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RESUMO - Nanoparticulas carreadoras de farmacos apresentam-se como um
método promissor para administracdo de medicamentos de forma segura com uma
liberacdo prolongada e sustentada. A nanoencapsulacdo de farmacos apresenta
meios de promover o aumento da biodisponibilidade do farmaco, a maximizacéao
de sua atividade in vivo e o alivio dos efeitos colaterais. Contudo, a encapsulacéo
de farmacos hidrofilicos com elevada eficiéncia de encapsulacdo ainda permanece
um desafio principalmente devido a forte tendéncia do farmaco em migrar para a
fase aquosa. Assim, este trabalho propGe a preparacdo de nanoparticulas lipidicas
solidas de acido estearico para encapsulacdo de farmacos hidrofilicos através de
uma nova estratégia de preparacdo ndo exigente de solventes organicos baseada
em uma adaptacdo das técnicas de dupla emulsificacdo e fusdo-emulsificacdo. Os
resultados obtidos mostram que é possivel obter dispersdes estaveis de
nanoparticulas com diametro médio entre 270 e 550 nm sendo o tipo e
concentracdo de surfactante e a concentracdo de lipidio os fatores que mais
exerceram influéncia sobre o tamanho final de particula. Analises de microscopia
de fluorescéncia, aliado a andlises de absorbancia por espectrofotometria UV-vis
sugerem que as nanoparticulas obtidas apresentam potencial aplicabilidade na
encapsulacdo de compostos hidrofilicos de baixa massa molar.

1. INTRODUCAO

Um namero crescente de trabalhos vem mostrando a potencial aplicabilidade de novos
sistemas nanoestruturados para encapsulacao e liberacdo sustentada de farmaco. Ainda que 0s
métodos convencionais de dosagem de farmacos (pilulas, injecbes, spray, etc.) tenham
eficacia comprovada, o direcionamento destes compostos para o sitio de acéo especifico ainda
é uma das principais limitacGes da industria farmacéutica e biotecnoldgica (PARVEEN et al.,
2012). De modo geral, quando administrado pelos métodos convencionais de terapéutica
farmacologica, apenas uma fracdo da dose do fa&rmaco é realmente aproveitada, geralmente
porque o medicamento foi removido do sistema antes de atingir seu alvo (UCHEGBU,
SCHATZLEIN, 2006). A encapsulacdo de farmacos em nanoparticulas poliméricas e lipidicas
solidas apresenta meios de contornar este obstaculo através de uma liberacdo prolongada e
protecdo contra degradacao prematura do fa&rmaco, promovendo o aumento da estabilidade do
farmaco e de sua biodisponibilidade (ALLEN; CULLIS, 2004; HATEFI; AMSDEN, 2002;
PANYAM; LABHASETWAR, 2003).
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Os métodos de obtencdo das nanoparticulas sdo varios e sua escolha reside no tipo de
material empregado e nas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco que devera ser
encapsulado. Substancias hidrofilicas e hidrofobicas podem ser encapsuladas em
nanoparticulas poliméricas e lipidicas, contudo, a encapsulagdo de farmacos hidrofilicos com
elevada eficiéncia ainda permanece um desafio, principalmente pela falta de afinidade entre o
farmaco e o polimero (ou lipidio), geralmente lipofilico, e pela tendéncia do farmaco em
migrar para a fase aquosa durante o processo de preparacdo, em especial aqueles de baixa
massa molar (ALMEIDA; SOUTO, 2007; LASSALLE; FERREIRA, 2007; MULLER et al.,
2000; RAO; GECKELER, 2011).

Baseada nos principios de duas técnicas bem estabelecidas para preparacdo de micro-
nanoparticulas lipidicas solidas, a fusdo-emulsificacdo e a dupla emulsificacdo, a técnica de
fusdo/dupla emulsificacdo tem demonstrado elevada eficacia na encapsulacdo de compostos
hidrofilicos de alta massa molar em microparticulas lipidicas (BODMEIER et al., 1992;
REITHMEIER et al., 2001), sendo bastante atrativa por sua formulacdo livre de solventes
organicos. Contudo, até onde vai o0 conhecimento deste grupo de pesquisa, a adaptacdo desta
técnica para preparacdo de particulas de tamanho submicrométrico e encapsulacdo de
compostos hidrofilicos de baixa massa molar ainda ndo foi estudada. Assim, o objetivo deste
trabalho foi explorar as variaveis de formulacdo da preparacdo de nanoparticulas lipidicas
solidas de acido esteérico através da técnica de fusdo/dupla emulsificacdo sobre a estabilidade
das miniemulsdes, distribuicdo de tamanho de particula e eficiéncia de encapsulacdo de
compostos hidrofilicos de baixa massa molar.

2. EXPERIMENTAL
2.1 Materiais

Foram utilizados 4cido estearico (Vetec, puro), Triglicerideos de Acido
Céprico/Caprilico (Crodamol GTCC, Alpha Quimica) como lipidios para preparacdo das
nanoparticulas lipidicas solidas. Como surfactante: Lecitina (Alfa Aesar), polioxietileno-20-
sorbitano monooleato (Tween 80, Vetec), sorbitano monooleato (Span 80, Oxiteno),
Poloxamer 407 (Pluronic F127, Sigma-Aldrich) e Polirricinoleato de Poliglicerol (PGPR,
Dhaymers). Como marcadores fluorescentes hidrofilico e hidrofébico foram utilizados
Sulfurodamina 101 (SR 101, Sigma-Aldrich) e 6-Coumarin (Sigma-Aldrich),
respectivamente. Todos os reagentes foram usados como recebidos e a &gua empregada como
fase continua foi destilada.

2.2 Preparacdo das Nanoparticulas Lipidicas Solidas

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) foram preparadas via técnica de fusdo/dupla
emulsificacdo de acordo com o procedimento descrito por Reithmeier et al. (2001) com
algumas modificagdes necessarias para obtencdo de particulas submicrométricas. Em seu
estudo, Reithmeier et al. (2001) utilizaram-se de agitacdo mecénica para obter microparticulas
lipidicas por fusdo/dupla emulsificagcdo. Assim, um dos principais ajustes necessarios para
obtencéo de particulas na escala nanométrica, foi a substituicdo da agitagdo mecéanica por um
processo de sonicagdo. Assim, a primeira emulsdo (dgua em 6leo) foi preparada a partir da
emulsificacdo de 0,2 — 0,6 mL de &gua destilada em 0,3 — 0,9 g de lipidio fundido a 72°C na
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presenca de um surfactante de baixo HLB com auxilio de uma sonda de ultrassom acoplada a
uma ponteira de 1/8°” durante 15 segundos sob amplitude de 45% (20 W). Em seguida, 6 mL
de uma solucéo aquosa de surfactante de alto HLB, a mesma temperatura do lipidio fundido,
foi adicionada a primeira emulsdo e sonicada durante 60 segundos em um regime de pulso de
15 s de sonicacgdo e 5 s de pausa, com amplitude de 45% (segunda emulsdo,agua em 6leo em
agua). Para promover a réapida solidificacdo do lipidio, a dupla emulsdo foi adicionada a 90
mL de agua destilada resfriada a 2°C sob agitacdo. Em alguns experimentos, foi utilizado uma
mistura de lipidios de &cido estedrico com Crodamol. Quando utilizado, o corante
fluorescente hidrofébico 6-coumarin (verde) foi previamente diluido em Crodamol e
adicionado a fase orgéanica antes da primeira etapa de sonicagcdo. O corante fluorescente
hidrofilico SR 101 (vermelho), por sua vez, foi diluido em agua destilada e a solucéo foi
adicionada como fase aquosa interna. A Tabela 1 mostra as formulacgGes basicas adotadas na
preparacdo das NLS de acido estedrico com diferentes tipos e concentracdes de surfactantes.

Tabela 1 - FormulagGes basicas das nanoparticulas lipidicas sélidas de &cido estearico
preparadas utilizando diferentes tipos e concentrac¢Oes de surfactante.

Amostra Eggzlélorl?co Fase Aquosa Surfactante Concentracao Surfactanie
@ Interna (ML) (1%)/(22 emuls&o) (9) (%)
Lec-T80-1/5 0,006/0,030 1/5
Lec-T80-1/10 " 0,006/0,060 1/10
Lec-T80-5/10 0.6 0.2 Lecitina/Tween 80 0,030/0.060 5/10
Lec-T80-10/10 0,060/0,060 10/10
Lec-Plu-1/5 0,006/0,030 1/5
Lec-Plu-1/10 0,6 0,2 Lecitina/ Pluronic F127  0,006/0,060 1/10
Lec-Plu-1/20 0,006/0,120 1/20
S80-T80-1/10 0,006/0,060 1/10
S80-T80-5/10 0,6 0,2 Span 80/Tween 80 0,030/0,060 5/10
S80-T80-10/10 0,060/0,060 10/10
PGPR-T80-1/10 0,006/0,060 1/10
PGPR-T80-5/10 0,6 0,2 PGPR/Tween 80 0,030/0,060 5/10
PGPR-T80-10/10 0,060/0,060 10/10

* (12 emuls&o)/(22 emulséo)
** porcentagem em massa de surfactante em relagdo ao lipidio (surfactante 1 (%)/surfactante 2(%))

O diametro médio (Dp) e indice de polidispersdo (PDI) das nanoparticulas foram
determinados através da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS - Zetasizer Nano
ZS 3600, Malvern Instruments). A morfologia das nanoparticulas foi determinada através da
técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET - JSM-1011, JEOL) utilizando
contraste negativo de acetato de uranila. A encapsulacdo dos marcadores fluorescentes foi
avaliada através da técnica de Microscopia de Fluorescéncia (microscopio epifluorescente
invertido Olympus, Bx41). As amostras foram observadas com lente objetiva de 100x e
utilizando os filtros vermelho (U-MGW?2) para o corante fluorescente SR 101 (Agps = 580 nm
e Xem = 600 nm) e verde (U-MWB2) para o corante fluorescente 6-coumarin (Aaps = 458 nm e
Xem = 505 nm). A eficiéncia de encapsulacdo (EE) do marcador fluorescente hidrofilico foi
determinada atraves de espectroscopia UV-vis (Micronal, AJX-1900), utilizando uma curva
de calibracdo como referéncia no comprimento de onde de 586 nm. A quantidade de corante
hidrofilico presente na fase aquosa da miniemulsao (corante ndo encapsulado) foi determinada
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pela ultrafiltracdo de 500uL de dispersdo de nanoparticulas em Amicon Ultra-0.5 (Millipore,
100KDa — 100.000 NMWL) a 13.400 rpm. Os célculos foram realizados levando em
consideracdo a quantidade total de corante adicionada a formulacao.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata ou mais, sendo apresentado a
média e o desvio padréo (DP) para os valores de Dp e PDI.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do tipo e concentracao de surfactante

Segundo Khoee e Yaghoobian (2009) e Pal (2007), a combinagdo de surfactantes
hidrofilicos e lipofilicos na preparacdo de nanoparticulas por dupla emulsificacdo é
importante do ponto de vista de estabilizagdo das nanoparticulas e de aumento da eficiéncia
de encapsulacdo de compostos hidrofilicos. Com isso em mente, quatro pares de surfactantes
foram utilizados: Lecitina e Tween 80, Lecitina e Pluronic F127, Span 80 e Tween 80 e PGPR
e Tween 80, sendo a lecitina anfotera e lipofilica, o Span 80 e o PGPR néo-ibnicos e
lipofilicos e o Tween 80 e Pluronic F127 ndo-i6nicos e hidrofilicos. Os resultados das
miniemulsdes preparadas utilizando as diferentes combinagbes e concentracGes de
surfactantes, bem como o acompanhamento da estabilidade das miniemulsdes ao longo de 60
dias, estdo apresentados na Figura 1. Em todos os experimentos foram utilizados 0,6 g de
acido esteérico, 0,2 mL de fase aquosa interna, 6,0 mL de fase aquosa externa e 90 mL de fase
aquosa de solidificagdo (2°C).
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Figura 1 - Efeito do tipo e concentracao de surfactante sobre Dp e PDI das nanoparticulas de
acido estearico (Média = DP, n>3) e estudo da estabilidade das miniemuls6es de NLS
estocadas a 4°C (Média = DP, n > 2). *Pelo menos uma das miniemulsdes apresentou

formacéo de precipitado.

E possivel observar que todos os sistemas analisados resultaram em particulas na escala
submicrométrica. As quatro combinacGes de surfactantes avaliadas apresentaram diferentes
eficiéncias de estabilizacdo e, consequentemente, diferentes tamanhos médios de particula e
indice de polidispersdo. Os menores didametros médios de particula foram obtidos quando
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utilizado o par Lecitina/Tween 80. Por outro lado, as maiores particulas foram obtidas quando
utilizado o par Span 80/Tween 80. A agregacdo das particulas e um subsequente aumento do
tamanho médio de particula foi observado em todas as amostras ao longo dos 60 dias do
estudo. Durante este periodo, algumas amostras perderam a estabilidade e houve a formacéo
de precipitado (representado com um asterisco (*) na Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.). Os resultados obtidos sugerem que, de maneira semelhante ao reportado na
literatura (BUMMER, 2004; KHERADMANDNIA et al., 2010), a combinacdo dos efeitos
estabilizantes estérico e eletrostatico garante uma melhor estabilizacdo da dispersdo e
minimiza a agregacgao das nanoparticulas.

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) das
nanoparticulas de A&cido estearico preparadas utilizando o par Lecitina/Tween 80 na
concentracdo de 1/10 estdo apresentadas na Figura . Apesar do recobrimento das amostras
com filme de carbono antes das anélises de MET, ndo foi possivel evitar a fusdo do lipidio
sob o feixe de elétrons, como pode ser observado na Figura , dificultando bastante a analise
acerca da morfologia da particula (nanoesfera ou nanocépsula). Durante as analises de MET
foi possivel observar um rapido aumento do tamanho de particula durante os primeiros
segundos da incidéncia do feixe de elétrons devido a fusdo do lipidio. A partir deste ponto, 0
tamanho de particula manteve-se estavel (ndo aumentou ou diminuiu) independentemente do
tempo de exposicdo ao feixe. Isto indica que o tamanho das particulas observadas nas
imagens da Figura 2 é ligeiramente maior do que o real, uma vez que foram registradas apés a
estabilizacdo do tamanho de particula. Ainda assim, a grande maioria das particulas
encontram-se na faixa de tamanho submicrométrica como indicado pelo anélise de DLS

Lectina/Tween na concentracao de 1/10.

0.5 um

E .

Figura 3 - Iagens de MET da modificacdo das nanoparticulas de &cido estearico com o
feixe de elétrons (80 kV).
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3.2. Efeito da concentracao de lipidio e do fator de Diluicédo/Solidificacdo

O efeito da concentracdo de lipidio e do volume da fase aquosa de Diluicdo/
Solidificacdo (agua destilada resfriada a 2°C) sobre o Dp e PDI das nanoparticulas lipidicas
de &cido estearico também foi avaliado. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Figura a
e 4b. Os experimentos foram realizados utilizando 6,0 mL de fase aquosa externa, 90 mL de
fase aquosa de diluicdo/solidificagdo (quando n&o mencionado de outra forma) e o par
Lecitina/Tween 80 na concentracdo de 1/10.
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Figura 4 - Efeito (a) da concentracdo de lipidio e (b) do volume da fase aquosa de Diluicao/
Solidificagéo sobre Dp e PDI das nanoparticulas de acido estearico (Média + DP, n>3).

Como era esperado, o aumento da concentracdo de lipidio resultou no aumento do
tamanho final de particula e em distribuicdes de tamanho de particula mais largas. E possivel
afirmar que o comportamento observado esta diretamente relacionado com o aumento do
volume da primeira emulsdo. Devido a um aumento da relacdo fase dispersa/fase continua,
houve um incremento dos mecanismos de degradacdo da segunda emulsdo e,
consequentemente, a um aumento do tamanho das NLS formadas.

O aumento do volume da fase aquosa de dilui¢do/solidificacdo de 30 para 120 mL, por
sua vez, ndo exerceu efeito significativo sobre o tamanho da particula e indice de
polidispersdao. No entanto, quando a solidificacdo do lipidio foi promovida sem diluicéo,
através de agitacdo sob temperatura reduzida (banho de gelo), um grande aumento de Dp e
PDI foi observado. O aparente mecanismo responsavel por este fendbmeno é o aumento da
proximidade entre as particulas recém-formadas e o maior tempo dado para as gotas
solidificarem, o que acabou favorecendo o processo de coalescéncia.

3.4. Eficiéncia de Encapsulacédo

Um dos grandes desafios da dupla emulsificacdo é a instabilidade termodindmica de
emulsdes inversas, principalmente na escala nanométrica. Em virtude da grande quantidade de
energia cedida ao sistema durante o0 processo de sonicagao, existe uma forte tendéncia a
ruptura das gotas de agua e quebra da primeira emulsdo durante o processo de obtengédo da
segunda emulsdo, o que acabaria levando a formacdo de uma emulsdo simples (nanoesferas)
ao invés de uma emulsao dupla (nanocapsulas com nucleo aquoso) e resultando em uma baixa
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eficiéncia de encapsulagéo.

A encapsulacdo de compostos hidrofilicos de baixa massa molar foi avaliada através da
encapsulacdo simultanea de dois marcadores fluorescentes: um hidrofilico (vermelho) e outro
hidrofobico (verde). As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia estdo apresentadas
na Figura . Para fins de controle foram preparadas nanoparticulas sem marcador e com ambos
os corantes encapsulados separadamente, e ndo foi encontrada nenhuma interferéncia (dados
ndo mostrados). Todos os experimentos foram realizados utilizando 0,6 g de lipidio (&cido
estearico + crodamol), 0,2 mL e 6,0 mL de fase aquosa interna e externa, respectivamente, 90
mL de solucdo aquosa de diluigé&o/solidificacdo e o par Lecitina/Tween 80 na concentracédo de
1/10. Devido a baixa magnificacdo alcancada pelo microscopio (aumento de 100x), apenas
ficaram visiveis as maiores particulas, com Dp > 1 um. As particulas menores, nanomeétricas,
apenas tornam-se visiveis através da manipulacdo das imagens (com auxilio de um software)
através do aumento da magnificacdo e do contraste (imagens em detalhe). Contudo, isto acaba
resultando na saturacao do vermelho, prejudicando a qualidade da imagem. A Figura 5 mostra
as mesmas particulas sob efeito de diferentes filtros: o vermelho, para o corante fluorescente
hidrofilico SR 101, e o verde, para o corante fluorescente lipofilico 6-coumarin. Pode-se
observar que as nanoparticulas que brilham em verde na primeira imagem, também brilham
em vermelho na segunda, indicando que houve a encapsulacdo do corante hidrofilico. A
determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo por espectrofotometria UV-vis mostrou que
aproximadamente 61% + 6.4 do corante hidrofilico adicionado a formulacéo foi encapsulado.

Figura 5 - Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de nanoparticulas lipidicas
preparadas com a incorporacdo simultanea do marcador hidrofilico (SR-101) e lipofilico (6-
coumarin). Na ordem: microscopia sem fluorescéncia, com fluorescéncia filtro verde e com

fluorescéncia filtro vermelho.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que é possivel obter nanoparticulas lipidicas solidas de
acido estearico com potencial aplicabilidade para encapsulacdo de farmacos hidrofilicos
utilizando a técnica de fusdo/dupla emulsificacdo na auséncia de solventes organicos. O
estudo da influéncia dos pardmetros de processo permitiu verificar que € possivel obter
dispersdes estaveis de nanoparticulas com diametro médio entre 270 e 550 nm através do
ajuste das formulagdes e condi¢des experimentais.
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