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PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND STABILITY OF THE POLYMERIC NANOPARTICLE SYSTEMS FOR
DRUG ADMINISTRATION. Polymeric nanoparticle systems such as nanocapsules and nanospheres present potential applications

for the administration of therapeutic molecules. The physico-chemical characteristics of nanoparticle suspensions are important
pre-requisites of the success of any dosage form development. The purpose of this review is to present the state of the art regarding
the physico-chemical characterization of these drug carriers, in terms of the particle size distribution, the morphology, the polymer
molecular weight, the surface charge, the drug content and the in vitro drug release profiles. Part of the review is devoted to the

description of the techniques to improve the stability of colloidal systems.
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INTRODUCAO

O controle da liberacdo de farmacos em sitios de acdo especifi-
cos, através da utilizacdo de vetores, capazes de permitir a otimizacio
da velocidade de cedéncia e do regime de dosagem das substincias,
tem sido uma drea de intensa pesquisa nos ultimos dez anos. Dentre
os vetores, incluem-se as microparticulas e os sistemas coloidais
(lipossomas e nanoparticulas). As nanoparticulas, constituidas por
polimeros biodegraddveis, tém atraido maior atencdo dos pesquisa-
dores em relag@o aos lipossomas, devido as suas potencialidades te-
rapéuticas, a maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e durante o
armazenamento'.

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de
farmacos que apresentam didmetro inferior a 1 pum. O termo nano-
particula inclui as nanocdpsulas e as nanoesferas, as quais diferem
entre si segundo a composicdo e organizacdo estrutural (Figura 1).
As nanocdpsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico dis-
posto ao redor de um ntcleo oleoso, podendo o farmaco estar dissol-
vido neste nicleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado,
as nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composi¢ao, sao
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Figura 1. Representagdo esquemdtica de nanocdpsulas e nanoesferas
poliméricas: a) farmaco dissolvido no niicleo oleoso das nanocdpsulas; b)
fdarmaco adsorvido a parede polimérica das nanocdpsulas; c) farmaco retido
na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso
molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas)
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formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar re-
tido ou adsorvido®*”.

Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando intimeras aplica-
¢des terapéuticas, sendo planejados, principalmente, para adminis-
tragdo parenteral, oral ou oftdlmica. Uma das dreas mais promisso-
ras na utilizacdo das nanoparticulas é a vetorizacdo de farmacos
anticancerigenos>®® e de antibidticos>*!?, principalmente através de
administragdo parenteral, almejando uma distribuicdo mais seletiva
dos mesmos e, assim, um aumento do indice terapéutico. Com rela-
¢do a administragdo oral de nanoparticulas, as pesquisas t€ém sido
direcionadas especialmente a: a) diminui¢do dos efeitos colaterais
de certos farmacos, destacando-se os antiinflamatodrios nao-esteréides
(diclofenaco!'2, indometacina'*'®), os quais causam freqiientemente
irritagdo a mucosa gastrintestinal e b) protecdo de farmacos
degradéveis no trato gastrintestinal, como peptideos'®!”, proteinas®'s
e/ou horménios", aumentando a biodisponibilidade dos mesmos.
Outro grande interesse nas nanoparticulas é sua administragdo oftél-
mica®?, visando o controle da liberacdo, o aumento da biodispo-
nibilidade ocular e/ou a diminui¢@o dos efeitos colaterais devido a
absorcdo sistémica de certos farmacos.

Existem varios métodos relatados na literatura para a prepara¢ao
de nanoparticulas poliméricas, os quais podem ser, de uma forma
geral, classificados em métodos baseados na polimerizacdo in situ
de mondmeros dispersos (cianoacrilato de alquila)** ou na precipi-
tagdo de polimeros pré-formados!'*33, tais como poli(4cido 14tico)
(PLA), poli(4cido lético-co-dcido glicdlico) (PLGA), poli(e-capro-
lactona) (PCL) e, ainda, os copolimeros do dcido metacrilico e de
um éster acrilico ou metacrilico. A Figura 2 apresenta as principais
etapas dos diferentes métodos de prepara¢do de nanoparticulas®-.
Independentemente do método de preparag@o os produtos sdo obti-
dos como suspensdes coloidais aquosas. Entretanto, durante o tem-
po de armazenamento, pode ocorrer a agregacdo das nanoparticulas
no meio, resultando na formagdo de precipitados®’*¥. Além disso,
problemas de estabilidade quimica do polimero ou das demais maté-
rias-primas, incluindo o firmaco, podem ocorrer***!. A conseqiién-
cia de uma estabilidade fisico-quimica limitada, em funcéo do tem-
po, constitui um obstdculo para a aplicabilidade industrial das sus-
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Figura 2. Métodos usuais, empregados na preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, baseados na utilizacdo de monémeros dispersos (A*; B*) ou
na precipitacdo de polimeros pré-formados (C*°)

pensdes aquosas de nanoparticulas. Neste sentido, o interesse pelo
desenvolvimento de formas farmac@uticas sélidas de nanoparticulas
¢ um ponto de convergéncia das pesquisas. Os problemas de estabi-
lidade limitada podem ser minimizados através da secagem das sus-
pensdes*>#. A sublimagéo (liofilizagdo) tem sido bastante utilizada
para a desidratacdo de sistemas coloidais, principalmente lipos-
somas**” e nanoesferas®*#“%8, empregando-se um crioprotetor ou
lioprotetor, geralmente um carboidrato, para evitar a agregacio das
particulas durante o congelamento das suspensdes. Recentemente, o
nosso grupo de pesquisa desenvolveu um método de secagem por
aspersdo (nebulizacdio) para a obtencdo de pds nebulizados conten-
do nanoparticulas poliméricas*-*°, utilizando como adjuvante o
dioxido de silicio (Aerosil 200%). Os produtos secos podem ser uti-
lizados na obtencdo de formas farmacéuticas sélidas, tais como cédp-
sulas e comprimidos, o que é interessante sob o ponto de vista tecnold-
gico e industrial.

Em funcdo de sua natureza coloidal, dificuldades técnicas sdo
encontradas na caracterizag@o fisico-quimica das nanoparticulas. A
caracteriza¢@o das suspensdes engloba a avaliacdo morfoldgica, a
distribuicdo de tamanho de particula, a distribuicdo de massa molar
do polimero, a determinacgdo do potencial zeta e do pH, a determina-
¢do da quantidade de farmaco associado as nanoestruturas, a cinética
de liberacdo do farmaco e, ainda, a avalia¢@o da estabilidade em fun-
¢do do tempo de armazenamento®2. O conjunto de informagdes
obtidas pela caracterizacdo destes sistemas pode conduzir a proposi-
¢3o de modelos que descrevam a organizacio das nanoparticulas em
nivel molecular, que sera dependente da composi¢io quali-quantita-
tiva das formulacdes.

Na literatura, estdo disponiveis alguns artigos de revisdo refe-
rentes a nanoparticulas, os quais sdo direcionados principalmente
aos diferentes métodos de preparacdo!>#382*53 e as potencialidades
teraputicas destes sistemas'>817523 Um artigo de revisdo consis-
tente sobre caracterizagdo de nanoparticulas foi publicado por
Maghenhein e Benita® e outros artigos de revisdo'*>> abordam al-
guns aspectos da caracterizagdo fisico-quimica, embora estes nao
sejam o foco principal dos mesmos. Desta forma, artigos de revisdo
atualizados, direcionados especificamente a caracterizagdo fisico-
quimica e, principalmente, voltados a proposi¢do das formas de as-
sociacdo de farmacos a nanocdpsulas e a nanoesferas poliméricas
ndo sdo encontrados na literatura.
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Este artigo tem como objetivo revisar as principais metodologias
empregadas para a caracterizagdo fisico-quimica de nanoparticulas
poliméricas, visando a compreensdo do comportamento fisico-qui-
mico destes sistemas. As proposicdes das formas de associacio e os
perfis de liberacdo do farmaco, a partir das estruturas coloidais
poliméricas, serdo enfocados. Além disto, também serdo abordados
estudos referentes a secagem das suspensdes de nanoparticulas, em-
pregando-se liofilizagdo ou nebulizacdo, como estratégia para au-
mentar a estabilidade fisico-quimica destes sistemas.

CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA
Avaliacdo morfolégica

As microscopias eletronicas de varredura®% (MEV) ou de trans-
missdo®*'%2 (MET) tém sido muito empregadas na obtencéo de in-
formagdes relativas a forma e ao tamanho das nanoparticulas. A MET
pode permitir também a diferenciagdo entre nanocdpsulas e
nanoesferas, possibilitando, inclusive, a determinagdo da espessura
da parede das nanocdpsulas®®. A técnica de criofratura também tem
sido empregada para auxiliar a andlise morfolégica destes siste-
maslo.ﬁ(},63,65-67.

Um trabalho que exemplifica a utilizacdo da MET, associada a
técnica de criofratura, é o realizado por Rollot e colaboradores®, o
qual demonstrou que nanoesferas apresentam forma esférica, com
estrutura polimérica sélida, ao passo que, as nanocdpsulas sdo for-
madas por um fino (cerca de 5 nm) inv6lucro polimérico ao redor do
nicleo oleoso. A utilizagdo de microscopia eletronica, também asso-
ciada a técnica de criofratura, permitiu evidenciar a organizag¢do
morfolégica de nanocdpsulas de poli(cianoacrilato de etila), nas quais
o0 dleo, um triacilglicerol (Miglyol 812°), estd circundado por uma
parede polimérica®.

Gouvender e colaboradores®, através de MET, mostraram que a
incorporacdo de quantidades baixas ou elevadas de farmaco ndo al-
terou a morfologia de nanoparticulas formadas por PLA-bloco-
poli(éxido de etileno). Santos-Magalhdes e colaboradores®, através
de MEYV, verificaram a presenga de uma segunda populagdo de parti-
culas, com cerca de 2 um de didmetro, em uma suspensio de
nanocdpsulas de PLGA, apds 3 meses da preparagdo, a qual apre-
sentava didmetro inicial de 180 + 52 nm.

Outra técnica que tem sido empregada para caracterizar a
morfologia de superficie das nanoparticulas é a microscopia de for-
ca atdbmica®’, a qual fornece informagdes com alta resolugdo em
trés dimensdes, em escala nanométrica, sendo capaz ainda de resol-
ver detalhes de superficie em nivel atomico’. Feng e colaborado-
res® empregaram esta técnica visando um estudo morfoldgico mais
detalhado de nanoesferas de PLGA, preparadas empregando-se di-
ferentes emulsificantes. Através do estudo, foi verificada uma topo-
grafia complexa na superficie das particulas e, mediante a andlise
seccional das amostras, foi revelada a presenca de pequenas cavida-
des e de poros.

Distribuicio de tamanho de particula

De uma forma geral, as nanoparticulas obtidas através de dife-
rentes métodos, apds a preparacdo, apresentam uma distribuicdo
unimodal, com um baixo indice de polidispersdo?’*’. Os métodos
usuais para a determinacdo da distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas consistem em espectroscopia de correlacio de fétons
e MEV ou MET*2. Dependendo da formulagio, podem ser verificadas
diferencas de tamanho de particulas conforme o método empregado
na sua determinag@o, uma vez que a microscopia eletronica fornece
uma imagem da particula isolada do meio, enquanto a espectroscopia
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de correlagdo de fotons possibilita a determinacao do raio
hidrodinamico das particulas em suspensio’.

Virios estudos!0233-57637678 (Tabela 1) tém sido desenvolvidos
para a avaliacdo dos principais fatores que afetam o didmetro das
particulas de sistemas nanoestruturados. Geralmente, as nanoparti-
culas, mesmo preparadas através de diferentes métodos, apresentam
didmetros médios entre 100 e 300 nm*"**7>#! 'no entanto, particulas
com didmetros em torno de 60 a 70 nm® ou mesmo inferiores a 50
nm podem ser obtidas”. A composi¢do quali-quantitativa®’ e o mé-
todo de prepara¢do das nanoparticulas sdo fatores determinantes do
diametro médio e da polidispersao das particulas. No caso das nano-
capsulas, um fator importante, que influencia o didmetro das parti-
culas, € a natureza do dleo utilizado como ntcleo. Os resultados sao
atribuidos as diferencas de viscosidade®, hidrofobicidade® ou ten-
sdo interfacial® das substincias empregadas.

Outra observacdo relevante é que a adi¢do de mondmero a
emulsido® (método de polimerizagdo interfacial) ou, ainda, a presen-
ca do polimero® (método de deposi¢do de polimero pré-formado)
podem conduzir a diminui¢do de tamanho de particula em relagdo a
emulsdo devido, provavelmente, a reducéo da energia livre interfacial
do sistema, no primeiro caso, ou mediante um efeito estabilizador
do polimero ao redor das goticulas, no segundo.

Empregando-se o método de polimerizagdo in situ, a presenca
do farmaco no meio pode alterar'® ou ndo”” o didmetro médio das
particulas, uma vez que esse, assim como o tipo de tensoativo em-
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pregado, podem interferir ou néo na sintese e deposicdo das cadeias
oligoméricas formadas™. A presenca do farmaco no meio reacional
influencia o processo de nucleacdo, conduzindo a particulas maiores
com ampla distribui¢do de tamanho'’. Em alguns estudos™!*"*78, quan-
do o farmaco foi adicionado apds o término da polimerizag@o, o
tamanho destas ndo foi alterado pela sua associacao. Utilizando-se o
método de precipitacdo de polimeros pré-formados, a presenca do
farmaco na fase orgénica, antes da precipita¢do do polimero em meio
aquoso, também pode” ou ndo* influenciar o didmetro médio de
particulas.

E importante mencionar que a tendéncia  agregacio e sedimen-
tacdo das nanoparticulas dispersas, em fun¢do do tempo, pode ser
monitorada pela determinagdo de mudangas na distribuicio de tama-
nho de particulas®»¥%.

Massa molar e distribuicio de massa molar do polimero

A determinag@o da distribui¢do de massa molar do polimero,
apos preparacdo, pode fornecer informagdes em relagdo a influéncia
de componentes da formulag@o sobre o processo de polimerizagio',
sobre a ocorréncia de reagdes quimicas entre o firmaco e o polimero”
e, ainda, sobre a degradagdo do polimero, em fungéo do tempo®. A
técnica comumente utilizada para a determinag@o da distribui¢ao de
massa molar do polimero € a cromatografia de exclusdo de tama-
nho®#3%4. Qutra técnica que pode ser empregada é o espalhamento

Tabela 1. Parametros que influenciam o didmetro médio de nanocépsulas e de nanoesferas preparadas através de diferentes métodos

Farmaco Polimero*  Método de preparacdo

Resultados Ref.

Mesilato de pefloxacino PECA

ou Ofloxacino

polimerizagdo
em emulsio

- a presenca do ofloxacino no meio de polimerizacio 10
aumentou o didmetro das NS em comparacéo as
formulag¢des sem farmaco, preparadas com

Triton X10°, Tween 80° ou Pluronic F68®

como tensoativos

a presenga do pefloxacino no meio de polimerizacdo
aumentou o didmetro das NS apenas no caso da

formulagéo preparada com Pluronic F68®

Metipranolol PCL precipitagdo de polimero
pré-formado

PIBCA polimerizagdo interfacial

para ambos os métodos, as NC preparadas 23
com Labrafil® apresentaram didmetro menor que as
preparadas com Miglyol 840° e a concentracdo

de dleo ndo influenciou o didmetro das particulas

Diclofenaco PLA precipitagdo de polimero
pré-formado

- PLA emulsifica¢do-difusdo

- PIBCA polimerizagdo interfacial

as concentragdes de dleo e de farmaco ndo 39
influenciaram o diametro das NC

aumento da concentracdo do polimero ocasionou 57
aumento do didmetro das NS - o aumento da

velocidade de agitacdo e aumento da concentragiao

do tensoativo ocasionaram redu¢@o do didmetro

das particulas

- didmetro das NC menor que o didmetro das 63
goticulas da nanoemulsdo correspondente

Cloridrato de betoxolol PIBCA

- PIBCA
PIHCA

polimerizag¢do em emulsdo

polimerizagdo em emulsdo

- adic@o do farmaco apds a formacdo das NS ndo 76
alterou o didmetro

- 0 aumento da concentracdo de HCI ou do 77

tensoativo diminuiu o didmetro das NS

aumento da concentracdo de mondmero

ocasionou o aumento do didmetro das NS

Sulfato de amicacina PIBCA

polimerizag¢do em emulsdo

- o aumento da concentra¢do do firmaco ocasionou 78
o aumento do didmetro das NS

*PIBCA: poli(cianoacrilato de iso-butila); PECA: poli(cianoacrilato de etila); PIHCA: poli(cianoacrilato de iso-hexila); PLA: poli(dcido

latico); PCL: poli(e-caprolactona); NC: nanocdpsulas; NS: nanoesferas.
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de luz estatico, mediante a andlise da intensidade de luz espalhada
pelas particulas'*®.

Através da comparacdo da distribuicdo de massa molar entre
nanoesferas de poli(cianoacrilato de iso-butila) contendo ou ndo
ampicilina, um antibiético B-lactdmico, ndo foram observadas mu-
dancas significativas neste parametro, ap6s a adi¢d@o do farmaco no
meio reacional, levando os autores a concluir que ndo houve interagdes
quimicas entre a ampicilina e a macromolécula em formagao”. Por
outro lado, Alonso e colaboradores™ verificaram que a presenga de
sulfato de amicacina, um antibidtico aminoglicosideo, no meio de
polimerizacdo, conduziu a obtencdo de cadeias de poli(cianoacrilato
de butila) com maior massa molar, em relagdo aquelas preparadas
sem o farmaco. Fresta e colaboradores!® verificaram que ofloxacino,
um antibiético fluorquinoldnico, funciona como um iniciador da
polimerizagdo, conduzindo a cadeias poliméricas com menor massa
molar, enquanto que o mesilato de pefloxacino foi capaz de levar a
formacao de cadeias poliméricas de maior massa molar, em relacdo
as particulas obtidas na auséncia destes farmacos.

Reich® verificou, através de estudos de distribuicdo de massa
molar, que a estabilidade quimica das nanoparticulas de PLA, em
fluidos gastrico e intestinal artificiais, foi dependente das caracteris-
ticas do polimero e do pH do meio. E, ainda, que a distribuicdo de
massa molar foi levemente influenciada pela presenca de enzimas e/
ou do tensoativo (poloxamer 188) adsorvido.

Potencial zeta

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas,
o qual € influenciado pelas mudangas na interface com o meio
dispersante, em razdo da dissocia¢do de grupos funcionais na super-
ficie da particula ou da adsorcdo de espécies iOnicas presentes no
meio aquoso de dispersido®®. Este parimetro é determinado utili-
zando-se técnicas de eletroforese’’#%.

Os fosfolipideos (lecitinas), os poloxamers (copolimeros dos
oxidos de etileno e de propileno) e os polimeros constituintes das
nanoparticulas sdo os principais componentes presentes nas formu-
lagdes capazes de influenciar o potencial zeta. Especialmente os po-
liésteres, como o PLA, e as lecitinas fornecem um potencial negati-
vo a interface, enquanto que, os poloxamers (tensoativos nao-idnicos)
tendem a reduzir o valor absoluto deste pardmetro®>. Em mdédulo,
um valor de potencial zeta relativamente alto é importante para uma
boa estabilidade fisico-quimica da suspensio coloidal, pois grandes
forgas repulsivas tendem a evitar a agregacdo em funcdo das colisdes
ocasionais de nanoparticulas adjacentes.

As caracteristicas de superficie das particulas também podem
alterar a resposta bioldgica do farmaco associado. Quando se admi-
nistram intravenosamente sistemas de nanoparticulas convencionais,
estes sdo rapidamente removidos da circulacido sanguinea pela acdo
de células do sistema fagocitirio mononuclear, dificultando a chega-
da do farmaco ao sitio de ag@o. Diferentes estratégias t€ém sido pro-
postas para modificar a distribui¢do in vivo das nanoparticulas, basea-
das principalmente na reducdo da hidrofobicidade da superficie das
particulas através da adsorcdo fisica de um polimero hidrofilico
[poli(etilenoglicol)]"#8%9,

Calvo e colaboradores®” prepararam nanoemulsdes ¢ nanocdp-
sulas de PCL, nas quais quitosana (um polissacarideo catidnico) foi
incorporada as formulacdes para fornecer potencial de superficie
positivo as particulas ({ = +37 mV a { = +61 mV), objetivando faci-
litar a intera¢@o destas com as membranas bioldgicas fosfolipidicas,
além de prevenir a desestabiliza¢do das nanoestruturas de poliéster
devido a adsor¢@o de cdtions e proteinas catidnicas presentes nos
fluidos bioldgicos.

A determinacdo do potencial zeta também pode ser ttil na
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elucidagdo do mecanismo de associagdo de farmacos as nanopar-
ticulas**’s. Um exemplo desta abordagem € o trabalho de Alonso e
colaboradores’™, em que o potencial zeta de nanoesferas de
poli(cianoacrilato de butila) foi determinado para se inferir sobre o
mecanismo pelo qual o formaco, sulfato de amicacina, e este polimero
interagem. Desta forma, foi verificado que, quando o farmaco foi
adicionado as nanoparticulas em quantidades crescentes, a reducao,
em moédulo, do potencial zeta foi concordante com o aumento da
taxa de associacdo do farmaco. Os autores sugeriram que ocorre uma
interagdo eletrostdtica entre o farmaco e o polimero.

Estudos comparativos entre nanocdpsulas, nanoesferas e
nanoemulsdo foram realizados para a proposi¢do de modelos descri-
tivos da organizagdo destas nanoparticulas. Calvo e colaboradores®
observaram os efeitos da composi¢do das diferentes formulagdes
sobre os valores do potencial zeta. Foi verificado que a presenca da
fase oleosa, nas nanocédpsulas e nanoemulsdes, conferiu a estas um
potencial zeta mais negativo ({ = -41,94 mV e = -42,32 mV, res-
pectivamente) em relagdo as nanoesferas (£ =-16,33 mV). Tendo em
vista a semelhanca dos resultados obtidos para nanocdpsulas e
nanoemulsdes, os autores sugeriram que a camada polimérica ao re-
dor das goticulas de 6leo seria um delgado filme polimérico. Com o
mesmo objetivo, Losa e colaboradores? determinaram valores de
potencial zeta similares para nanocdpsulas e nanoemulsdes, conclu-
indo que a camada polimérica ao redor das goticulas de 6leo poderia
ndo ser continua. Por outro lado, Mosqueira e colaboradores® nao
observaram alteracéio do valor do potencial zeta em fun¢do da natu-
reza do nicleo oleoso (triglicerideo dos dcidos cdprico e caprilico,
succinato de diglicerila dos 4cidos céprico e caprilico, dicaprilato/
dicaprato de propilenoglicol, oleato de etila, 6leo mineral, dodecano,
dleo de soja) utilizado para a preparacdo de nanocdpsulas de PLA,
concluindo que o 6leo deveria estar completamente encapsulado pelo
polimero. Além disto, sugeriram, através de comparagdes dos valo-
res de potencial zeta de diferentes formulagdes, que a lecitina, utili-
zada como tensoativo, poderia estar localizada na superficie externa
do polimero ou misturada com o filme polimérico ao redor do nu-
cleo oleoso.

pH das suspensoes

Informacdes relevantes sobre a estabilidade de suspensdes
nanoparticuladas podem ser obtidas mediante o monitoramento do
pH, em fun¢do do tempo. Por exemplo, a alteracdo do pH pode ser
indicio de degradac@o do polimero®*®. Em um trabalho realizado
por Calvo e colaboradores® foi verificada uma diminui¢ao da massa
molar da PCL em suspensdes de nanocédpsulas e de nanoesferas, apds
6 meses de armazenamento, com conseqiiente diminui¢do do pH
destas formulacdes.

No entanto, a diminui¢do dos valores de pH de suspensdes
coloidais poliméricas, em um curto periodo de tempo, pode ser
atribuida tanto a ionizacdo de grupos carboxilicos presentes no
polimero, quanto a hidrdlise, dependendo da hidrofobicidade do
poliéster. Suspensdes de nanoparticulas preparadas com PCL
apresentaram reducdo dos valores de pH, num periodo de 3,5 meses™’.
Este fato foi atribuido a exposi¢ao de maior niimero de grupos dcidos
carboxilicos terminais, em func¢do do tempo, promovida pela
relaxacdo das cadeias poliméricas. Em outro trabalho do nosso grupo
de pesquisa’, a diminuicdo do pH de suspensdes de nanocdpsulas
de poli(4cido metacrilico-co-metacrilato de metila) (Eudragit S90®),
monitorado durante os primeiros 45 dias apds a preparagdo, foi
também atribuida a dissociacdo dos grupos carboxilicos, presentes
como grupos pendentes no polimero, que, em fungdo do tempo, se
posicionam na interface particula/dgua devido a relaxagdo das cadeias
poliméricas.



Vol. 26, No. 5

Determinacao da taxa de associacao e da forma de associacio
do farmaco

A determinagiio da quantidade de farmaco associada as
nanoparticulas € especialmente complexa devido ao tamanho redu-
zido destas, que dificulta a separa¢@o da fracdo de farmaco livre da
fragdo associada'!. Uma técnica de separacdo bastante utilizada ¢ a
ultracentrifugacdo®762 na qual a concentragdo de fiarmaco livre,
presente na suspensdo, é determinada no sobrenadante, apds a
centrifugacdo. A concentragdo total de farmaco, por sua vez, é geral-
mente determinada pela completa dissolucio das nanoparticulas em
um solvente adequado. Por conseguinte, a concentracio de farmaco
associada as nanoestruturas ¢ calculada pela diferenca entre as con-
centracdes de farmaco total e livre. Outra técnica que também tem
sido empregada ¢é a ultrafiltracio-centrifugacdo®>*32 na qual uma
membrana (10 kDa) é empregada para separar parte da fase aquosa
dispersante da suspensdo coloidal. A concentrag@o livre do farmaco
¢ determinada no ultrafiltrado e a fracdo de farmaco associada as
nanoestruturas é calculada também pela subtra¢do das concentra-
¢oes total e livre.

A Tabela 2 exemplifica alguns valores de taxas de associagdo de
diversos farmacos?>37-39307787:9091.9394 9 nanocdpsulas ou a nanoesferas
preparadas com diferentes polimeros. De acordo com os estudos pu-
blicados, diversos fatores sdo capazes de influenciar a quantidade de
farmaco associada aos sistemas nanoestruturados, dentre os quais des-
tacam-se as caracteristicas fisico-quimicas do firmaco**, o pH do
meio” %% as caracteristicas da superficie das particulas ou a nature-
za do polimero'®, a quantidade de farmaco adicionada a formulacdo’, a
ordem de adi¢io do farmaco na formulagdo, ou seja, antes (incorpora-
¢éo) ou apds (incubagdo) a formagéo das nanoestruturas'®, a nature-
za do dleo utilizado® (no caso das nanocdpsulas) e o tipo de tensoativo
adsorvido a superficie polimérica’®.

Modificando-se as caracteristicas de superficie das particulas, é
possivel obter diferentes taxas de associacéio do farmaco por adsor¢ao,
para uma mesma concentracio inicial do mesmo. Este pardmetro €
provavelmente muito importante para determinar a capacidade de
prolongar o tempo de agéo do farmaco’. Portanto, é relevante deter-
minar a isoterma de adsor¢io de farmacos a superficie das
nanoparticulas, uma vez que a mesma fornece informacdes de como
o farmaco estd distribuido na superficie das particulas e, ainda, sobre
a capacidade de associa¢do do mesmo. Experimentalmente’, em uma
dada temperatura, diferentes quantidades de farmaco sdo adiciona-
das a um determinado volume de suspensdo. Apds estabelecido o
equilibrio, pela distribuicdo do firmaco entre a fase fluida e o
adsorvente (nanoparticulas), uma aliquota de cada mistura é
ultracentrifugada e a concentracdo do farmaco é determinada no
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sobrenadante. A isoterma de adsorcdo, que expressa a variacido da
concentragdo de equilibrio no adsorvente, é obtida plotando-se os
valores de concentragdo de equilibrio contra os valores de farmaco
adsorvido. Além disso, uma pequena variacdo nas quantidades
adsorvidas pode induzir a grandes diferencas no perfil de liberacio
do farmaco, principalmente para aqueles fracamente ligados as
nanoparticulas'*>¥7.

Em relagdo as nanoesferas, diferentes formas de associacdo do
farmaco sdo descritas, sendo relatado que este pode estar dissolvido ou
disperso dentro da matriz polimérica, ou ainda que pode estar adsorvido
ao polimero*®. No entanto, até o presente momento, ndo estd clara a
diferencga entre a adsor¢do do formaco a matriz polimérica e a sua dis-
persdo molecular na particula. Por outro lado, nas nanocapsulas, as quais
foram desenvolvidas para aumentar a eficiéncia de associagio de farmacos
lipofilicos, estes deveriam estar encapsulados pela membrana polimérica,
ou seja, dissolvidos no nticleo oleoso. Entretanto, alguns artigos relatam
a possibilidade da adsorcdo do farmaco a parede polimérica das
nanocdpsulas*>3>3%% Seoundo Fresta e colaboradores'’, os farmacos,
quando associados pelo processo de incorporacdo, estariam dissolvi-
dos, dispersos, adsorvidos ou quimicamente ligados a matriz polimérica.
Por outro lado, utilizando-se o método de incubacdo, dependendo da
natureza quimica do farmaco e do polimero, esse poderia estar adsorvido
as nanoestruturas’'.

Em vista disto, outro ponto que merece destaque, € a proposi¢ao
da forma de associacao do farmaco as nanoparticulas, a qual é bastan-
te complexa, uma vez que os métodos disponiveis apenas determinam
a concentracdo de farmaco associada aos sistemas, ou seja, ndo sao
capazes de diferenciar se o farmaco estd adsorvido ou retido na matriz
polimérica das nanoesferas, ou se estd dissolvido no 6leo das
nanocdpsulas e/ou adsorvido a parede polimérica. Neste contexto, os
pesquisadores tém feito inferéncias a respeito da associa¢do do farmaco
as nanoparticulas através de estudos comparativos de potencial zeta**’s,
de perfis de libera¢do®**, de distribui¢ao de massa molar do polimero”,
de estudos de adsorcdo e/ou de taxa de associacdo do farmaco as
nanoestruturas’!76%4951% oy ainda, através do uso de sondas fluores-
centes®. A Tabela 3 apresenta alguns exemplos de trabalhos nos quais
foram obtidas algumas informagdes a respeito da provavel forma de
associacdo de farmacos’?87791:9495.10 35 panoestruturas, incluindo
oligonucleotideos ou peptideos como a insulina.

Outro interessante trabalho, que objetivou a quantificacio de uma
fragdo de farmaco adsorvida a superficie das nanoparticulas, foi de-
senvolvido por Gref e colaboradores!'”'. Neste estudo, através da uti-
lizag¢do de espectroscopia eletrdnica para andlise quimica, foi possi-
vel determinar a quantidade de ciclosporina A, um imunossupressor,
presente na superficie de nanoparticulas de PLA (16%) e de PLA-
bloco-poli(etilenoglicol) (8%).

Tabela 2. Taxas de associa¢do de alguns farmacos a nanoparticulas poliméricas

Farmaco Polimero* Sistema Meétodo de analise Taxa de associagdo (%) Ref.
Indometacina PCL, PLA NC, NS ultrafiltracao 94-100 22,93
Diclofenaco PLA, PCL, NC, NS ultrafiltracio 100 37, 39, 50
Eudragit S90°®
Ciclosporina A PCL NS ultracentrifugacao 90-98 38
Ampicilina PIBCA NS ultracentrifugagdo 75 77
Diazepam PCL NC ultracentrifugacio 92-94 87
Pentamidina PLA NS ultrafiltracdo 48-75 90
Etionamida Eudragit S90°® NC, NS ultrafiltragdo 39-62 91
Insulina Quitosana NS ultracentrifugagao 87-96 94

*PIBCA: poli(cianoacrilato de iso-butila); PLA: poli(4cido latico); PCL: poli(e-caprolactona); NC: nanocdpsulas; NS: nanoesferas.
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Tabela 3. Forma de associac@o de diferentes farmacos a nanocapsulas ou a nanoesferas poliméricas

Farmaco Polimero* Método de preparagio Método de andlise Forma de associacdo Ref.
Hematoporfirina PIBCA polimeriza¢do em isotermas de adsorcio - adsorcdo do farmaco na 7
PIHCA emulsdo - ultracentrifugagao superficie das NS
Oligonucleotideo PIBCA polimerizagdo sonda fluorescente - dissolucd@o do farmaco no 28
interfacial nicleo aquoso das NC
Ampicilina PIBCA polimerizagdo em liberagdo - - retencdo do farmaco pela 77
emulsio ultracentrifugacio matriz polimérica das NS
Etionamida Eudragit precipitagdo de liberagdo - - interagdo eletrostdtica do 91
S90°® polimero pré-formado ultrafiltracdo farmaco com as NC e NS
Insulina Quitosana geleificac@o ionotrépica  incubag@o - liberacio - - interacdo eletrostdtica do 94
ultrafiltracao farmaco com as NS
Doxorrubicina PIBCA polimerizagao isotermas de adsorcdio - - forte adsor¢do do fadrmaco 95
em emulsdo centrifugacado nas NS
Oligonucleotideo MMA/EMA  polimerizacdo radicalar  incubacio - - interacdo do farmaco por 100
quantifica¢do pares idnicos com as NS

*PIBCA: poli(cianoacrilato de iso-butila); PIHCA: poli(cianoacrilato de iso-hexila); MMA/EMA: copolimero de metacrilato de metila e
metacrilato de monometilaminoetila; NC: nanocdpsulas; NS: nanoesferas.

Calorimetria exploratoria diferencial, difracdo de raios X e
espectroscopia no infravermelho

Outras técnicas empregadas para a determinagdo da forma de
associac@o do farmaco a nanoparticulas incluem a calorimetria
exploratdria diferencial, a difragdo de raios X e/ou a espectroscopia
no infravermelho. A seguir, serdo descritos alguns exemplos do em-
prego destas técnicas.

Os métodos termo-analiticos, tais como calorimetria exploratdria
diferencial (DSC), sdo de grande utilidade para a andlise de
polimeros'®, e tém sido utilizados também para investigar intera¢oes
entre os polimeros e os fairmacos em diversas formulagdes de
microesferas'® e nanoparticulas®”. Deste modo, informacdes tteis
podem ser obtidas a respeito da morfologia do polimero cristalino e
sobre o estado de dispersdo sélida ou molecular do fadrmaco associa-
do a estes sistemas poliméricos®"!, Andlises através de DSC tém
sido utilizadas também para estudar as interagcdes intermoleculares
entre farmacos e adjuvantes, sendo de grande utilidade em estudos
de pré-formulagdo, na medida em que podem ser obtidas informa-
cdes sobre potenciais incompatibilidades fisicas ou quimicas entre o
farmaco e os adjuvantes'®. Também ¢é possivel investigar reagdes
quimicas, como polimerizagdo, depolimerizagdo e degradagdo'™.

A caracterizagdo do estado fisico de indometacina associada a
nanocapsulas e a nanoesferas de PCL, realizada por DSC e difragdo
de raios X, indicou que o farmaco estd disperso molecularmente na
matriz polimérica®. Adicionalmente, através do uso de espectroscopia
no infravermelho, foi verificada a auséncia de reacdes quimicas en-
tre a indometacina e o polimero. Empregando-se DSC, raios X e
espectroscopia no infravermelho também foi verificado que o diclo-
fenaco sddico estaria disperso molecularmente em nanoestruturas
preparadas com uréia-formaldeido'®. Ainda, através de DSC e raios
X% foi verificado que um farmaco anti-hipertensivo diidropiridinico
estaria molecularmente disperso na matriz de nanoesferas, prepara-
das com PCL, PLA ou PLGA.

Além do emprego de DSC na elucida¢io da forma de associagio
dos farmacos as nanoestruturas, esta técnica também pode ser apli-
cada na obtencdo de informagdes a respeito da organizacdo de ou-
tros componentes das formulacdes nestes sistemas. Assim, andlises
por DSC'Y permitiram propor que o monoestearato de sorbitano,

um tensoativo, estaria dissolvido no nicleo oleoso (triglicerideo dos
dcidos céprico e caprilico) das nanocdpsulas de PCL. No caso das
nanoesferas, foi proposto um sistema bifédsico polimero-tensoativo,
onde o monoestearato de sorbitano estaria disperso na matriz poli-
mérica.

CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO DO FARMACO

Segundo Soppimath e colaboradores', a liberagdo dos farmacos
a partir de sistemas nanoparticulados poliméricos depende de dife-
rentes fatores: a) da dessor¢@o do farmaco da superficie das particu-
las; b) da difusao do farmaco através da matriz das nanoesferas; c)
da difusdo através da parede polimérica das nanocédpsulas; d) da ero-
sdo da matriz polimérica ou e) da combinacdo dos processos de difu-
sdo e erosdo. Métodos como a difusédo em sacos de didlise>* ¢ a
separagdo baseada na ultracentrifugagio”**!%!, na filtracéio a baixa
pressdo'® ou na ultrafiltragio-centrifugacdo®* tém sido utilizados
para este fim.

Li e colaboradores'” verificaram que a albumina, utilizada como
protefna modelo, associada a nanoparticulas de PLGA ou de PLGA-
bloco-poli(etilenoglicol) apresentou uma répida liberacdo inicial, a
qual pode estar relacionada com uma fracao da proteina adsorvida a
supertficie das particulas. Numa segunda etapa, o perfil de liberacio
apresentou forma sustentada, atribuida a difusdo da proteina através
da matriz polimérica e a erosdo desta. De forma semelhante, Fresta e
colaboradores'® verificaram uma liberagdo bifésica de mesilato de
pefloxacino ou ofloxacino a partir de nanoesferas de poli(cianoacrilato
de etila), com uma liberag@o rdpida inicial, seguida por uma fase de
liberagdo muito lenta, com uma cinética de primeira ordem. A velo-
cidade de liberagdo de cisplatina, um anticancerigeno, a qual tam-
bém apresentou-se bifdsica, foi afetada pela composi¢io das
nanoparticulas. A diminui¢do da razio PLGA/poli(etilenoglicol)
aumentou a velocidade de liberagdo do farmaco™.

Bapat e Boroujerdi® sugeriram que a libera¢do de doxorrubicina,
uma antraciclina antineopldsica, incorporada a nanoparticulas de
poli(cianoacrilato de iso-butila), pode ser controlada e dependente
da taxa de erosdo da particula. Em outro estudo, a cinética de libera-
¢do de doxorrubicina conjugada quimicamente ao grupo carboxilico
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terminal do PLGA, através de uma ligacao éster, foi sustentada, po-
dendo ser controlada pela massa molar do polimero®.

A liberag¢do de clonazepam, utilizado como farmaco modelo,
associado a nanoesferas, constituidas pelo tribloco PCL-bloco-
poli(etilenoglicol)-bloco-PCL seguiu aproximadamente uma cinética
de pseudo ordem zero'’. Quanto maior a massa molar do tribloco,
mais lenta foi a cinética de libera¢do do farmaco, sendo esta contro-
lada predominantemente por um mecanismo de difusdo do que pela
degradagdo do copolimero.

Em um trabalho realizado em nosso laboratério®', suspensdes de
nanocdpsulas ou de nanoesferas de Eudragit S90® contendo
etionamida, um tuberculostatico, preparadas pela adicdo do farmaco
antes (incorporagio) ou depois (incubac@o) da formacdo das
nanoparticulas, tiveram seus perfis de liberacdo avaliados para se
determinar o mecanismo de associagdo do farmaco aos coldides. Foi
observada a liberacdo rdpida e total do farmaco a partir das formula-
¢oes obtidas por incubacio e liberacio de 80% e de 90% a partir das
nanoparticulas preparadas por incorpora¢@o. Desta forma, esta com-
paracdo levou a proposi¢ao de que o farmaco estaria majoritaria-
mente adsorvido a superficie das particulas. Esta adsor¢@o seria de-
corréncia da formagdo de um sal entre o dcido conjugado da
etionamida e os anions carboxilatos do polimero.

Tendo em vista os estudos realizados, a cinética de liberacdo de
farmacos a partir de nanoesferas apresenta-se, geralmente, na forma
de uma exponencial (primeira ordem), provavelmente devido a difu-
sdo do farmaco da matriz polimérica para o meio e/ou a erosdo da
matriz polimérica, liberando o farmaco"'*!0810%111,

No caso das nanocdpsulas, o farmaco, teoricamente dissolvido
no ntcleo oleoso, seria liberado desta estrutura vesicular mediante a
sua difusdo através da parede polimérica, podendo apresentar cinética
de ordem zero'. Neste sentido, Fresta e colaboradores® verificaram
que os perfis de liberagdo de carbamazepina, etosuximida e fenitoina
(anticonvulsivantes), associadas a nanocdpsulas de poli(cianoacrilato
de etila), seguiram aproximadamente uma cinética de ordem zero.
Desta forma, o mecanismo de liberacdo destes farmacos corres-
ponderia, principalmente, a difusdo dos mesmos a partir do ntcleo
oleoso em dire¢@o a parede polimérica. Além disto, a rapida libera-
¢do inicial dos farmacos poderia, segundo os autores, ser atribuida a
uma pequena quantidade destes adsorvida a superficie das particu-
las. Watnasirichaikul e colaboradores'? também estimaram que a
cinética de liberacdo de insulina a partir de nanocdpsulas de
poli(cianoacrilato de etila) segue uma cinética de ordem zero.

Por outro lado, Calvo e colaboradores®, com base na similaridade
entre os perfis de liberag@o de indometacina, associada a nanocdpsulas
de PCL e a nanoemulsdo, sugeriram que a parede polimérica das
nanocdpsulas ndo influencia o processo de liberacdo, sendo este afeta-
do somente pela parti¢cdo do farmaco entre as goticulas de dleo e o
meio aquoso externo. Comparando estes resultados com o perfil de
liberag@o da indometacina a partir de nanoesferas, a rapida liberagdo
deste farmaco foi interpretada pelos autores como decorrente da difu-
sdo desta através da matriz polimérica. Losa e colaboradores®, estu-
dando a libera¢do de metipranolol, um B-bloqueador antiglaucoma, a
partir de nanocdpsulas e nanoemulsio, verificaram que ndo houve in-
fluéncia significativa da parede polimérica na liberagdo do farmaco,
sugerindo que o passo limitante do processo de liberacao do farmaco
¢ a partico do mesmo entre as fases oleosa e aquosa. Por outro lado,
Valero e colaboradores'"® verificaram diferengas significativas entre a
suspensdo de nanocdpsulas de poli(cianoacrilato de iso-butila) e a
emulsio controle, quanto aos perfis de liberacio da triancinolona, prin-
cipalmente durante as primeiras 10 h. Além disto, a liberacio de
triancinolona a partir das nanocdpsulas apresentou-se bifdsica, com
uma rapida liberacdo inicial, seguida por uma fase de liberagdo muito
lenta de primeira ordem.
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ESTABILIDADE DAS SUSPENSOES DE
NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As suspensdes coloidais normalmente ndo possuem tendéncia a
separacdo de fases, até alguns meses apds a preparacao, pois o pro-
cesso de sedimentagdo € lento para particulas submicrométricas, sendo
minimizado pelo movimento Browniano. No entanto, com o tempo,
pode ocorrer a aglomeracdo das particulas e, conseqiientemente, a
sedimentacdo. Vdrios fatores influenciam a estabilidade das suspen-
sdes coloidais como, por exemplo, a adsor¢do de moléculas ativas a
superficie das nanoparticulas e a presenca de tensoativos adsorvidos.
Além disto, a avaliacdo da estabilidade quimica dos polimeros for-
madores dos coléides, sob diferentes condigdes de armazenagem, é
de fundamental importancia®**>'. O tamanho de particula, o potencial
zeta, a distribuicdo da massa molar do polimero, o teor de farmaco e
o pH sdo geralmente os parametros fisico-quimicos que podem ser
utilizados para monitorar a estabilidade das suspensdes coloidais
poliméricas?*?33¢3%114 Poucos estudos referentes a estabilidade de
nanoparticulas contendo diferentes farmacos sao encontrados na li-
teratura®>*3738114115 (Tabela 4).

A aplicabilidade industrial de nanoparticulas dispersas em meio
aquoso pode ser limitada, devido aos problemas de baixa estabilida-
de fisico-quimica, em periodos de armazenamento prolongados. As
principais limitacdes sdo a agregacdo das particulas, a estabilidade
quimica do polimero, do farmaco ou de outras matérias-primas e,
ainda, a liberagdo prematura da substincia ativa®¥#5!. Além disto,
¢ importante enfatizar que formas farmacéuticas liquidas sdo pro-
pensas a proliferacdo microbiana, havendo a necessidade de adig¢do
de conservantes''®. Apesar disto, poucos trabalhos, relacionados a
suspensdes de nanoparticulas, tém se preocupado em avaliar a adi-
¢do de tais componentes as formulagdes!'7!'8,

Tendo em vista que estes problemas fisico-quimicos e micro-
bioldgicos possam ser retardados ou evitados através de uma operagao
de secagem®, vém crescendo o interesse pelo desenvolvimento de for-
mas farmacéuticas sélidas de nanoparticulas, ampliando as perspecti-
vas para a utilizacdo clinica destes sistemas carreadores de farma-
cog*3S0I07I0120 " A desidratagdo das suspensdes de nanoparticulas tem
sido realizada através das operacdes de sublimacdo (liofilizagdo)*!
ou de aspersdo (“spray-drying” ou nebuliza¢ao)™!”".

Liofilizados de nanoparticulas

A liofilizagdo consiste na remogdo da dgua (gelo) através de su-
blimagdo'?"'* e tem sido amplamente empregada para a secagem de
suspensoes de nanoesferas3$40418%124126 Enptretanto, no caso das sus-
pensdes de nanocdpsulas, poucos trabalhos, utilizando esta opera-
¢do, tém sido desenvolvidos®"#*127:128,

Este método foi empregado para a secagem de suspensdes de
nanocdpsulas, contendo indometacina, preparadas com PLA e
benzoato de benzila como nidcleo das vesiculas'?”!?. Entretanto, apds
a re-hidratacéo dos produtos liofilizados, armazenados a temperatu-
ra ambiente, mais de 50% do fadrmaco associado foi liberado. Giirsoy
e colaboradores'? atribuiram estes resultados a mudancas na estru-
tura da parede das nanocdpsulas, e Chasteigner e colaboradores'
sugeriram que, durante o estdgio de congelamento, as tensodes
provocadas pela cristalizagdo da dgua poderiam “quebrar” as nano-
capsulas, ocasionando a perda do contetido das mesmas para a fase
aquosa.

Em trabalho realizado pelo nosso grupo de pesquisa'®, experi-
mentos de inchamento/dissolu¢do mostraram que filmes poliméricos
de PCL ou de PLA foram rapidamente dissolvidos pelo benzoato de
benzila, sugerindo que, quando sdo empregadas estas matérias-pri-
mas, as nanoparticulas formadas seriam micelas e ndo nanocdpsulas.

129
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Quim. Nova

Tabela 4. Estudos de estabilidade de suspensdes de nanoparticulas poliméricas, em fungdo do tempo de armazenamento

Farmaco Polimero* Sistema Condig¢des de armazenagem Resultados Ref.
Indometacina PCL NC, NS t.a. 6 meses - taxa de associacdo inalterada 22
- diminuic¢do do pH
- discreta reducdo do potencial zeta (NC)
Metipranolol PIBCA NC 4 °C 3 meses - potencial zeta inalterado 23
PCL - aumento do didmetro médio
- diminuicdo da taxa de associa¢do
Diclofenaco PCL NC, NS t.a. 3,5 meses - reduc¢do do teor do farmaco 37
Eudragit S90°® - redugéo do pH
- precipita¢do
Ciclosporina A PCL NS 8725 °C 3 meses - taxa de associacdo inalterada 38
- ap6s 4 meses formacdo de agregados
Flurbiprofeno PCL NS 4/25/40 °C 6 meses - agregacdo apds 60 dias das 114
formulacdes de pH 2,67
- reducdo do pH e do teor de
farmaco ap6s 60 dias das
formulagdes de pH 7,0
Indometacina PCL PLA NC, NS t.a. / 50 °C 3 meses - discreta redu¢@o do teor do 115

farmaco a t.a.
- acentuada reducdo do teor do
farmaco a 50 °C

*PIBCA: poli(cianoacrilato de iso-butila); PCL: poli(e-caprolactona); PLA: poli(4cido latico); NC: nanocdpsulas; NS: nanoesferas; t.a.:

temperatura ambiente.

Portanto, as mudangas na estrutura da parede polimérica das
nanocdpsulas, propostas por Giirsoy e colaboradores'?, ocorreriam
antes da etapa de congelamento, devido a dissolu¢do do polimero
pelo benzoato de benzila e as tensdes provocadas pela cristalizagdo
da dgua, propostas por Chasteigner e colaboradores'”, ocorreriam
em estruturas micelares, ndo ocasionando a quebra de nanocdpsulas.
Conseqiientemente, a operacdo de liofilizacdo ndo pode ser rejeitada
para a secagem de suspensdes de nanocdpsulas, quando o 6leo ndo
dissolve o polimero e a estrutura das particulas corresponde a uma
vesicula.

A caracterizagdo dos liofilizados de nanoparticulas geralmente é
feita apds a ressuspensdo do produto em dgua e pode envolver a
observacdo visual do efeito Tyndall e da presenca de grumos, a de-
terminagdo do didmetro de particula, da taxa de associa¢do do farmaco
e do pHB40414887.124-126_ A1ém disto, alguns trabalhos empregam DSC*!
e microscopia eletrdnica® para caracterizar estes sistemas.

Em artigos recentes, t€ém sido relatado que a presenca de um
crioprotetor é fundamental para a desidratacdo de suspensdes de
nanoparticulas através de liofiliza¢@o. Os crioprotetores mais comuns,
citados na literatura sdo os carboidratos (glicose, sacarose, manitol,
frutose), sendo os mono- e dissacarideos os mais efetivos na manu-
tencdo das caracteristicas iniciais de tamanho das particu-
lag38404148.87.124-126 " Fgte efeito crioprotetor ou lioprotetor dos agtica-
res ¢ atribuido a formagdo de uma matriz amorfa ao redor das
nanoparticulas, promovendo um espagamento entre as mesmas, evi-
tando, assim, a agregacdo durante o congelamento, tornando-as
ressuspendiveis*! 5,

A selecao dos carboidratos mais adequados para atuarem como
crioprotetores, na liofilizagdo de nanoparticulas, tem sido feita pelo
indice de redispersdo, o qual é obtido pela relag@o entre os didmetros
médios de particula apds a ressuspensdo dos liofilizados e antes da
secagem. Para um adequado efeito protetor, geralmente, é necessa-
rio adicionar quantidades elevadas de carboidrato. O produto apre-
senta um aspecto de sélido aglomerado®®#0414887.124-126 " Cape ressal-

tar que, quando estas formulacdes sdo planejadas para a administra-
¢do parenteral, a manutencdo do tamanho médio das particulas ¢ um
fator critico.

Em um de nossos trabalhos®” foram obtidos pds liofilizados de
microparticulas contendo nanocdpsulas ou nanoesferas, destinados
a administragdo oral, empregando-se o diéxido de silicio coloidal
(3% m/v) como adjuvante. Andlises através de MEV dos pds liofili-
zados evidenciaram microparticulas ndo esféricas, as quais, em au-
mentos maiores, apresentaram-se nanorrevestidas (Figura 3). A ope-
ragdo de retirada da d4gua das suspensdes causa a formacao das micro-
particulas pela deposicdo das nanoparticulas orgénicas sobre as
nanoparticulas do diéxido de silicio.

Nebulizados de nanoparticulas

A operagdo de secagem por nebulizagdo consiste na passagem
da solucdo ou da suspensdo, através de um orificio atomizador, para
a camara de secagem sob a forma de goticulas, em co-corrente,
contracorrente ou fluxo misto de ar quente, que promove a rapida
secagem das goticulas. As particulas sélidas secas sdo, entdo, sepa-
radas e recolhidas, podendo apresentar-se sob a forma de pés finos,
granulados ou aglomerados'?!%°,

Freitas e Miiller'®! empregaram a nebulizagdo como uma alter-
nativa a liofilizacd@o, objetivando aumentar a estabilidade de
nanoparticulas formadas por lipideos sé6lidos, utilizando como
adjuvante carboidratos (manitol, lactose, trealose, sorbitol, glicose e
manose). Recentemente, nosso grupo de pesquisa® descreveu, pela
primeira vez, o uso da nebulizagio para a secagem de suspensoes de
nanoparticulas poliméricas, com intuito de implementar a estabili-
dade destes sistemas. Utilizando esta metodologia, a partir de sus-
pensdes aquosas de nanoparticulas pode-se obter produtos
pulverulentos. Esta caracteristica torna estes produtos interessantes
como intermedidrios no desenvolvimento de formas farmacéuticas
compartimentadas como cdpsulas e comprimidos®!1? de ampla
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Figura 3. Fotomicrografias: comparagdo do liofilizado da dispersdo aquosa do dioxido de silicio puro (a e b) com o liofilizado de nanocdpsulas de poli(e-

caprolactona) preparado na presenga de dioxido de silicio (c e d)

aplicagdo industrial. Os p6s nebulizados tém sido caracterizados atra-
vés de MEYV, da determinagdo do teor de farmaco, do rendimento da
nebulizagéo, da umidade residual'>*19712% " da liberagdo in vitro dos
farmacos associados’ e, ainda, mediante anélises através de DSC'?’.
Além da caracterizacéo fisico-quimica, estudos farmacocinéticos'? e
avaliacdo da tolerincia gastrintestinal'>">, em ratos, de antiinfla-
matorios ndo-esterdides associados a nanoparticulas nebulizadas, t€m
sido realizados. A MEV tem sido empregada para a observagdo de
nanoparticulas adsorvidas a superficie do adjuvante de secagem
(dioxido de silicio coloidal), ap6s a secagem das suspensodes através
de nebulizac@o (“spray-drying”)**1?":1° Foi possivel evidenciar a pre-
senca de microparticulas de diéxido de silicio revestidas por nano-
cépsulas, preparadas com PCL ou Eudragit S90® e Miglyol 810®
(6leo), cujos didmetros apresentavam-se semelhantes aos das parti-
culas em suspenséo aquosa, antes da secagem®. Por outro lado, para
p6s nebulizados de nanoesferas de PCL ndo foram observadas
nanoparticulas, com tamanho semelhante as suspensdes de origem,
adsorvidas a superficie do diéxido de silicio, sugerindo que a opera-
¢do de secagem por “spray-drying”’ causou uma altera¢do na organi-
zag@o das nanoesferas de PCL!"!'5, Estes estudos mostram a possi-
bilidade de preparac@o de forma controlada de pds microparticulados
nanorrevestidos®.

CONCLUSAO

A compreensdo do comportamento fisico-quimico das
nanoparticulas poliméricas é objeto de intimeras pesquisas, sendo
que as principais dificuldades encontradas, para a caracterizacio dos

mesmos, sdo conseqiiéncias do tamanho reduzido destas particulas.
A caracterizagdo fisico-quimica desses sistemas s6 € possivel medi-
ante a combinacdo de diversas técnicas de andlise. Um dos maiores
desafios, que ainda persiste, ¢ a elucidacdo da forma de associagio
dos farmacos a estas nanoparticulas, visando a otimizagdo da taxa de
associacdo e a compreensdo dos fatores que influenciam o perfil de
liberacdo dos farmacos. Entretanto, algumas generaliza¢des podem
ser assumidas com base na andlise dos resultados especificos, pro-
duzidos pela ampla gama de trabalhos publicados empregando dife-
rentes farmacos, composi¢ao de adjuvantes e tipos de sistemas
coloidais. Ainda que, de uma forma geral, as nanoparticulas polimé-
ricas apresentem uma distribui¢do unimodal com baixo indice de
polidispersido, seus didmetros médios podem ser fundamentalmente
dependentes da composi¢do quali-quantitativa dos sistemas, bem
como do método e condi¢des operacionais de preparacdo. Estes
mesmos fatores, somados a solubilidade e particdo do farmaco nos
sistemas, influenciam os teores e as taxas de associacdo. As formas
de associacdo dos farmacos dependem do tipo de intera¢des destes
com o polimero e o 6leo, no caso de nanocédpsulas, ndo sendo estri-
tamente dependente do coeficiente de particdo do farmaco entre a
fase oleosa e a aquosa. Quando interacdes i0nicas entre o farmaco e
o polimero podem se estabelecer, mesmo que o primeiro seja
lipofilico, a adsorcdo parece ser a forma de associacdo preferencial.
Diversos avancos tém sido alcancados, tanto no actimulo de infor-
macdes relativas aos fendmenos fisico-quimicos envolvidos, quanto
em relacdo ao desenvolvimento de formula¢des de nanoparticulas
mais estdveis, o que t&ém ampliado as perspectivas de emprego clini-
co destes sistemas.
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