pelo microscépio de varredura empregando-se

voltagem de 20kv.

4.2.4.4 - Microscopia de Forca Atdmica

Para analise da morfologia das NLS de MB, TB, MB-PLU e TB-PLU, as
amostras foram diluidas em uma proporcéo de 1:100 em agua Milli-Q. Em seguida 5
UL de cada amostra foi colocada sob a placa de mica e deixou-se secar a
temperatura ambiente para a andlise. O preparo foi feito desta maneira, de forma
gue a amostra aderisse a placa de mica, pois deve ocorrer a imobilizacdo da
amostra para que o tip gere a imagem topogréfica das particulas. A analise foi feita

no modo de ndo-contato, pois ndo ha risco de destruir as particulas.

4.2.4.5 - Andlise Térmica
Com o objetivo de obter informacdes sobre as interacdes entre o farmaco e os
lipideos, o estado fisico das particulas e possiveis alteracdes apds o processo de

obtencao foram realizados estudos de DSC e TG/DTG.
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4.2.4.5.1 — Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas DSC de aquecimento das amostras foram obtidas na faixa de O-
200°C, sob atmosfera de N, (50mL.min™?), com razéo de aquecimento de 10°C.min™.
Utilizou-se padrdo de indio para calibragcdo e as amostras foram colocadas em
cadinhos de aluminio fechados.

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

Analysis.

4.2.4.5.2 — Termogravimetria (TG) e Termogravimetria Derivada (DTG)

As curvas TG/DTG das amostras foram obtidas no intervalo de 25-600°C,
atmosfera de N, (50mL.min™), com razdo de aquecimento de 10°C.min™. As
amostras foram colocadas em cadinhos de platina.

As curvas de termogravimetria derivada foram obtidas pelo software TA

Instruments Universal Analysis.

4.2.4.6 - Difracao de raio-X

Foram analisadas as NLS de MB, TB, MB-PLU e TB-PLU, além dos
componentes isolados. As andlises foram realizadas com difracdo em angulo 20,

variando de 4° a 70°. Foi utilizado o difratbmetro Rikugu® modelo Dmax 2500PC e

utilizou-se radiacdo CuKo. de A = 1,5406 A, com monocromador de grafite.

4.2.4.7 — Eficiéncia de Encapsulacao
A Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) foi obtida a partir da técnica de

ultrafiltracdo-centrifugacéo. Utilizou-se uma membrana de 100 kDa, que faz a
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separacdo da fase aquosa (contendo o farmaco livre) da parte da suspensdo
coloidal, sendo possivel determinar a concentragdo do farmaco livre. Assim a
concentracdo de farmaco associada as NLS (Q encapsulada) é calculada a partir da

diferenca da concentracédo total da formulagdo com a fracéo livre do farmaco.

A EE foi calculada conforme a equacéo abaixo.

EE % = Q encapsulada x 100
Q tedrica
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5 - RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 — Validac&do da metodologia analitica para a determinacéo de CIPRO
por espectroscopia de UV-Vis.

5.1.1- Espectro de méaxima absorcao do CIPRO em tampé&o TRIS HCI
10mM pH7,2

A figura 6 mostra o comprimento de onda maxima absor¢cao do CIPRO, na

concentracao de 9 pg/mL em tampéao Tris-HCI 10mM, pH 7,2 foi obtido em 271nm.

Figura 6 — Espectro de varredura de uma solucdo de 9ug/mL deCIPRO em tampéo

TRIS HCI 10mM pH 7,2 para determinacédo do comprimento de onda de maxima absorc¢éao.
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5.1.1.2 — Linearidade

A curva analitica do CIPRO em tampédo Tris-HClI 10mM pH 7,2 esta
apresentada na figura 7. Ela foi obtida no comprimento de onda de maxima
absorcao do farmaco a partir da média dos valores das absorbancias para cada

concentragao (n=3).
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Figura 7 - Curva analitica da absorbancia em funcéo da concentra¢do de CIPRO
em Tampao Tris-HCI 10mM pH 7,2.
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A equacdo linear obtida foi Y = 0,0941. X — 0,0031 (r* = 0,9999). Os dados da
curva analitica demonstraram método desenvolvido para quantificar o CIPRO por
espectrofotometria UV-Vis possui linearidade na faixa entre as concentracdes de 1 a

15ug/mL.

5.1.1.3 — Precisdo

A precisdo foi avaliada no nivel de repetibilidade (preciséo intra — corrida) e
precisdo intermediaria (precisao inter — corridas).
Os resultados dos estudos de repetibilidade estdo apresentados na Tabela 1

e de precisao intermediaria na Tabela 2.

Vanessa Maria Meyagusku



Resultados e Discussao 45

Tabela 2 - Resultados de estudo de repetibilidade do método de quantificagdo de CIPRO
por espectrofotometria UV-Vis.

Conc. Baixa Conc. Média Conc. Alta

(5ug/mL) (Qug/mL) (15ug/mL)

0,45167 0,84244 1,3957

Curval 0,46009 0,84924 1,3924
0,45781 0,83204 1,3814

Média 0,45652 0,84124 1,38983
DP 0,00435 0,00866 0,00749
Cv 0,95394 1,02974 0,53874
0,47685 0,80617 1,4722

Curva 2 0,47875 0,84372 1,4481
0,4636 0,8512 1,4259

Média 0,47307 0,83370 1,44873
DP 0,00825 0,02413 0,02316
Ccv 1,74462 2,89438 1,59840
0,47006 0,84885 1,4079

Curva 3 0,48345 0,854117 1,4061
0,47008 0,8426 1,4015

Média 0,47453 0,84852 1,40517
DP 0,00772 0,00577 0,00330
Ccv 1,62792 0,67947 0,23488
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Tabela 3 - Resultados de estudo de precisao intermediaria do método de quantificacdo de

CIPRO por espectrofotometria UV-Vis.

Concentracéo

5 pug/mL 9 pug/mL 15 pg/mL

0.45167 0.84244 1,3957

0,46009 0,84924 1,3924

Curval (45781 0,83204 1,3814

0.47685 0.80617 1.4722

0,47875 0,84372 1,4481

Curva2 4 4636 0,8512 1,4259

0.47006 0.84885 1,4079

048345 0,85417 1,4061

Curva3d 4 47008 0,84260 1,4015
Média _ 0,46804 0.84116 1,41458
DP 0,01057 0,01463 0,02917
cv 2 25807 1,73923 206235

Os resultados para os testes de repetibilidade e precisdo intermediaria
demonstraram coeficiente de variacdo inferior a 5% (valor maximo aceitavel,
segundo a resolucdo 899). Com estes resultados pode-se dizer que o método €

preciso.

5.1.1.4 - Limite de Deteccédo (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)
A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para a determinacdo do limite de

deteccéo e limite quantificacdo do CIPRO.

Tabela 4 - Valores para céalculo do LD e LQ.
Pontosda Volume Volume (mL) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Média

curva baldo da solugéo
(10mL) estoque
1 10 0,250 0,09004 0,09590 0,09484 0,09359
15 10 0,375 0,13097 0,14329 0,14512 0,13979
2 10 0,500 0,17102 0,17862 0,18252 0,17739
3 10 0,750 0,27612  0,2855 0,28343 0,28168

DP de b 0,004885
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Inclinagéo da Curva (IC) = 0,0941

LD =DPb x 3, portanto o LD = 0,156065 pg/mL
IC

LQ =DPb x 10, portanto o LQ = 0,582073 pg/mL
IC

O método demonstrou ser sensivel para pequenas concentracbes do
farmaco, tendo como valor LQ 0,156065 pg/mL e LD 0,582073 pg/mL.

5.1.1.5 — Exatidao
A Tabela 4 mostra os resultados de exatiddo para as concentracdes baixa, média e

alta de CIPRO.

Tablela 5 - Valores das absorbancias e as concentragfes recuperadas para calculo da

exatidao.
Concentracéo Abs. média  Conc. medida Exatidao (%)
tedrica meédia
5 ug/mL (baixa) 0,46804 5,00680 100,13595
9 ug/mL (media) 0,84115 8,97187 99,68741
15 ug/mL (alta) 1,41458 15,06565 100,43764

Pode-se observar que a exatiddo meédia foi de 100,087%, portanto pode-se

dizer que o método proposto é exato.

5.2 — Desenvolvimento das NLS

5.2.1 - Determinacédo da porcentagem de lipideo e tensoativos

5.2.1 - Pré - Emulsdes com 5% de fase lipidica (MEG) e 5% de tensoativos
(Brij 72 e Brij 78).
No momento de obtencdo das pré-emulsbes, todas ficaram com aspecto

liqguido. Entretanto, ap0s 24 horas observou-se a formacdo de creme e que houve
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nitida separagéo de fase na emulsdo com EHL= 6,0. Todas as formulagfes ficaram
com espumas e o fenbmeno de cremacgdo (agrupamento de goticulas na parte
superior da emulsdo) parece ter ocorrido, fator que pode indicar instabilidade fisica
em emulsdes. Este processo ocorre porque as goticulas presentes possuem
densidades diferentes, em que as menos densas tendem a migrarem e agruparem-
se na superficie, resultando assim uma formulacdo com duas fases (fase de
goticulas menores e a fase emulsionada) (SCHUELLER e ROMANOWSKI, 2000).

O aumento da viscosidade pode ser explicado pelo fenémeno da gelificacéo e
ocorre quando as moléculas dos agentes tensoativos ndo sao suficientes para
estabilizar todas as superficies das particulas, e consequentemente ocorre a
aglomeracao delas, aumentando assim a viscosidade da formulacdo (SOUTO, et al.,
2007). A viscosidade também aumenta quando ha concentracdes elevadas de
lipideo na formulacdo (MEHNERT e MADER, 2001).

Portanto, verificou-se a instabilidade de todas as formulagbes e decidiu-se

diminuir a concentracao de lipideo na formulacéo.

5.2.1.1 - Pré- Emulsbes com 3% de fase lipidica (MEG) e 2% de tensoativos
(Brij 72 e Brij 78).

No instante em que as emulsdes foram obtidas, todas apresentaram aspecto
liquido. Apds 48 horas de repouso, foi observado que a formulacdo com EHL 6,0
teve nitida separacéo de fase. As demais formulac6es aparentaram homogeneidade.
Observou-se também que as formulagdes com EHL 8, 9, 10, 11 e 12 ficaram mais
viscosas, porém bem menos que no experimento anterior. Verificou-se que as
melhores formulacdes foram as de EHL 13 e 14. Estas ndo apresentaram mudanca

no aspecto visual em 30 dias quando armazenadas em temperatura ambiente, néo
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havendo separacdo de fase, formacdo de creme ou qualquer outro aspecto que
pudesse indicar instabilidade fisica. A partir destes resultados, optou-se por trabalhar
com formulagBes com valor de EHL 13, utilizando-se 3% de lipideo e 2% da mistura
de tensoativos. Para dar continuidade com os estudos, optou-se também por
trabalhar com outro lipideo, a triestearina (TRI).

A tabela 5 mostra de forma resumida as etapas até se escolher a formulagéo

com o melhor EHL para dar continuidade ao trabalho com as NLS.

Tabela 6 - Resumo das caracteristicas das emulsGes na determinacdo do EHL das

formulacdes.

(fetapa) Formulacdo com 5% de (2etapa)Formulacdo com 3% de

MEG e 5% mistura de tensoativos MEG e 2% mistura de tensoativos

1) Separacéo de fases da 1) Separacao de fases da emulséo
emulsédo com EHL=6 com EHL=6

2) ApOs 24 horas houve formacéo 2) ApoOs 48 horas as emulsdes
de creme em todas as com EHLs 8, 9,10,11 e 12
emulsodes. ficaram mais viscosas.

3) Optou-se por diminuir as 3) Escolheu-se portanto a
concentracdes de lipideo e emulsdo EHL=13, ja que nao
tensoativos. ocorreu formacédo de creme, ndo

houve mudanca na viscosidade e
nao apresentou separacdo de

fases.
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5.3 - Caracterizacao das NLS

5.3.1 — Didmetro médio e Potencial Zeta (PZ)

5.3.1.1 - Determinacédo do diametro médio, indice de polidispersidade (Pdl) e

potencial zeta (PZ).

A tabela 6 mostra os resultados obtidos de diametro médio, Pdl e PZ das NLS

compostas por MEG:Brij 72:Brij:78 (MB) e compostas por TRI: Brij72: Brij 78 (TB). As

NLS foram obtidas e armazenadas em temperatura de 25°C e em geladeira (4°C)

durante um periodo de 3 meses. Essas duas condi¢cbes de armazenamento foram

testadas para verificar se podiam interferir nos parametros de diametro, Pdl e PZ das

NLS. O tempo de armazenamento também foi testado para 0 mesmo objetivo.

Tabela 7 - Diametro médio, PDI e Potencial Zeta (PZ) das NLS de MB e TB armazenadas a

25°C e em temperatura de refrigeracéo (4°C).

Amostras Tempo (dias) Diametro médio (nm) PDI PZ (mV)
NLS MB 0 129,56 (+ 2,19) 0,207 (+ 0,020) -22,4 (0,009)
NLS MB (25°C) 90 187,76 (x1,35) 0,215 (+ 0,004) | -24,03 (+0,093)
NLS MB (4°C) 90 268,9 (+ 3,13) 0,592 (+ 0,021) | -25,6 (+0,52)
NLS TB 0 147,02 (+ 1,84) 0,214 (£ 0,025) | -23,1 (= 0,05)
NLS TB (25°C) 90 262,46 (+ 2,11) 0,257 (+ 0,008) | -28,66 (+ 0,70)
NLS TB (4°C) 90 268,5 (x 1,77) 0,364 (£ 0,005) | -27,4 (£ 0,057)
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Com estes resultados é possivel observar que houve aumento no diametro
médio e PDI para as NLS de MB mantidas em temperatura de refrigeracdo. As NLS
de TB aumentaram de didametro em ambas as condi¢fes, porém houve um aumento
maior no valor de PDI quando foi colocada sob refrigeracdo. Os valores de PZ
permaneceram proximos paras os dois tipos de NLS em ambas as condi¢fes. Pode-
se dizer que a temperatura de refrigeracao influenciou na estabilidade das NLS,
principalmente de MB, levando ao processo de gelificacdo, que fez com que o
didametro médio delas aumentasse. Portanto, decidiu-se estocar as NLS em
temperatura ambiente para os demais testes.

As NLS também foram armazenadas em lugar protegido de luz, pois estudos
em relacdo a estabilidade demonstraram que NLS podem ter um aumento de
diametro frente a exposicédo de luz. WISSING et al., 2004, observaram que quando
as NLS foram expostas a luz artificial, ocorreu um processo de gelificacdo dentro de
uma semana. Quando foram expostas a luz do dia, houve um aumento no diametro
em trés meses. E quando foram armazenadas sob protecdo da luz, comecaram a ter

o diametro aumentado depois de quatro meses.

5.3.1.2 - Relacdo do diametro médio, indice de polidispersidade (Pdl) e
potencial zeta (PZ) das NLS de MB com varias concentracdes de CIPRO e com o
tempo de armazenamento a 25°C.

A tabela 8 mostra os resultados obtidos de diametro médio, Pdl e PZ das NLS
de MB obtidas variando-se a concentracdo de CIPRO e também variando-se o

tempo de armazenamento a 25°C.

Vanessa Maria Meyagusku



Resultados e Discussao

52

Tabela 8 - Diametro médio, PDI e PZ das NLS de MB na auséncia de farmaco e com

diferentes concentragtes de farmaco em relagdo a concentracao de lipideo, durante periodo

de 60 dias.
Amostras Tempo (dias) | Didmetro médio (nm) PDI PZ (mV)
0 121,20 (+ 0,5) 0,211 (+ 0,008) -17,4 (+ 0,64)
Sem 30 121,76 (+ 1,53) 0,232 (+ 0,013) -24,7 (+ 0,40)
Farmaco 60 128,43 (+ 6,21) 0,268 (+ 0,029) -26,3 (+ 0,15)
0 116,86 (+ 1,09) 0,237 (+ 0,011) 22,1 (+0,71)
CIPRO 30 116,33 (+ 2,15) 0,231 (+ 0,007) -24,8 (+ 0,55)
1% 60 120,16 (+ 0,72) 0,305 (+ 0,025) -26,2 (+ 0,25)
0 116,56 (+ 0,945) 0,243 (+ 0,003) -31,7 (£ 2,2)
CIPRO 30 116,56 (+ 1,222) 0,246 (+ 0,008) -28,8 (+ 0,43)
5% 60 122,13 (+ 1,68) 0,346 (+ 0,021) 27,6 (¢ 1,15)
0 119,10 (+ 0,400) 0,255 (+ 0,009) -29,1 (+ 0,25)
CIPRO 30 118,76 (+ 1,258) 0,253 (+ 0,005) -29,1 (+ 0,6)
10% 60 i i i
0 135,06 (+ 0,757) 0,279 (+ 0,005) -33,6 (+ 0,87)
CIPRO 30 132,96 (+ 2,836) 0,259 (¢ ,0045) -31,1 (¢ 0,57)
20% 60 - _ -
0 201,36 (+ 5,419) 0,482 (+ 0,021) -31,2 (+ 0,61)
CIPRO 30 144,30 (+ 2,687) 0,362 (+ 0,007) -32,5 (+ 0,83)
30% 60 i i i

Observou-se que conforme a concentracdo de ciprofloxacino foi aumentada,

as NLS contendo 1%, 5% e 10% de farmaco tiveram os didmetros médios levemente

menores quando comparados as NLS sem farmaco. Para as NLS com 20% e 30%

de farmaco, houve um aumento do didmetro médio. Ao se aumentar a concentracao

de farmaco, houve aumento no valor de PDI principalmente para NLS com 30% de
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CIPRO. Observou-se que a concentracao do farmaco pode interferir no didmetro das
particulas. Pode-se dizer também que a quantidade do farmaco pode estar
relacionada com o modo que ele estd interagindo com a matriz lipidica. A
incorporacdo do farmaco pode levar a reducdo do diametro, enquanto o farmaco
aderido na superficie pode levar ao aumento do didmetro (SANTOS, 2010).

O diametro médio e o valor de PDI das NLS com 1% e 5% nao apresentou
grande mudanca no periodo de 60 dias. Nas NLS com 10%, 20% e 30% de CIPRO,
apesar de ndo terem também uma mudanca no valor do didmetro e PDI em 30 dias,
verificou-se que estas formulagdes estavam com precipitados e separacdo de fase
com 60 dias, e por isso ndo foram analisadas.

Ao analisar os valores de PZ para as NLS de MB, ndo houve uma relacao
entre a quantidade de CIPRO e/ou o tempo de armazenamento com o valor de PZ.
Porém observou-se que os valores estdo numa faixa de -18,0 a -33,0 mV, indicando
gue o valor do potencial zeta se apresenta numa faixa considerada boa para
estabilidade da formulacdo, uma vez que o valor de £30 é sugerido com um bom
valor (FREITAS e MULLER, 1998b).

Com estes resultados, optou-se prosseguir com as formulacdes na faixa de 1
a 5% de farmaco em relacdo a concentracdo de lipideo para os demais testes para
as formulacdes de MB.

A tabela 9 mostra os resultados obtidos de diametro médio, Pdl e PZ das NLS
de TB obtidas variando-se a concentracdo de CIPRO e também variando-se o

tempo de armazenamento sob temperatura de 25°C.
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Tabela 9 - Diametro médio, PDI e PZ das NLS de TB na auséncia de farmaco e com

diferentes concentragtes de farmaco em relagdo a concentracao de lipideo, durante periodo

de 60 dias.
Amostras | Tempo (dias) Diametro (nm) PDI PZ (mV)
0 125,23 (+ 0,84) 0,272 (+ 0,009) - 27,6 (+ 0,46)
Sem 30 127,96 (+ 3,48) 0,267 (+ 0,009) -34,5 (+ 1,71)
Farmaco
60 123,70 (+ 0,43) 0,271 (+ 0,008) -24.6 (+ 0,61)
0 116,93 (+ 0,76) 0,266 (+ 0,009) - 26,5 (+ 0,40)
CIPRO 30 119,20 (+ 0,98) 0,262 (+ 0,012) -27,7 (+ 4,15)
1% 60 117,43 (+ 0,58) 0,261 (+ 0,011) -26,6 (+ 1,15)
0 109,23 (+ 1,01) 0,260 (+ 0,004) -29,0 (+ 2,0)
CIPRO 30 112,90 (+ 1,99) 0,257 (+ 0,006) -20,4 (+ 1,4)
o% 60 109,23 (+ 0,68) 0,259 (+ 0,009) -23,6 (+ 0,46)
0 116,30 (+ 0,700) 0,264 (+ 0,004) -24.4 (+ 0,87)
CIPRO 30 122,10 (+ 2,879) 0,255 (+ 0,012) -25,1 (+ 0,60)
10% 60 . - -
0 127,26 (+ 0,153) 0,267 (+ 0,005) -27,1 (+ 1,55)
CIPRO 30 133,50 (+ 4,158) 0,262 (+ 0,006) -37,4 (+0,7)
20% 60 . - -
0 130,36 (+ 0,802) 0,269 (+ 0,002) -26,3 (+ 0,75)
CIPRO 30 135,16 (+ 1,950) 0,251 (+ 0,005) -24,5 (+ 0,15)
30% 60 . - -

Para as NLS de TB, foi observado também que nas concentracfes de 1%, 5%

e 10% houve pouca variacdo em relacdo a NLS sem farmaco, com pouca reducéo

no diametro médio. Os didmetros médios das NLS com 20% e 30% aumentaram um

pouco. O valor de PDI praticamente ndo variou ao se aumentar a concentracao de

CIPRO.
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Ao verificar o diametro e PDI das NLS de TB, ocorreu 0 mesmo que as NLS
de MB, ndo havendo mudanca no diametro e PDI das formula¢des. Com as NLS de
TB contendo 10%, 20% e 30% de farmaco, também houve formacao de precipitados
e separacdo de fase, e por isso ndo foi feita a andlise para estas formulacdes.
Assim, decidiu-se escolher as formulacdes na faixa de 1 a 5% de CIPRO em relacdo
a concentracdo de lipideo para as outras analises.

Ao analisar os valores de PZ para as NLS de TB, ndo houve uma relacao
entre a quantidade de CIPRO e/ou o tempo de armazenamento com o valor de PZ.
Porém observou-se que os valores estdo numa faixa de -24,0 a -37,0 mV, proximo
de +30 que é sugerido com um bom valor.

Estudos realizados com copolimeros de bloco ou poloxamers, relacionaram a
caracteristica destes materiais de gelificarem na temperatura do corpo humano com
a possibilidade de controlar a saida do farmaco pelo transportador (GU e
ALEXANDRIS, 2004, OLIVEIRA, 2006). Assim, optou-se por fazer a adicdo de um
copolimero de bloco Pluronic® F-68 (PLU) as formulacées de NLS de MB e NLS de

TB.

A tabela 10 mostra os resultados obtidos de diametro médio, Pdl e PZ das
NLS de MB-PLU obtidas em relacdo a concentracdo de CIPRO e do tempo de

armazenamento sob temperatura de 25°C.
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Tabela 10 - Diametro médio, PDIl e PZ das NLS de MB-PLU na auséncia de farmaco e com

diferentes concentracdes de farmaco em relagdo a concentragcédo de lipideo, no periodo de

30 dias.

Amostras

Tempo
(dias)

Diametro médio

(nm)

PDI

PZ (mV)

Sem

Farmaco

0
30

113,2 (+ 0,346)
144,4 (+ 3,470)

0,264 (+ 0,003)
0,404 (+ 0,048)

-28,20 (% 0,70)
-26,50 (+ 0,62)

1% CIPRO

30

129,2 (+ 1,49)
155,86 (+ 32,70)

0,232 (+ 0,005)
0,333 (+ 0,050)

-26,40 (% 0,55)
-28,60 (+ 1,01)

5% CIPRO

30

128,43 (= 3,61)
178,5 (+ 7,77)

0,227 (+ 0,006)
0,450 (+ 0,047)

-21,60 (+ 0,40)
-24,10 (20,458)

10%
CIPRO

30

114,00 (= 1,65)
346,37 (+ 94,05)

0,213 (+ 0,003)
0,413 (+ 0,064)

24,40 (+ 0,41)
-25,06 (+ 0,68)

20%
CIPRO

30

106,83 (+ 1,55)
131,10 (+ 28,11)

0,218 (+ 0,004)
0,322 (+ 0,037)

-19,00 (% 1,28)
-21,33 (+ 0,75)

30%
CIPRO

30

128,03 (+ 2,15)
138,43 (+ 1,72)

0,235 (+ 0,016)
0,294 (+ 0,015)

-27,30 (% 0,46)
-25,66 (+ 0,71)

Para as NLS de MB-PLU, pode-se verificar que o diametro médio néo ficou

muito diferente das NLS de MB e TB. Apos 30 dias houve aumento de diametro e

PDI para as amostras. Pode-se dizer que o acréscimo do PLU ndo alterou o

diametro médio das particulas e ou a sua quantidade nao foi suficiente para fazer

ocorrer a mudan ca.

Ao verificar os valores de PZ para as NLS de MB-PLU, ndo € possivel

perceber uma propor¢cdo entre a quantidade de CIPRO e/ou o tempo de

armazenamento em relacdo ao PZ. Porém observou-se que os valores estdo numa
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faixa de -19,0 a -28,0 mV, uma faixa com valores de potencial zeta um pouco menor

guando comparadas com as formulagcbes sem o PLU.

A tabela 11 mostra os resultados obtidos de diametro médio e Pdl das NLS de

TB-PLU obtidas variando-se a concentracdo de CIPRO e também variando-se o

tempo de armazenamento sob temperatura de 25°C.

Tabela 11 - Diametro médio, PDI e PZ das NLS de TB-PLU na auséncia de farmaco e com

diferentes concentrac6es de farmaco, no periodo de 30 dias.

Amostras

Tempo (dias)

Diametro médio

(nm)

PDI

PZ (MV)

Sem

Farmaco

30

185,96 (+ 1,87)
189,27 (+ 1,46)

0,305 (+ 0,031)
0,271 (+ 0,019)

-20,30 (£ 0,17)
-23,76 (+ 0,32)

1%
CIPRO

30

274,06 (+ 6,43)
270,45 (+ 1,55)

0,435 (+ 0,008)
0,475 (+ 0,008)

-23,30 (% 0,69)
-24,43 (% 0,40)

5%
CIPRO

30

186,33 ( 1,68)
189,47 (+ 3,19)

0,343 (+ 0,019)
0,271 (+ 0,015)

-21,90 (+ 0,30)
-21,77 (+ 0,40)

10%
CIPRO

30

168,33 (+ 2,85)
177,30 (% 4,20)

0,167 (£ 0,012)
0,298 (+ 0,038)

-25,60 (+ 0,95)
-19,97 (+ 0,12)

20%
CIPRO

30

258,73 (+ 0,862)
309,50 (+ 2,76)

0,428 (+ 0,006)
0,464 (+ 0,009)

-24,30 (£ 2,55)
-16,73 (+ 0,64)

30%
CIPRO

30

191,66 (+ 4,13)
172,37 (+ 2,56)

0,281 (+ 0,024)
0,276 (+ 0,008)

-28,10 (= 1,10)
- 21,40 ( 0,95)

As NLS de TB-PLU sem o farmaco e com farmaco foram as que tiveram o

maior aumento de didmetro. Esse aumento pode ter sido causado pelo acréscimo do
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PLU na formulagéo, de forma que este interagisse com a TRI podendo levar & um
aumento no diametro.

Ao verificar os valores de PZ para as NLS de TB-PLU, ndo é possivel
perceber uma propor¢cdo entre a quantidade de CIPRO e/ou o tempo de
armazenamento em relacado ao PZ. Porém observou-se que os valores estdo numa
faixa de -17,0 a -28,0 mV, uma faixa com valores de potencial zeta um pouco menor
guando comparadas com as formulacées sem o PLU. Observou-se que as duas
formulagbes com adicdo de PLU tiveram o valor em modulo do PZ reduzido,

podendo o PLU ter influenciado nesta redugao.

Para uma melhor visualizac&o, nas figuras 8 e 9 encontram-se resumidos 0s
resultados dos diametros meédios e PDI respectivamente para cada uma das

formulacdes.

Figura 8 - Valores das médias dos diametros das NLS de MB, TB, MB-PLU e TB-PLU em
relacdo a concentracdo de CIPRO, obtidas no dia de preparo.
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Figura 9 - Valores dos PDIs das NLS de MB, TB, MB-PLU e TB-PLU em relacdo a
concentracdo de CIPRO, obtidas no dia de preparo.
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Nas figuras 8 e 9 pode-se observar que a NLS de TB-PLU apresentaram 0s
maiores valores de diametro médio e maiores valores de PDI. Com outras 3
formulacdes ndo consegue-se perceber uma diferenca entre elas, podendo sugerir
gue a que teve diametro e PDI menores foi a NLS de MB-PLU.

Todas as formulacfes de NLS testadas apresentaram valores de diametro

médio, PDI e PZ adequados para serem utilizados para via intraocular.

Morfologia

5.3.3 - Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

A figura 10 apresenta as fotomicrografias obtidas por MEV das NLS de MB
(A) e TB (B) na auséncia de CIPRO. Nas imagens, observa-se que as particulas de

MB e TB possuem formato irregular.
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Figura 10 - Fotomicrografias das NLS de MB (A) e TB (B) obtidas por técnica de

ultrassonicagéo.

=== 100nm IQ-UNESE 4/
2.00kV SEI SEM WD 7.1mm

Na figura 10 sdo observadas particulas de diametro nanométrico e também
particulas grandes e aglomeradas A presenca das particulas aglomeradas pode ser
devido ao modo de preparo para analise por MEV, ja que séo secas a temperatura
ambiente, e conforme ocorre a evaporacdo da agua, elas tendem a formar

aglomerados.

5.3.4 - Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A figura 11 apresenta as fotomicrografias obtidas por AFM das NLS de MB na
auséncia (A) e presenca do CIPRO (C) e em formato 3D, na auséncia (B) e
presenca do CIPRO (D). Pode-se observar nas figuras um grande aglomerado de

particulas com diametro nanométrico.
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Figura 11 - Fotomicrografias das NLS de MB na auséncia (A) e presenca do CIPRO (C) e
em formato 3D, na auséncia (B) e presenca do CIPRO (D), obtidas por técnica de
ultrassonicagao.

32.0nm

0.0 1: Height Sensor 33um

0.0 1: Height Sensor 20um

-36.0nm

A figura 12 apresenta as fotomicrografias obtidas por AFM das NLS de TB na
auséncia (A) e presenca do CIPRO (C) e em formato 3D, na auséncia (B) e
presenca do CIPRO (D). Pode-se observar um aglomerado de particulas com

formato retangulares.
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Figura 12 - Fotomicrografias das NLS de TB na auséncia (A) e presenca do CIPRO (C) e

em formato 3D, na auséncia (B) e presenca do CIPRO (D), obtidas por técnica de

ultrassonicagao.

270nm

00

1: Height Sensor 20um

120.8 nm

00

1: Height Sensor 20pm

A figura 13 apresenta as fotomicrografias obtidas por AFM das NLS de MB-

PLU na auséncia (A) e presenca do CIPRO (C) e em formato 3D, na auséncia (B) e

presenca do CIPRO (D). Pode-se observar um aglomerado de particulas de formato

esférico.
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Figura 13 - Fotomicrografias das NLS de MB-PLU na auséncia (A) e presenca do CIPRO
(C) e em formato 3D, na auséncia (B) e presenca do CIPRO (D), obtidas por técnica de
ultrassonicagao.

51.5nm

T 1
00 1: Height Sensor 33um

25.1nm

T 1
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A figura 14 apresenta as fotomicrografias obtidas por AFM das NLS de TB-
PLU na auséncia (A) e presenca do CIPRO (C) e em formato 3D, na auséncia (B) e
presenca do CIPRO (D). Pode-se observar aglomerados de particulas de formato

irregular.
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Figura 14 - Fotomicrografias das NLS de TB-PLU na auséncia (A) e presenca do CIPRO
(C) e em formato 3D, na auséncia (B) e presenca do CIPRO (D), obtidas por técnica

de ultrassonicagao.

17.7nm
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As analises por AFM demonstraram que as NLS de MB e MB-PLU possuem
um formato irregular, mais proximas de um formato esférico do que as NLS de TB e
TB-PLU.

As andlises por microscopia demonstraram que as NLS de TB possuem um

formato ndo esférico. BUJES et. al, 2007, demonstraram a partir da técnica de
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microscopia eletrdnica de criofratura que particulas de TRI na forma o apresentam
um formato esferoidal com camadas concéntricas. No entanto, o resfriamento lento
leva a formacg&o de particulas com formatos ndo esféricos. Desta forma, verifica-se
gue as NLS de TB possuem formato retangular, estando de acordo com a literatura
(DORA, et. al, 2012). Também foi observado para as NLS de TB-PLU um
achatamento de maior intensidade do que para as demais.

Os formatos das NLS podem ser esferoidais, anisométricas ou particulas
achatadas (BUNJES et al, 2007). Esta ultima forma proporciona uma superficie de
contato maior quando comparados com esferas e por este motivo sdo necessarias
altas concentracfes de tensoativos para a estabilizacdo (UNRUH, 1999; MEHNERT

e MADER, 2001).

5.3.5- Andlise Térmica

5.3.5.1 - Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG)/
Termogravimetria derivada (DTG).

Com o objetivo de caracterizar as NLS para obter informacdes sobre
cristalinidade e interacdes entre o farmaco e lipideos, as técnicas de DSC e TG/DTG
foram empregadas. Foram analisados 0s componentes separados, as misturas-
fisicas, e as formula¢cdes obtidas apds o processo de ultrassonicacgao.

A curva DSC do MEG, (figura 15A) apresenta um evento endotérmico de
fusdo com inicio em 58,43°C e Tpico em 61,91°C (AH 120,9 J/g), e esta de acordo
com YAJIMA et al., 2002 e GARDOUH et al., 2013.

Nas curvas TG/DTG (figura 15B), o inicio de degradacédo térmica do MEG

ocorre proximo a 150°C, ocorrendo em varias rea¢des secundarias menores e por
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uma principal que ocorre em aproximadamente 450°C, com uma perda de massa de

94,66%.

Figura 15 — Curvas DSC (A) e TG/DTG do MEG.

Fluxo de Calor (W/g)
h

uuuuu

Temperatura (°C)

Perda de massa (%)

DTG (%/°C)

200

300 b0 500 600

Temperatura (°C)  Universal VASATA nsiuments

A curva DSC da TRI, representada na figura 16A, apresenta um unico evento

endotérmico de fusdo, com inicio em 59,06°C e T pico em 61,17°C (AH 151,06 J/g),

estando de acordo com a literatura (MAC NAUGHTAN et al.,, 2006). Nas curvas

TG/DTG (figura 16B), observa-se uma perda de massa de 99,25% no intervalo de

300-450°C.

Figura 16 — Curvas DSC (A) e TG/DTG da TRI.
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A curva DSC do BRIJ 72 (figura 17A) apresentou dois eventos endotérmicos,
sendo o primeiro evento o mais intenso com inicio em 43,24°C e Tpico €m 51,42°C
(AH 80,62 J/g). O segundo evento endotérmico tem inicio em 81,36°C e Tpico €M
83,76°C (AH 1,4467 J/g), cujos resultados estdo de acordo com a literatura
(AYTEKIN et al., 2013). Nas curvas TG/DTG (figura 17B), observa-se uma perda de

massa de 95,87% no intervalo de 130-425°C.

Figura 17 — Curvas DSC (A) e TG/DTG (B) do Brij 72.
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A curva DSC do BRIJ 78 (figura 18A) apresentou um evento endotérmico de
fusdo, com inicio em 41,46°C e Tpico €m 45,85°C (AH 121,6 J/g), cujos resultados
estdo de acordo com o estudo de BRONSTEIN et al., 2006. Nas curvas TG/DTG

(figura 18B) observa-se uma perda de massa de 94,63% no intervalo de 300-450°C.

Figura 18 — Curvas DSC (A) e TG/DTG do Brij 78.
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A curva DSC do PLU (figura 19A) apresentou um evento endotérmico de
fusdo, com inicio em 48,92°C e T pico em 54,29°C (AH 108,8 J/g), estando de
acordo com ROWE et al., 2006. Nas curvas TG/DTG (figura 19B), observa-se uma

perda de massa de 96,80% no intervalo de 300-450°C.

Figura 19 — Curvas DSC (A) e TG/DTG do PLU.
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A curva DSC do Ciprofloxacino (figura 20A) apresentou um evento
endotérmico correspondente a desidratagdo, com inicio em 88,66°C e Tpico €m
112,80°C (AH 191,5 J/g). Nas curvas TG/DTG (figura 20B), observa-se um evento
correspondente a perda de massa no valor de 9% devido a desidratacdo. A
decomposicéo é observada com temperatura superior a 275°C com perda de massa
de 86,13% no intervalo de 275-550°C. Estes resultados estdo de acordo com o0s
encontrados por SILVA-JUNIOR et al., 2008. Na curva TG/DTA (figura 20C)
observa-se um evento com inicio em 50°C e Tpico, €m 82,09°C, que sdo valores
menores do que observado na curva DSC, correspondente a desidratacao. Isto pode
ter ocorrido pelo fato da analise de DSC ter sido feita em cadinho fechado e por isso
a temperatura de desidratacdo do farmaco foi deslocado para valores maiores. E

possivel observar nesta curva o pico de fusédo do ciprofloxacino em 296,66°C.
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Figura 20 — Curvas DSC (A) , TG/DTG (B) e TG/DTA (C) do Ciprofloxacino.
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O estudo da estabilidade térmica das misturas-fisicas (MF) e das formulacfes
apos o processo de ultrassonicacao foi realizado na presenca e na auséncia do
farmaco.

A figura 21 mostra as curvas DSC para as misturas-fisicas (MF) de MB na
presenca e na auséncia do farmaco e suas formulacfes correspondentes.

O DSC da MF MB apresentou um evento endotérmico de pré-fusdo, seguida
por um pico de fusdo em 45,52°C e outro em 60,50°C. A curva DSC da NLS MB
apresentou um primeiro evento endotérmico de fusdo em 39,16°C, e um segundo
em 55,09°C.

A curva DSC para a MF MB CIPRO apresentou um evento endotérmico de

pré-fusdo, seguida por um pico em 45,30°C e outro em 60,76°C. O DSC para a NLS
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MB CIPRO apresentou o primeiro evento endotérmico de fusdo em 39,12°C e o
segundo em 56,46°C.

Para uma melhor visualizacdo dos resultados, na tabela 12 encontram-se 0s
valores das Tinicio, Tpico € entalpia para cada uma das amostras. Na tabela 12
observa-se que houve reducdo nas entalpias obtidas em relacdo as entalpias
esperadas, sugerindo que houve um desarranjo na estrutura do lipideo.

Nesta tabela 12, pode-se observar com os valores de AH obtido que nao
houve indicativo de influéncia da adicdo do CIPRO na formulag&o, pois os valores de

entalpia das formula¢gdes na auséncia e na presenca de CIPRO foram préximos.

Figura 21 — Curvas DSC das misturas-fisicas (MF) MB na presenca e na auséncia do

CIPRO e suas respectivas formulacoes.
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Tabela 12 - Dados de DSC das misturas-fisicas (MF) e das nanoparticulas lipidicas solidas
(NLS) compostas por Monoestearato de Glicerila: Brij 72: Brij78 (MB) na presenca e na

auséncia do ciprofloxacino e valores de entalpia.

1° evento 2° evento
Amostras AH (J/g) AH (J/9)
Tinicio Thico Tinicio Thico obtido esperado
°C) C) °C) 0
MF MB 38,25 45,52 53,62 60,50 1144 117,3
NLS MB 33,45 | 39,16 | 52,40 | 55,09 95,05 117,3
MF MB CIPRO 35,18 | 45,30 | 54,28 | 60,76 107,9 118,65
NLS MB CIPRO 34,73 | 39,12 | 50,90 | 56,46 92,50 118,65

As curvas DSC para a MF MB CIPRO e NLS MB CIPRO apresentaram um
pequeno evento endotérmico em 142,92° e 122,73° respectivamente, sugerindo ser
correspondente a fracdo do farmaco ndo associado a matriz lipidica.

Pode-se observar que as temperaturas de inicio e de fusdo das NLS foram
menores do que as suas respectivas MF. Tanto as MF quanto as NLS apresentaram
as Tpico menores do que a do MEG isolado (61,91°C). A partir desses resultados,
pode-se sugerir que ha uma maior interacdo entre a matriz lipidica com o farmaco
apos a estruturacao do sistema. Portanto ocorre a recristalizacdo dos componentes
da microparticula em formas menos estaveis, estando de acordo com Craig, 2007.

Nas curvas TG/DTG na MF MB (fig.22A) a degradacao térmica tem inicio em
aproximadamente 100°C, ocorrendo em varias etapas e apresenta uma perda de
massa de 97,72%. Na MF MB CIPRO (fig. 22B) a degradacao térmica tem inicio em
aproximadamente 200°C e apresenta perda de massa de 93,01%. Para NLS MB

(fig.22 C) o inicio da degradacédo ocorre em 200°C com perda de massa de 97,57%.
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A NLS MB CIPRO (fig. 22D) tem o inicio da degradacao térmica em 200°C e perda
de massa de 96,41%.
Figura 22 — Curvas TG e DTG das misturas-fisicas (MF) de MB na auséncia e na presenca

do CIPRO (figuras A e B, respectivamente) e das NLS MB na auséncia e na presenc¢a do
CIPRO (figuras C e D, respectivamente).

A figura 23 mostra as curvas DSC para as misturas-fisicas (MF) de MB-PLU
na presenca e na auséncia do farmaco e suas respectivas formulacoes.

O DSC da MF MB-PLU apresentou um evento endotérmico de pré-fusao,
seguida por um pico de fusdo em 48,59°C e outro em 59,87°C. A curva DSC da NLS
MB-PLU apresentou um evento endotérmico de pré-fusdo, seguida por um pico de
fusdo em 46,24°C, e um segundo em 55,60°C.

A curva DSC para a MF MB-PLU-CIPRO apresentou um evento endotérmico
de pré-fuséo, seguida por um pico em 48,0°C e outro em 59,0°C. O DSC para a NLS
MB-PLU-CIPRO apresentou um evento de pré-fusdo, seguida p6é um pico de fuséo
em 58,0°C.

Para uma melhor visualizacéo dos resultados, na tabela 13 encontram-se 0s

valores das Tinicio, Tpico € €ntalpia para cada uma das amostras. Nesta tabela
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observa-se que houve também a reducdo nas entalpias obtidas em relacdo as
entalpias esperadas.

Na tabela 13 é possivel observar que houve uma reducédo do AH obtido da
formulacdo de NLS MB-PLU-CIPRO em relacdo a sua MF, indicando que houve

influéncia do PLU quando o farmaco foi adicionado na formulagéo.

Figura 23 — Curvas DSC das misturas-fisicas (MF) e nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)

de MB-PLU na presenca e na auséncia do CIPRO e suas respectivas formulagoes.
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Tabela 13 - Dados de DSC das misturas-fisicas (MF) e das nanopatrticulas lipidicas sélidas
de monoestearato de glicerila com adicdo de pluronic F-68 (NLS MEG F-68) na presenca e

na auséncia do ciprofloxacino e valores de entalpia.

1° evento 2° evento
AH (J/g) AH (J/g)
Amostras Tinicio | Tpico | Tinicio | Tpico obtido esperado
(°C) (°C) (°C) (°C)
MF MB-PLU 41,91 | 48,59 | 54,70 | 59,87 97,38 115,31
NLS MB-PLU 31,86 | 46,24 | 51,56 | 56,60 96,15 115,31
MF MB-PLU-CIPRO 35,47 | 48,0 | 58,81 | 59,00 108,2 112,8
NLS MB-PLU-CIPRO 56,76 | 58,00 . 98,62 112,8

As Curvas DSC para as NLS e as respectivas misturas-fisica (MF)
demonstraram que houve deslocamento de eventos térmicos para valores menores
de faixa de temperatura para as NLS quando comparadas com as suas respectivas
MF e que todas tiveram a Tpico menores do que a do MEG isolado (61,91°C). A Tinicio
foi menor também para as NLS quando comparadas com as respectivas MF,
podendo sugerir que ha uma maior interacdo entre a matriz lipidica com o farmaco
apos a estruturacdo dos componentes na forma de NLS, como ocorreu no item
anterior.

Nas curvas TG/DTG na MB-PLU (fig. 24A) a degradacao térmica tem inicio
em aproximadamente 100°C, ocorrendo em varias etapas e apresenta uma perda de
massa de 98,02%. Na MF MB-PLU-CIPRO (fig. 24B) a degradacdo térmica tem
inicio em aproximadamente 125°C e apresenta perda de massa de 97,17%. Para
NLS MB-PLU (fig.24C) o inicio da degradacdo ocorre em 100°C com perda de
massa de 92,20%. A NLS MB-PLU CIPRO (fig. 24D) tem o inicio da degradacéao

térmica em 200°C e perda de massa de 95,46%.
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Figura 24 — Curvas TG e DTG das misturas-fisicas (MF) de MB-PLU na auséncia e na

presenca do CIPRO (figuras A e B, respectivamente) e das NLS de MB-PLU na auséncia e

na presenca do CIPRO (figuras C e D, respectivamente).

massa (%)

massa ()

A figura 25 mostra as curvas DSC para as misturas-fisicas (MF) de TB na
presenca e na auséncia do farmaco e suas respectivas formulacées.

As Curvas DSC para as MF na auséncia e na presenca do farmaco
apresentaram um evento de pré - fusdo seguido por um pico de fusédo, enquanto que
as NLS na auséncia e na presenca do farmaco apresentaram dois picos de fusao.

As Curvas DSC para as NLS e as respectivas misturas-fisica (MF)
demonstraram que houve deslocamento de eventos térmicos para valores menores
de faixa de temperatura para as NLS quando comparadas com as suas respectivas
MF e que todas tiveram a Tpico menores do que a da TRI isolada (61,17°C). Na
tabela abaixo (14), encontram-se os valores das Tinicio, Tpico € €ntalpia para cada
uma das amostras. Nesta tabela observa-se que também houve a reducdo nas

entalpias obtidas em relacdo as entalpias esperadas.
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Na tabela 14 é possivel observar a redugado do AH obtido para a formulagao

de NLS TB-CIPRO em relacdo a sua MF, indicando que a adicdo do farmaco

modificou a estruturacdo das NLS.

Figura 25 — Curvas DSC das misturas-fisicas (MF) e nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)

de TB na presenca e na auséncia do CIPRO e suas respectivas formulacoes.
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Tabela 14 - Dados de DSC das misturas-fisicas (MF) e das nanopatrticulas lipidicas solidas

(NLS) de TB na presenca e na auséncia do ciprofloxacino.

1° evento 2° evento
AH (J/9) AH (J/9)
Amostras Tinicio | Tpico | Tinicio | Tpico obtido esperado
C) | O | () | (°O)
MF TB 56,08 | 60,48 _ 126,6 136,1
NLS TB 34,96 | 39,38 | 56,49 | 58,14 122,1 136,1
MF TB CIPRO 55,92 | 60,69 _ 126,0 135,6
NLS TB CIPRO 34,50 | 40,21 | 56,69 | 59,36 104,5 135,6
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Nas curvas TG/DTG na MF TB (fig. 26A) a degradacao térmica tem inicio em
aproximadamente 200°C e apresenta uma perda de massa de 98,29%. Na MF TB
CIPRO (fig.26B) a degradagdo térmica tem inicio em aproximadamente 250°C e
apresenta perda de massa de 98,70%. Para NLS TB (fig. 26C) o inicio da
degradacgéo ocorre em 150°C com perda de massa de 88,65%. A NLS TB CIPRO
(fig. 26D) tem o inicio da degradagéo térmica em 175°C e perda de massa de

98,51%.

Figura 26 — Curvas TG e DTG das misturas-fisicas (MF) de TB na auséncia e na presenca
do CIPRO (figuras A e B, respectivamente) e das NLS de TB na auséncia e na presenca do

CIPRO (figuras C e D, respectivamente).

A figura 27 mostra as curvas DSC para as misturas-fisicas (MF) de TB-PLU,
na presenca e na auséncia do farmaco e suas respectivas formulacées.

As Curvas DSC para as MF e NLS na auséncia e na presenca do farmaco
apresentaram um evento de pré - fusdo seguido por um pico de fusao.

As Curvas DSC para as NLS e as respectivas misturas-fisica (MF)
demonstraram que houve deslocamento de eventos térmicos para valores menores

de faixa de temperatura para as NLS quando comparadas com as suas respectivas
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MF e que todas tiveram a Tpico menores do que a da TRI isolada (61,17°C). Na
tabela 15, encontram-se os valores das Tinicio, Tpico € €ntalpia para cada uma das

amostras. Nesta tabela observa-se que também houve a redugcdo nas entalpias

obtidas em relacdo as entalpias esperadas.

Na tabela 15 é observada a reducdo do AH obtido da NLS TB-PLU-CIPRO
em relacdo a sua MF e em relacdo a NLS TB-PLU, podendo indicar que houve tanto

influéncia do PLU e da adicdo do farmaco, modificando a estrutura apds o processo

de emulsificagdo-ultrassonicacao.

Figura 27 — Curvas DSC das misturas-fisicas (MF) e nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)

de TB-PLU na presenca e na auséncia do CIPRO e suas respectivas formulacoes.
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Tabela 15 - Dados de DSC das misturas-fisicas (MF) e das nanopatrticulas lipidicas sélidas
(NLS) de TB-PLU na presenca e na auséncia do ciprofloxacino.

Amostras Tinicio (°C) | Tpico (°C) AH (J/9) AH (J/9)
obtido esperado
MF TB-PLU 52,93 59,13 116,1 133,9
NLS TB-PLU 53,45 57,34 100,5 133,9
MF TB-PLU-CIPRO 47,94 58,99 119,4 121,2
NLS TB-PLU-CIPRO 56,86 58,67 83 121,2

Nas curvas TG/DTG na MF TB-PLU (fig. 28A) a degradacé&o térmica tem inicio
em aproximadamente 175°C e apresenta uma perda de massa de 98,7%. Na MF
TB-PLU CIPRO (fig. 28B) a degradacdo térmica tem inicio em aproximadamente
225°C e apresenta perda de massa de 97,10%. Para NLS TB-PLU (fig. 28C) o inicio
da degradacao ocorre em 150°C com perda de massa de 99,80%. A NLS TB-PLU
CIPRO (fig.28 D) tem o inicio da degradacao téermica em 175°C e perda de massa

de 98,23%.

Figura 28 — Curvas TG e DTG das misturas-fisicas (MF) de TB-PLU na auséncia e na
presenca do CIPRO (figuras A e B, respectivamente) e das NLS de TB-PLU na auséncia e

na presenca do CIPRO (figuras C e D, respectivamente).
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Nas curvas DSC, todas as formulagdes de NLS apresentaram temperatura de
fusdo e valor de entalpia menores em relacdo as suas misturas fisicas,
demonstrando que ocorreu diminuicdo no grau de cristalinidade das particulas, o
gue é desejavel para o processo de encapsulacdo do farmaco. Portanto pode-se
sugerir que foram obtidas NLS em formas menos estaveis.

Exceto para a NLS de MB, as demais nao apresentaram evento
correspondente ao CIPRO, sugerindo que o farmaco esteja solubilizado ou disperso

na matriz lipidica, estando de acordo com estudos de SILVA et al., 2011.

5.3.6 - Difracdo de Raios-X

O estudo pela técnica de difracdo de raios-X complementa os estudos de
DSC para o melhor entendimento da estrutura fisica das NLS e a interacdo do
farmaco com elas.

Foram analisados os componentes separados, as misturas-fisicas, e as

formulacdes obtidas apds o processo de ultrassonicacao.

A figura 29 mostra os difratogramas dos componentes separados.
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Figura 29 - Difratogramas dos componentes das NLS separados.
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O difratograma do MEG apresenta 2 picos de difracdo bem definidos em
19,60° e 23,24°, que estdo de acordo com YAJIMA et al., 2002 e séo caracteristicos
da estrutura cristalina do seu polimorfo .

O difratograma da TRI apresenta picos caracteristicos em 5,9°, 21,13° e

23,39° que correspondem aos resultados encontrados por MAC NAUGHTAN et al.,

2006.
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O difratograma de raios-X confirma os picos caracteristicos do ciprofloxacino
nas regides 26 = 6-30°, de acordo com os estudos mostrados por LI et al., 2007.

O Brij 72 apresenta um pico caracteristico em 21,63°, e o Brij 78 apresenta
dois picos em 19,37° e 23,24°.

O PLU apresenta 2 picos caracteristicos em 19,25° e 23,50°.

Pode-se verificar na figura (30A) a diferenca entre as misturas fisicas com as
NLS obtidas por ultrassonicacdo. Nesta figura € visto que a NLS de MB ficou menos
cristalina e quando o CIPRO foi adicionado houve um aumento da cristalinidade. No
entanto na regido de 26 = 6° observa-se um alargamento do pico da NLS MB CIPRO
em relacdo a sua MF, podendo sugerir que houve reducdo da cristalinidade e
portanto alguma fracdo do farmaco adicionado na formulacdo pode ter sido

incorporado a matiz lipidica.

Figura 30 - Difratogramas das misturas fisicas (MF) e NLS de MB na auséncia e na
presenca de CIPRO (A) e das misturas fisicas (MF) e NLS de MB-PLU na auséncia e na
presenca de CIPRO (B).
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Na figura 30B também h& alargamento do pico na regidao 26= 6°, indicando
reducado no grau de cristalinidade das NLS.

Nas figuras 30A e 30B pode-se observar também que existem picos
caracteristicos de cristalinidade paras as NLS obtidas, no entanto houve
alargamento dos picos. Isto pode indicar que o processo de sonicagcao possibilitou
uma desestruturacdo da matriz lipidica, podendo haver possibilidade para a
incorporacao do farmaco. No entanto a mudanca dos difratogramas das MF e das
NLS nao foram tdo grande quando comparadas ao do MEG puro, podendo indicar
um resultado de baixa incorporacdo do famaco.

Na figura 31A nao foi possivel observar os picos de CIPRO nas misturas
fisicas, porém ele também néo foi registrado nas NLS de TB, sendo mais evidente a

interacdo com a matriz lipidica.
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Figura 31 - Difratogramas das misturas fisicas (MF) e NLS de TB na auséncia e na
presenca de CIPRO (A) e das misturas fisicas (MF) e NLS de TB-PLU na auséncia e na
presenca de CIPRO.
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Na figura 31B também nao foi possivel verificar os picos de CIPRO nas
misturas fisicas nem nas NLS. Como nas NLS ele ndo foi visto, pode-se supor que
ele interagiu de alguma forma com a matriz lipidica.

Nas figuras 31A e 31B também foi verificado houve alargamento dos picos
das NLS em relacdo as respectivas misturas-fisicas. Pode sugerir que houve maior
reducdo do grau de cristalinidade das NLS de TB e TB-PLU quando comparadas
com as NLS de MB e MB-PLU. Isto pode indicar que o processo de sonicacao
possibilitou uma maior desestruturacdo da matriz lipidica, o que poderia indicar um
fator para possibilidade de maior encapsulacao do farmaco (SILVA, 2011).

Os dados de difracéo corroboram com os resultados obtidos por DSC quanto
a mudanca da cristalinidade dos componentes apos a obtencdo das NLS por

emulsificacdo seguida de ultrassonicacao.

5.4 - Eficiéncia de Encapsulacéao

A eficiencia de encapsulacdo (EE) é a porcentagem de farmaco que é
incorporada nas NLS em relacdo a quantidade total do farmaco colocada na
formulacdo. A fracdo livre do farmaco é a quantidade que ndo esta associada e
encapsulada nas NLS. Foram calculadas as EE das formulacfes com a variacdo da

concentragdo do farmaco, cujos resultados estdo mostrados nas tabelas 16 e 17.

Tabela 16 — Eficiéncia de encapsulacéo para as NLS de MB e MB-PLU.

Amostras Concentragéo Ciprofloxacino
2% 3% 4% 5%
NLS MB 56,01+1,17 64,82+2,00 65,15+0,41 66,54+0,40
NLS MB-PLU 51,61+0,08 62,12+2,23 66,18+0,50 68,16+0,72
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Tabela 17 — Eficiéncia de encapsulacdo para as NLS de TB e TB-PLU.

Amostras Concentracao Ciprofloxacino
2% 3% 4% 5%
NLS TB 62,41+0,60 75,27+0,46 79,68+0,10 85,00+0,32
NLS TB-PLU 74,36+0,99 77,01+1,41 89,06+0,20 89,99+0,31

Pode-se observar que a EE foi menor paras as NLS de MB e MB-PLU, o que
€ confirmado pela analise de difracdo de raio-X. As NLS de TB e TB-PLU tiveram
maior porcentagem na EE. Quanto a quantidade de farmaco € aumentada, o valor
da EE aumenta também.

Este resultado demonstra que todas as NLS tiveram um bom valor de EE,
pois foram usados lipideos que se estruturam de forma menos organizada, o que

estd de acordo com os estudos realizados por SOUTO et al., 2011.
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6 - CONCLUSAO

e As NLS desenvolvidas neste trabalho apresentaram resultados de diametro,
PDI e potencial zeta adequados para servirem como sistemas de liberacéo
por via intraocular, de forma que foram armazenados por periodo de 60 dias e
ndo houve grande mudanga em seus valores.

e As andlises por microscopia revelaram que as particulas possuem um formato
irregular (anisométrico), e pode-se verificar que as NLS MB tendem a um
formato mais proximo do esférico.

e As analises de DSC sugeriram que houve interacdo entre o farmaco e as
matrizes lipidicas, gerando estruturas menos organizadas.

e As analises por DRx demonstraram que principalmente as NLS de TB e TB-
PLU apresentaram aspecto menos cristalino quando comparadas com as
respectivas misturas-fisica. Isto pode indicar que o farmaco esta incorporado
a matriz lipidica.

e A EE demonstrou valores menores para as NLS MB e MB-PLU. Os melhores
resultados foram para as NLS TB e TB-PLU. Estes resultados podem estar
relacionados com o menor grau de cristalinidade em relacdo as NLS MB e
MB-PLU.

e A Utlizacdo do PLU pode ter contribuido para uma eficiéncia de
encapsulacdo melhor. Quando ele foi adicionado nas formulacbes de MB e

TB, houve um aumento na EE em relacdo nas formulacGes na auséncia dele.
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