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RESUMO

Nanocarreadores sao dispositivos nanométricos que podem ser compostos de
diferentes materiais biodegradaveis naturais ou sintéticos e até mesmo compostos
organometalicos. As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos e
outras moléculas ativas que apresentam tamanho compreendido entre 10 e 1000 nm. O
termo nanoparticulas € amplo e refere-se principalmente a dois tipos de estruturas,
nanoesferas (matriciais) e nanocapsulas (vesiculares). As principais caracteristicas
desejaveis para um anestésico local incluem longa duracdo de acdo e diminuicdo da
toxicidade sistémica. Uma alternativa que tem se mostrado capaz de promover estes efeitos
desejaveis é a liberagcao modificada de farmacos através da veiculacao destes em sistemas
carreadores. O desenvolvimento de novas formulagdes contendo nanoparticulas poliméricas
para liberacdo de farmacos envolve o preparo, caracterizacao fisico-quimica, avaliacdo da
estabilidade, determinacdo do perfil de liberacdo do farmaco carreado e avaliagdo da
toxicidade, sendo esta a proposta desse trabalho.

Na primeira etapa foram desenvolvidas trés formulagdes de nanocapsulas contendo
benzocaina preparadas com polimeros diferentes, sendo estas caracterizadas e comparadas
suas atividades anestésicas e citotoxicidade. Na segunda etapa foi avaliada a influéncia da
composi¢cao do nucleo oleoso das nanocépsulas na estabilidade fisico-quimica, eficiéncia de
associacao de benzocaina e perfil de liberagdo da mesma. Na terceira etapa deste trabalho,
foi realizado um planejamento experimental para escolha de parametros de preparo de
nanocapsulas contendo benzocaina. Neste planejamento experimental estudou-se a
influéncia de alguns fatores como: a concentracao de polimero, de 6leo e de tensoativos da
fase organica e aquosa nas propriedades das nanocapsulas. Foram obtidas nanocapsulas de
didmetro compreendido entre 100 e 300 nm, indice de polidispersdo abaixo de 0,2 e
potencial zeta menor que -30 mV. Propriedades fisico-quimicas das nanocapsulas
poliméricas foram avaliadas em funcdo do tempo, a fim de determinar a estabilidade das
formulacbes. Nenhuma das formulagcbes estudadas apresentou grandes alteracbes nas
propriedades em funcdo do tempo, sendo consideradas estaveis em um periodo de até 120
dias de armazenamento em temperatura ambiente. Os resultados obtidos mostraram que foi
possivel preparar sistemas carreadores para o anestésico local benzocaina sendo, desta

forma, obtidos bons sistemas carreadores com modificacdo no perfil de liberacdo da
XiX



benzocaina, melhora da atividade anestésica local e diminuicdo da citotoxicidade, desta

forma sendo uma alternativa para o tratamento da dor.

Palavras-chave: nanoparticulas poliméricas, nanocapsulas, poli (lactideo), poli (lactideo-co-

glicolideo), poli(e-caprolactona), anestésicos locais, benzocaina
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ABSTRACT

Nanocarriers are nanoscale devices that can be composed of different natural or
synthetic biodegradable materials and even organometallics. Nanoparticles are polymeric
carrier systems for drugs and other active molecules that have a size between 10 and 1000
nm. The term nanoparticle is broad and refers mainly to two types of structures, nanospheres
(matrix) and nanocapsules (vesicular). The main characteristics for a local anesthetic include
long duration of action and decreased systemic toxicity. One alternative that has been shown
to promote these desirable effects is the modified release drug delivery through the
placement of these systems in carriers.

The development of new formulations containing polymeric nanoparticles for drug
delivery involves the preparation, physicochemical characterization, stability evaluation,
determination of drug release profile of the drug carried and evaluation of toxicity, which is the
purpose of this study.

In the first stage were developed three formulations of nanocapsules containing
benzocaine prepared with different polymers which were characterized and compared its
anesthetic activity and cytotoxicity. In the second stage we evaluated the influence of the
composition of the oily core of nanocapsules in physical and chemical stability, efficiency of
association of benzocaine and release profile of the same. In the third stage of this study was
an experimental design to choice of parameters for the preparation of nanocapsules
containing benzocaine. In this experimental design studied the influence of some factors such
as a polymer concentration, oil and surfactant in organic and aqueous phase on properties of
nanocapsules. They were obtained of diameter between 100 and 300 nm, polydispersity
below 0.2 and zeta potential less than -30 mV. Physical-chemical properties of polymeric
nanocapsules were evaluated in function of time in order to determine the stability of the
formulations. None of the formulations showed significant changes in properties as a function
of time and is considered stable in a period of 120 days of storage at room temperature. The
results showed that it was possible to prepare carrier systems for the local anesthetic
benzocaine is thus obtained with good carrier systems change in release profile of
benzocaine, improvement of local anesthetic activity and decreased cytotoxicity, thus being

an alternative to treatment of pain.
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1. INTRODUCAO

1.1. Anestésicos locais

Os anestésicos locais (AL) sao farmacos com a capacidade de promover o bloqueio
reversivel da condugédo nervosa evitando ou aliviando o processo doloroso sem a perda da
consciéncia (COVINO & VASSALO, 1985; COLLINS, 1993; CATTERAL & MACKIE, 1996).
Essa propriedade € uma consequiéncia da inibicdo do processo de excitagao-conducao em
nervos periféricos, quando aplicados localmente em concentragdo adequada. O principal
mecanismo envolve sua interagdo em um ou mais sitios especificos nos canais de sddio
voltagem-dependentes presentes nas membranas neurais (RANG et al., 2004; FRACETO et
al., 2006).

E possivel também que os AL interfiram no processo de excitacdo da membrana
neuronal de uma ou mais maneiras: (a) alterando o potencial de repouso basico da
membrana, (b) alterando o potencial limiar (nivel de ativacédo), (c) diminuicao da velocidade
de despolarizacdo e (d) prolongando a velocidade de repolarizagago (MALAMED, 2001;
FRACETO et al., 2006).

Estudos recentes mostram que os AL interagem com os canais de sédio tanto na
forma ionizada quanto na forma n&o-ionizada e, assim, estabilizam o potencial da membrana,
bloqueando a conducédo nervosa (FRACETO et al., 2006; FRACETO et al., 2008).

A substancia que inaugurou a historia da anestesia local foi a cocaina, um alcal6ide
extraido de plantas andinas, a Erythroxylon coca (COVINO & VASSALO, 1985; SILVA,
2002). O primeiro relato que se tem sobre o uso clinico de cocaina foi em 1884 quando Carl
Kéller a utilizou como anestésico para cirurgia oftalmolégica (de ARAUJO et al., 2008; WILES
& NATHANSON, 2010).

O conhecimento do potencial da cocaina logo acompanhou sua aceitagdo como

anestésico local, mas a ocorréncia de efeitos toxicos e de mortes atribuidas a “cocainizagao”
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revelaram o baixo indice terapéutico da droga, descontinuando seu uso como anestésico
local (YAGIELA, 2000; COLLINS, 1993; RANG et al., 2004; WILES & NATHANSON, 2010)

A tentativa de diminuir o potencial téxico da cocaina levou ao desenvolvimento de
analogos sintéticos. Em 1890, Ritsert sintetizou o primeiro composto com propriedades
anestésicas locais: a benzocaina, um éster do acido benzdico, dando inicio a busca de novos
compostos com propriedades anestésicas (SILVA, 2002; RANG et al., 2004; de ARAUJO et
al., 2008).

A estrutura quimica dos AL apresenta duas principais caracteristicas: em sua maioria
sdo moléculas anfifilicas contendo um grupamento aromatico (regido hidrofobica), uma
cadeia intermediaria e grupamento amino (hidrofilica). Aqueles que possuem uma ligagao
éster entre o grupo aromatico e a cadeia intermediaria sao classificados como amino-ésteres
(procaina, oxibuprocaina, tetracaina, etc.), e os AL que possuem uma ligacdo amida entre
tais grupos sao classificados como amino-amidas (lidocaina, prilocaina, ropivacaina,
etidocaina, etc.) (COVINO & VASSALO, 1985; de JONG, 1994, MALAMED, 2001).

O perfil clinico dos AL pode ser determinado por trés caracteristicas: poténcia,
velocidade de inicio de acdo e duragdo da atividade anestésica. A propriedade que esta
relacionada a atividade anestésica e a poténcia € a lipossolubilidade. Varios estudos
mostraram que existe correlagdo entre o coeficiente de particio do AL e a concentracao
minima necessaria para o blogueio da conducao nervosa (COVINO, 1986; de JONG, 1994).
Porém é preciso salientar que a solubilidade em agua é essencial para o transporte do
farmaco até as fibras nervosas, enquanto a solubilidade lipidica é necesséaria para a
penetracdo na membrana sendo a existéncia de um balancgo entre essas duas propriedades
(carater anfifilico) um fator essencial para a atividade dos AL (GUPTA, 1991; de PAULA &
SCHREIER, 1995, 1996; de ARAUJO, 2005).

Os amino-ésteres sdo mais potentes, no entanto sofrem rapida metabolizacdo da
ligacao éster por enzimas esterases plasmaticas liberando metabdlitos toxicos limitando sua
utilizacdo e este fato impulsionou a busca por novos AL, levando a sintese das amino-
amidas. Desde a década de 70, amino-amidas sdo o0s anestésicos de escolha para uso

clinico, sendo a tendéncia mundial a de desenvolver amino-amidas mais potentes, pelo fato

2



Introducgao

de serem menos toxicas e mais resistentes a hidrélise quando comparadas aos amino-
ésteres (COVINO & VASSALO, 1985; de JONG, 1994, MALAMED, 2001; de ARAUJO et al.,
2008)

A hidrofobicidade aumenta a poténcia, duracéo de agéo e a toxicidade dos AL, pois a
associacao destes com as bicamadas lipidicas aumenta sua distribuicdo para os locais de
acao e reduz a metabolizacdo por esterases plasmaticas. Além disso, acredita-se que 0s
sitios de acdo de AL nos canais de sodio voltagem-dependente sejam hidrofébicos
favorecendo, assim, a interacdo dos AL mais hidrofébicos e das formas nao ionizadas dos
mesmos (GOODMAN & GILMAN, 1996; KNUDSEN et al., 1997; LI et al., 2002; de ARAUJO
et al., 2008).

Dentre os principais efeitos toxicos dos AL destacam-se a neurotoxicidade e a
cardiotoxicidade, que sao decorrentes de sua absorcdo sistémica apos administracido
regional, como resultado do aumento da concentracdo plasmatica que sobrevém quando a
absorcdo na circulacdo excede a taxa de eliminacdo, por exemplo, injecdo intravenosa
acidental ou pela absor¢cdo de grandes quantidades por meio das membranas mucosas ou
areas muito vascularizadas (RANG et al., 2004). A absorcao sistémica dos AL ¢é afetada pela
hidrofobicidade, pKa e taxa de ligacéo a proteinas plasmaticas (MCLURE & RUBIN, 2005).

1.1.1. Benzocaina

A benzocaina (etil 4-aminobenzoato), BZC, (Figura 1), derivado do &acido para-
aminobenzéico, € o mais antigo dos agentes anestésicos atualmente disponiveis do tipo
éster e diferentemente da maioria dos AL, ndo apresenta na sua extremidade terminal um
grupo amino ionizavel e ndo causa inibicdo concentracao-dependente dos canais de sodio
(de PAULA & SCHREIER, 1995, YAGIELA et al., 2000; FRACETO et al., 2006; de ARAUJO
et al., 2008; MELO et al., 2010).
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Por apresentar baixa solubilidade em agua (0,66 mg/mL), sua utilizagdo € limitada
para administracdo injetavel. Sua acao é rapida, porém de curta duracdo. A BZC é eficaz e
amplamente utilizada como anestésico topico para anestesia de superficie das membranas
mucosas, onde é absorvida e sofre metabolizagdo por esterases plasmaticas e hepaticas,
sendo em seguida eliminada pelos rins (COVINO & VASSALO, 1985; de JONG, 1994;
PINTO et al., 2000; SO & FARRINGTON, 2008; MORAES et al., 2009; MELO et al., 2010).

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura quimica da benzocaina.

A BZC é recomendada para tratamento de irritagbes e dores orofaringeas
provenientes de processos infecciosos como amidalite, faringite, laringite, gengivite e afta, e
também em procedimentos cirdrgicos menores, como pré anestésico em odontologia e para
diminuir a sensacao de irritagdo das gengivas durante o nascimento dos dentes em bebés
(SO & FARRINGTON, 2008).

Existem varias formas farmacéuticas para anestesia topica contendo BZC, mas sua
concentracao varia conforme o local de administracéo e finalidade (COVINO & VASSALO,
1985). Geralmente é comercializada em diversas formas farmacéuticas como pastilhas,

solucao oral spray e géis para uso odontolégico (SO & FARRINGTON, 2008).
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O principal efeito toxico proveniente do uso de BZC é a metahemoglobinemia
(GOODMAN & GILMAN, 1996; PINTO et al., 2000; BALICER & KITAI, 2004; SO &
FARRINGTON, 2008).

A hemoglobina, heteroproteina de massa molecular 64.500 Da, contém uma porcao
ndo-proteica, o heme, e uma fragdo de proteina, a globina. Trata-se de um tetramero
composto de quatro cadeias de globina e quatro grupamentos heme, que possuem um
atomo de ferro na forma reduzida (Fe?*) cada um. A hemoglobina é uma proteina bastante
abundante nas hemacias e é responsavel pelo transporte de oxigénio para o nivel celular
(KAMOUN et al., 2006). A metahemoglobinemia é conseqliente da oxidacao do atomo de
ferro presente na estrutura da hemoglobina (Fe?* para Fe®) e, desta forma, perde a

capacidade de ligar ao oxigénio de maneira reversivel (SO & FARRINGTON, 2008).

Em condi¢des normais, a metahemoglobina é convertida em hemoglobina pela acao
da enzima metahemoglobina redutase dependente de NADH. Desta forma, os pacientes que
apresentam deficiéncia desta enzima ou deste co-fator apresentam um risco maior de
desenvolver metahemoglobinemia principalmente se ocorrer uma exposicdo aos farmacos
que sao capazes de produzir este quadro clinico, como a BZC (SO & FARRINGTON, 2008).

Raramente este quadro ocorre em adultos, € mais comum em criangas, pois estas,
principalmente até os seis meses de idade, apresentam menor concentragdo das enzimas
capazes de converter a metahemoglobina em hemoglobina no organismo. O quadro clinico
da metahemoglobinemia é caracterizado por cianose, fadiga, taquicardia e em casos mais
graves pode produzir anemia (SO & FARRINGTON, 2008; CHUNG et al., 2010).

Ainda ndo estd bem elucidado o mecanismo de inducdo de formacédo de
metahemoglobina pela BZC, mas alguns estudos propuseram que a BZC provoca a oxidacao
da hemoglobina levando a formacao de metahemoglobina mais rapidamente que a reducao
de metahemoglobina em hemoglobina (NGUYEN et al., 2000). Outros estudos afirmaram que
a BZC é um oxidante indireto, de forma que em sua metabolizacdo ha producdo de um
radical livre que é capaz de oxidar a hemoglobina levando a formacdo de metahemoglobina
(WRIGHT et al., 1999).
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1.2. A nanobiotecnologia e os sistemas de liberacao de farmacos

Os sistemas de liberagdo de farmacos representam um desenvolvimento
relativamente novo, com o objetivo de prolongar e melhorar o controle da administracdo de
farmacos. Muitos estudos estdo sendo realizados neste setor com a finalidade de
desenvolver novas formulagcdes com vantagens frente as formulagdes convencionais. As
estratégias para veiculacdo de farmacos em sistemas de liberagdo incluem aplicacdes
importantes da nanotecnologia (RAWAT et al., 2006; ANTON et al., 2008; MISHRA et al.,
2010).

A nanobiotecnologia, conforme definido pelo National Nanotechnology Initiative (NNI),
€ o estudo e utilizagcdo de estruturas na faixa de tamanho de 1 a 1000 nm. O objetivo geral
da nanobiotecnologia é diagnosticar com precisdo e mais cedo possivel e tratar tdo eficaz
quanto possivel, sem qualquer efeito colateral (ASIYANBOLA & SOBOYEJO, 2008; MISHRA
etal., 2010)

Atualmente, a nanobiotecnologia emerge rapidamente como um setor de pesquisa
com potencial aplicacdo em diagndstico e em terapia, em que a vetorizacao de moléculas em
nanocarreadores pode levar a inimeras vantagens frente aos sistemas convencionais, como
capacidade em atravessar barreiras biolégicas, modulacdo da distribuicdo do farmaco e
diminuicdo da toxicidade, aumento do tempo de circulagdo de substancias labeis ou
rapidamente eliminadas veiculacdo de farmacos hidrofébicos promovendo sua solubilizacao,
entre outras (KREUTER, 2007; MORALES, 2007; MISHRA et al., 2010).

O desenvolvimento de nanocarreadores modernos € atualmente um dos principais
topicos na pesquisa farmacéutica para superar problemas comuns de farmacos pouco
soluveis em agua. Entre as diferentes abordagens, a nanoencapsulacdo tem atraido maior
atencao (PREETZ et al., 2008).

Nanocarreadores sao dispositivos nanométricos compostos de diferentes materiais
biodegradaveis naturais ou sintéticos e até mesmo compostos organometalicos.

Nanocarreadores, nas suas diversas formas (Figura 2), tém a possibilidade de fornecer
7
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infinitas oportunidades na area de liberacdo de farmacos e, portanto, estdo cada vez mais
sendo investigados para aproveitar o seu potencial. Nanocarreadores, devido a sua maior
area superficial, mostram melhoria da farmacocinética e biodistribuicdo de agentes
terapéuticos e, assim, sdo capazes de minimizar a toxicidade pelo seu acumulo preferencial
no sitio alvo (ALEXIS et al., 2008; MISHRA et al., 2010) Estes sdo capazes de melhorar a
solubilidade de compostos hidrofobicos e torna-las adequadas para administracao parenteral.
Além disso, aumentam a estabilidade de uma variedade de agentes terapéuticos, como
peptideos, oligonucleotideos (KOO et al., 2005; MISHRA et al., 2010). A utilizacdo de
materiais biodegradaveis minimiza as possibilidades de reacdes de hipersensibilidade dos
tecidos e proporciona boa biocompatibilidade (LOBENBERG, 2003; RAWAT et al., 2006;
MISHRA et al., 2010).
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(a) nanotubos (b) lipossomas (c) nanoparticulas lipidicas
solidas

e
A

{d) (i) nanoesferas (d) (ii) nanocapsulas (e) Micelas poliméricas

nanoparticula

Sitios cataliticos

(o) nanoparticulas funcionalizadas

(f) dendrimeros

Figura 2: Diferentes tipos de nanocarreadores. (a) nanotubos de carbono, (b) lipossomas de
fosfolipidios, (c) nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) de lipidios sélidos, (d) nanoparticulas
poliméricas (i) nanoesferas e (i) nanocapsulas, (e) micelas poliméricas, (f) dendrimero
formado pela polimerizacdo de varias unidades monoméricas, (g) nanoparticula
funcionalizada (adaptado de RAWAT et al., 2006).

1.2.1. Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas (NP) sdo carreadoras de farmacos ou outras moléculas
ativas que apresentam tamanho compreendido entre 10 e 1000 nm. O termo nanoparticulas

9
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aplicado a liberacao controlada de farmacos é amplo e refere-se principalmente a dois tipos
de estruturas, nanoesferas (NE) e nanocapsulas (NC). Denominam-se NE aqueles sistemas
em que o farmaco encontra-se homogeneamente disperso ou solubilizado no interior da
matriz polimérica. Desta forma obtém-se um sistema monolitico, onde ndo é possivel
identificar um nucleo diferenciado. As NC, ao contrario, constituem os sistemas do tipo
reservatérios, onde é possivel identificar um nucleo diferenciado, que pode ser sélido ou
liquido. Neste caso, o farmaco encontra-se envolvido por uma membrana polimérica,
isolando o nucleo do meio externo (SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003;
MOHANRAJ & CHEN, 2006; REIS et al., 2006; ANTON et al., 2008; MISHRA et al., 2010).

@

Farmaco
Encapsulado

PN

Farmaco

Polimero + 2 i i
Bl Nanoformulagoes Adsorvido na superficie

N /

_ Disperso
Nanoesfeh.o
Farmaco

Adsorvido na superficie

Figura 3: Tipos de nanoparticulas poliméricas biodegradaveis: De acordo com a organizagao
estrutural elas sdo classificadas como nanocapsulas e nanoesferas. As moléculas de
farmaco podem estar encapsuladas ou adsorvidas na superficie. (adaptado de KUMARI et
al., 2009)
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O desempenho in vivo das NP é influenciado por caracteristicas morfoldgicas,
superficie e peso molecular. A modificacdo da superficie das NP pode conferir propriedades
anti-adesivas que atuam como barreira estérica reduzindo o clearance por macréfagos do
figado promovendo a possibilidade de permeacao (SHENOY & AMIJI, 2005; KUMARI et al.,
2009).

Os farmacos sao liberados das NP a partir de mecanismos que envolvem a dessorcao
do farmaco da superficie, difusdo através da matriz ou parede polimérica, desintegracao,
dissolucdo e erosdo da matriz polimérica. (GOPFERICH, 1996; POLAKOVIC et al., 1999;
SONAJE et al., 2007).

O mecanismo de liberacdo pode ser modulado pela massa molecular do polimero
utilizado. Quanto maior for a massa molecular, mais lento sera o processo de liberacdo dos
farmacos (ZAMBAUX et al., 1999; KUMARI et al., 2009)

As vantagens da aplicacdo de NP como carreadores de farmacos incluem: a) o
tamanho e as caracteristicas podem ser facilmente manipulados e, por possuirem tamanho
pequeno, permitem a administragdo intravenosa, ao contrario de muitos outros sistemas
coloidais; b) controle e sustentacdo da liberacdo do farmaco no sitio de acao especifico,
aumentando a eficacia terapéutica e diminuindo os efeitos colaterais; c) controle da
degradacao e conseqlente liberacdo do farmaco podem ser modulados com a escolha dos
constituintes da matriz polimérica; d) os sitios especificos podem ser alcangados através da
modificacao da superficie de NP; e) administracao por diversas vias, incluindo oral, nasal,
parenteral, intra-ocular e tépica; f) boa estabilidade fisica, quimica e bioldgica, facil preparo e
boa reprodutibilidade (GOPFERICH, 1996; SINHA et al., 2004; MOHANRAJ & CHEN, 2006;
TORCHILIN, 2006; NAIR & LAURENCIN, 2007; KUMARI et al., 2009; MISHRA et al., 2010).

1.2.1.1. Materiais utilizados no preparo de nanoparticulas poliméricas

Basicamente as NP sdo constituidas de polimero, tensoativo, farmaco e o solvente
organico que € eliminado posteriormente. Dependendo da formulagdo, o 6leo pode ser
11
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incluido no processo de preparacao (nanocapsulas) (SCHAFFAZICK et al., 2003; KUMARI et
al., 2009; MORA-HUERTAS et al., 2010).

A preparacao de NP como carreadores de farmacos leva em consideragao algumas
restricoes fisico-quimicas e bioldégicas quanto aos polimeros utilizados. Polimeros
biocompativeis sdo materiais que podem ser administrados no organismo e quando em
contato com os tecidos ndao provocam qualquer reacao adversa. Os materiais biocompativeis
bem como seus produtos de degradacédo nao devem provocar resposta inflamatéria ou toxica
(NAIR & LAURENCIN, 2007). Ja polimeros biodegradaveis sdo materiais que em contato
com elementos do sistema biolégico, sofrem degradacido total ou parcial (DURAN et al.,
2006).

Varios polimeros podem ser utilizados no preparo de NP, porém, os poliésteres
alifaticos sdo os mais indicados para sistemas injetaveis, devido a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e pela facilidade em incorporar uma ampla
variedade de farmacos (PICOS et al., 2000; NAMPOOTHIRI et al., 2010).

Dentre os poliésteres alifaticos existentes, os polimeros mais utilizados sao o poli
(lactideo) (PLA), poli (lactideo-co-glicolideo) (PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL), poli
(hidroxivalerato) (PHV) e poli (hidroxibutirato) (PHB) (SCHAFFAZICK et al, 2003;
MORALES, 2007). Existem os polimeros naturais, como quitosana e alginato, que também
podem ser empregados no preparo de nanoparticulas (REIS et al., 2006). O acido latico
(acido 2-hidroxipropiénico) € um intermediario natural do metabolismo de carboidratos.
Possui uma versatilidade de aplicagao da industria alimenticia, farmacéutica, quimica e téxtil
(VICKRQOY, 1985; KUMARI et al, 2009). Por ser uma molécula quiral apresenta dois

isbmeros ativos, L e D.

A polimerizagdo desses mondmeros leva a formagdo de um polimero semicristalino,
porém a polimerizacdo da mistura racémica leva a formacdo de um polimero amorfo. O
poli(L-lactideo) (PLLA) € um polimero cristalino, com temperatura de transicao cristalina entre
50 e 80° C, temperatura de fusdo de 173-178° C, é mais resistente a hidrélise e apresenta
biodegradacdo mais lenta. Por sua vez, o poli(D,L-lactideo) (PDLLA) (Figura 4) é um
polimero amorfo com temperatura de transi¢cdo vitrea entre 55 e 60° C e apresenta
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biodegradacao rapida se comparado ao PLLA, sendo o mais indicado para utilizacdo em
sistemas de liberacao prolongada (NAIR & LAURENCIN, 2007; NAMPOOTHIRI et al., 2010).

O

CHs

1A

n

Figura 4: Estrutura quimica do polimero poli(lactideo) (PLA).

Para melhorar a qualidade e reduzir os custos de producao, o acido latico pode ser

polimerizado com outros mondmeros. A associacdo do PLA ao poli (glicolideo) PGA forma o

copolimero poli-lactideo-co-glicolideo (PLGA) (Figura 5). O PLGA tem aprovagdo do FDA

para uso clinico. Esta associacdo aumenta a hidrofobicidade e diminui a velocidade de

biodegradacao do polimero, além de seus produtos de degradacao nao afetarem as funcdes
celulares normais (KILIC et al., 2005; DURAN et al., 2006; NAMPOOTHIRI et al., 2010). A

estabilidade do copolimero é influenciada com a variagao nas proporgcées de PLA e PGA,

onde o poli(DL-lactideo-co-glicolideo) 50/50 apresenta estabilidade compreendida entre 1-2
meses, 75/25 entre 4 e 5 meses e 85/15 entre 5 e 6 meses (NAIR & LAURENCIN, 2007).
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Figura 5: Estrutura quimica do polimero poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA).
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O PCL (poli-e-caprolactona) (Figura 6) € um polimero semicristalino, soluvel em varios
solventes organicos com temperatura de fusdo baixa (entre 59 e 64° C) e temperatura de
transicdo vitrea em -60° C. A sua cristalinidade tende a diminuir com o aumento do peso
molecular. PCL é degradado pela hidrélise das ligacoes éster em condigdes fisioldgicas e por
isso surgiu interesse para sua utilizacido em sistemas de liberacdo de farmacos (KUMARI et
al., 2009; WOODRUFF & HUTMACHER, 2010). Apresenta degradacdo mais lenta se
comparado ao PLA, PGA e PLGA (SINHA et al., 2004; WOODRUFF & HUTMACHER, 2010).

O PCL pode ser misturado com outros polimeros para melhorar a resisténcia e
modular a taxa de liberacdo de farmacos a partir de sistemas micro e nanoestruturados
(WOODRUFF & HUTMACHER, 2010).

@)

n

Figura 6: Estrutura quimica do poli (e-caprolactona) (PCL).

Poliésteres alifaticos apresentam boa aplicabilidade, porém, eles podem ser
reconhecidos pelo organismo como corpos estranhos quando utilizados por via intravenosa e
podem ser rapidamente assimilados por acdo de macréfagos do sistema reticuloendotelial.
Para ser mantida na circulagdo, a superficie hidrofébica deve ser modificada, a fim de
impedir a fagocitose (AVGOUSTAKIS et al., 2003; DUAN et al., 2006; BREUNIG et al., 2007;
ESMAEILI et al. 2008; KUMARI et al., 2009). Para aumentar o tempo de circulacédo, as NP
podem ser revestidas com moléculas que fornecam uma camada hidrofilica de protecao tais
como polietilenoglicol (PEG) ou polivinilpirrolidona (PVP). Trata-se de polimeros hidrofilicos,
nao-ibnicos que tém sido demonstrados que apresentam excelente biocompatibilidade Esses
revestimentos fornecem uma nuvem dindmica de cadeias hidrofilicas e neutras na superficie
das NP, que repelem as proteinas plasmaticas (STORMA et al., 1995; TOBIO et al., 2000;
KUMARI et al., 2009).
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A escolha do éleo constituinte das NC considera alguns fatores tais como auséncia de
toxicidade, estabilidade fisico-quimica, incapacidade de solubilizar o polimero e alta afinidade
pelo farmaco. Os 6leos mais utilizados s&o triacilglicerdis de acido caprico/caprilico (Miglyol®,
Myritol®) devido & ampla gama de solubilidade de substancias ativas. Outros 6leos tém sido
utilizados com frequiéncia como benzoato de benzila, oleato de etila, &cido oléico, 6leo de
argan, 6leo de soja, etc. e tém fornecido bons resultados. Algumas propriedades do 6leo
utilizado no preparo, tais como densidade e viscosidade podem interferir em alguns
parametros fisico-quimicos das particulas (LIMAYEM et al., 2006; MORALES, 2007; MORA-
HUERTAS et al., 2010).

Os tensoativos sdo fundamentais para evitar agregacdo das NP apds o preparo e
durante o armazenamento por promoverem estabilizacdo fisica e/ou quimica das NP.
Segundo o equilibrio hidrofilico-lipofilico, os tensoativos podem ser classificados em
tensoativos de alta hidrofilia (hidrofilicos) ou de baixa hidrofilia (lipofilicos), sendo que para o
preparo de NP os tensoativos mais utilizados sdo os de alta hidrofilia ndo-ibnicos como os
polissorbatos, os poloxamers e os fosfolipidios. (BOUCHEMAL et al, 2004; MORA-
HUERTAS et al., 2010).

A escolha do solvente organico deve considerar, além da menor toxicidade, a
capacidade de solubilizar o farmaco e o polimero, j& que alguns métodos exigem utilizacdo
de solventes organicos misciveis em agua e outros nao (REIS et al., 2006). Na maioria dos
casos a acetona é o solvente de escolha. Outros solventes como o etanol pode ser escolhido
para dissolucao do éleo ou do farmaco (MORA-HUERTAS et al., 2010).

1.2.1.2. Métodos utilizados no preparo de nanoparticulas poliméricas

Existem varios métodos utilizados para a preparagdo de nanoparticulas poliméricas,
0s quais podem ser classificados em métodos baseados na polimerizagdo in situ de
mondmeros dispersos ou na precipitacdo de polimeros pré-formados (SOPPIMATH et al.,
2001; SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al., 2006; MORALES, 2007; MISHRA et al.,
2010).
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Os métodos de polimerizagao in situ envolvem formagao do polimero no momento da
preparacao das NP e sao obtidos por polimerizacdo em emulséo ou polimerizacao interfacial,
porém apresenta muitas limitagdes como solventes organicos téxicos e a dificuldade de
purificacdo, levando a presenca de moléculas residuais téxicas (monémeros) decorrentes da
polimerizacao deficiente. Devido a estas limitagcdes foram propostos o uso de polimeros pré-
formados para o preparo de NP e estes sdo os mais utilizados atualmente (REIS et al.,
2006).

Os métodos baseados em polimeros pré-formados mais utilizados sao:
nanoprecipitacdo, deposi¢édo interfacial de polimero pré-formado, emulsificacdo/ difusdo do
solvente, emulsificagdo/ coacervacao, dupla emulsificagdo, salting-out e revestimento do
polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al., 2006; MISHRA et al., 2010; MORA-
HUERTAS et al., 2010).

O método de nanoprecipitacdo, relatado por Fessi e colaboradores (1988), descreve

que a fase organica constituida de solvente organico miscivel em agua ou uma mistura
destes, contendo o farmaco e o polimero é adicionada, sob agitacdo moderada, a fase
aquosa contendo o tensoativo e finalmente o solvente orgénico € removido por evaporacao
(FESSI et al, 1988). As nanocapsulas sao obtidas por modificacdo do método de

nanoprecipitagdo, chamado de método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado,

adicionando-se um 6leo e um tensoativo de baixa hidrofilia na fase organica (FESSI et al.,
1989).

As NP sao obtidas como uma suspensao coloidal formada quando a fase organica é
adicionada lentamente a fase aquosa. Com base na teoria de Sugimoto, ha indicacées que o
processo de formacdo das NP compreende trés etapas: nucleagcdo, crescimento e
agregacao. A eficiéncia de cada etapa determina o tamanho da particula e a forca motriz
desses fendbmenos é a supersaturacao, que é definida como a relacao entre a concentracao
do polimero sobre a solubilidade deste no solvente (SUGIMOTO, 1987; LINCE et al., 2008;
MORA-HUERTAS et al., 2010).

Por outro lado, Quintanar-Guerrero e colaboradores (1996) explicaram a formacao de
NP através do efeito Gibbs-Marangoni, onde ha diferencas na tensao superficial. Um liquido

com alta tensado superficial (fase aquosa) movimenta mais fortemente o liquido ao redor do
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que outro com baixa tensao superficial (fase organica). Essa diferenca entre as tensdes
superficiais faz com que haja turbuléncia levando a formacao continua de redemoinhos de
solvente na interface. O solvente organico se dispersa através da fase aquosa transportando
as cadeias poliméricas formando goticulas que se agregam espontaneamente como NP
devido a difusdo continua do solvente na fase aquosa (QUINTANAR-GUERRERO et al.,
1996; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004; DERAKHSHANDEH et al., 2007; MORA-
HUERTAS et al., 2010).

As NC sao obtidas pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado,
mas durante a difusdo da fase organica (contendo polimero e éleo) através da fase aquosa,
uma emulsificagdo ocorre espontaneamente quando nanogoticulas de 6leo sdo formadas e
em volta ha deposicdo do polimero, gerando uma estrutura vesicular (QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1996; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Esses métodos (nanoprecipitacdo e deposicao interfacial de polimero pré-formado)
sdo vantajosos, pois ndo requerem homogeneizacdo de alta energia, sao relativamente

faceis, rapidos e facilmente escalonaveis (BUDHIAN et al., 2007).

O método de emulsificacao/ difusdo do solvente requer trés fases: organica, aquosa e

diluicdo. Este método se baseia na formacado inicial de uma emulsdo 6leo em agua
preparada a partir de uma fase orgéanica contendo o polimero, o farmaco e o tensoativo em
um solvente parcialmente miscivel em agua, e de uma solucdo aquosa contendo agente
estabilizante. O solvente organico deve ser saturado com agua para garantir o equilibrio
termodinamico. A fase organica é emulsionada sob agitacao vigorosa na fase aquosa. Apods
formacao de emulsao primaria o solvente organico é difundido para a fase aquosa externa
pela adicdo de excesso de agua (diluicdo), conduzindo a precipitagdo do polimero, formado
NP (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; MORALES, 2007; MORA-HUERTAS et al,
2010).

O mecanismo de formacédo das NP é baseado na teoria de que cada gota de emulsao
produz particulas e que estas sao formadas pela combinag¢édo da precipitagcdo do polimero e
fendbmenos interfaciais durante a difusao do solvente. Em conseqgliéncia o solvente transporta
moléculas para a fase aquosa formando regides supersaturadas a partir do qual novos

agregados poliméricos (ndo dissolvidos totalmente) sdo formados e estabilizados por meio
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do agente estabilizante que impede a coalescéncia e formacdo de aglomerados maiores
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; MOINARD-CHECOT et al., 2008; MORA-HUERTAS
et al., 2010).

Este método exige uma homogeneizacao de alta energia (sonicador de ponta ou ultra-
turrax®) sendo que o tamanho da particula pode ser controlado pela velocidade e tempo de
agitacao ou sonicacao (REIS et al., 2006; BUDHIAN et al., 2007).

O método de salting-out € baseado no fenbmeno no qual a solubilidade de um nao-
eletrélito em agua é diminuida com a adicdo de um eletrdlito. E uma modificagdo do método
de emulsificagado/ difusédo do solvente, onde a fase aquosa apresenta adicionalmente cloreto
de sodio ou magnésio. Neste método o agente estabilizante é dissolvido em uma solucéo
aquosa contendo o eletrélito formando um gel viscoso. Posteriormente o polimero e o
farmaco sao dissolvidos em um solvente organico. A adicdo deste gel viscoso na fase
organica sob agitacdo continua provoca separagao do solvente organico levando a formacéao
das NP. Esse método leva a alta eficiéncia de incorporacdo de farmacos, pois a adicéo de
sal favorece a saturacdo da fase aquosa e o farmaco tende a associar com a NP
(ALLEMANN et al., 1992; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004; MISHRA et al., 2010).

O método de dupla emulsificacdo consiste na formagao de duas emulsdes que sao

geralmente preparadas em um processo de emulsificacdo em duas etapas usando dois
tensoativos: um hidrofébico destinado a estabilizar a interface da agua /éleo da emulséo
interna e um hidrofilico para estabilizar a interface externa das gotas de 6leo para emulsdes
agua/dleo/agua. A emulsao primaria € formada com a utilizagao de ultra-som e o tensoativo
hidrofébico estabiliza a interface agua/éleo da fase interna. A emulsdo secundaria também é
formada com ultra-som e a dispersao de NP é estabilizada pela adicdo de outro tensoativo
(hidrofilico). Finalmente o solvente é removido por evaporacdo (ALLEMANN et al., 1992;
MCCARRON et al., 2006; GRIGORIEV & MILLER, 2009; MORA-HUERTAS et al., 2010).

O método de emulsificacdo/ coacervacao é apresentado como estratégia para preparo

de NP a partir de polimeros naturais hidrofilicos como o alginato e a gelatina. O processo
envolve a formagcao de uma emulséo 6leo/agua onde a fase orgénica € composta de farmaco
e solvente e a fase aquosa € composta por polimero, agente estabilizante e 4gua. A emulsao

pode ser formada através da utilizacdo de ultra-som ou agitacdo mecénica. Em seguida o
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processo de coacervacao é realizado pela adicao de eletrélitos (LERTSUTTIWONG et al.,
2008), adicao de um solvente ndo miscivel em agua ou agente desidratante (KRAUSE &
ROHDEWALD, 1985) ou alteracdo de temperatura (LUTTER et al., 2008). Finalmente, o
processo de coacervacao € complementado com medidas adicionais para formacdo de
reticulos que torna possivel a obtencao das NP (MORA-HUERTAS et al., 2010).

A formacdo das NP se da durante a fase coacervacdo, onde ha precipitacdo do
polimero da fase de emulsao continua para formacao de uma pelicula que se aglomera em
NP e séo estabilizadas ligacdes covalentes, que podem ser alcangadas por alteracdo de pH
ou temperatura ou adicdo de um agente capaz de realizar ligagdes cruzadas (MORA-
HUERTAS et al., 2010).

O método de revestimento polimérico € utilizado para deposi¢cao de uma fina camada

polimérica na superficie de NP previamente formadas. Isto pode ser conseguido por
adsorcédo do polimero em NP nao revestidas quando incubadas com uma solucéo polimérica
sob agitacdo. Da mesma forma, essa camada polimérica pode ser adicionada durante a fase
final dos métodos citados anteriormente (CALVO et al., 1997; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Conforme as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco é possivel a escolha do
método de preparo que levara a uma associagao eficiente e estabilidade satisfatoria. O
método escolhido deve minimizar a perda de farmaco e garantir sua atividade farmacolégica.
Além disso, passos pds-preparacdo como a avaliagdo da estabilidade deve ser sempre
investigada (MORAES et al., 2009).

1.2.2. Anestésicos locais e sistemas de liberagcao modificada

As caracteristicas desejaveis para um AL incluem longa duragéao de acao, seletividade
para o bloqueio sensorial e diminuigcdo da toxicidade sistémica (KUZMA et al., 1997; de
ARAUJO et al., 2003; FRACETO et al., 2006). Uma alternativa que tem se mostrado capaz
de promover estes efeitos desejaveis € a liberacdo modificada destes farmacos através da
veiculacdo em sistemas de liberacdo. Estes sistemas tém como objetivo promover uma
liberacao lenta e continuada, diminuindo a toxicidade proveniente de uma absorcao sistémica
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apos administracdo regional (SIMONETTI & ANDRADE, 1996; KUZMA et al., 1997; de
ARAUJO et al., 2003). De fato os sistemas de liberagcdo de farmacos sdo capazes de
compartimentalizar a substancia ativa e direciona-la a sitios ativos especificos, além de
poder controlar a velocidade de liberacdo, sem alterar a estrutura quimica da molécula
transportada (OLIVEIRA et al., 2004).

A liberagdo modificada de anestésicos locais tem sido muito estudada na literatura,
onde sao utilizados varios tipos de sistemas carreadores, dentre eles destacam-se as
ciclodextrinas (DOLLO et al, 1996; IRIE & UEKAMA, 1997; KUZMA et al., 1997;
LOFTOSSON & MASSON, 2001; OLIVEIRA et al., 2004; PINTO et al., 2005; de ARAUJO et
al., 2006; MORAES et al, 2007a; MORAES et al., 2007b; MORAES et al., 2007c; de
ARAUJO et al., 2008), os lipossomas (LEGUEVELLO et al., 1993; GRANT et al., 2001, 2002;
de ARAUJO et al., 2004, 2008; CEREDA et al., 2004, 2006, 2008; COLOMBO et al., 2005;
ROSE et al., KRANZ et al., 2008; HOLGADO et al., 2008) e associacdao com sistemas
poliméricos micro e nanoestruturados (GORNER et al., 1999; GOVENDER et al., 1999, 2000;
POLAKOVIC et al., 1999; GRILLO et al., 2009; MORAES et al., 2009, 2010; MELO et al,,
2010).

As NP tém sido estudadas como carreadores de AL, uma vez que muitos farmacos
pertencentes a esta classe possuem baixa solubilidade aquosa (dentre outras
caracteristicas) e desta forma podem ser favorecidas pelo encapsulamento em NP,

principalmente as nanocapsulas.

Desta forma, o desenvolvimento de formulacées de NP para veiculacdo de AL como a
BZC tem se mostrado promissor uma vez que € de grande interesse para a Industria

Farmacéutica. Sendo assim, € evidente que existe aplicabilidade para inovagao neste setor.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Este trabalho teve como objetivo desenvolver (preparar e caracterizar) sistemas de
liberagcdo modificada para o anestésico local benzocaina, utilizando para isso nanocapsulas
poliméricas com a finalidade de melhorar as propriedades farmacolégicas deste anestésico

local, objetivando uma futura aplicacao clinica, por via infiltrativa.

2.2. Especificos

- Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica de quantificacdo de BZC por
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia);

- Avaliacdo da influéncia da composicdo do nucleo oleoso nas propriedades fisico-
quimicas das NC contendo BZC;

- Otimizagao das melhores condicdes de preparo das NC poliméricas contendo
anestésico local BZC;

- Caracterizacao e avaliacdo da estabilidade fisico-quimica (pH, distribuicao de
tamanho, potencial zeta) das NC contendo BZC em funcao do tempo;

- Determinacéo da eficiéncia de incorporagcao da BZC nas NC poliméricas;

- Avaliacdo do perfil cinético de liberacdo da BZC em presenca e auséncia das NC

poliméricas;

- Efeito das NC poliméricas contendo BZC na viabilidade de fibroblastos Balb-c 3T3;
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- Avaliacdo da atividade anestésica in vivo das formulacbées de NC poliméricas
contendo BZC através de comparacdo dos bloqueios sensorial e motor do nervo ciatico
induzido pelo AL em camundongos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

e  Benzocaina (grau de pureza 98%) - Sigma®

o Poli-(DL-lactideo-co-glicolideo) (PLGA) 50:50, 45.000 — 75.000 Da — Sigma®
e  Poli-(L-lactideo) (PLA) 50.000 — 67.000 Da - Sigma®

o Poli-(¢-caprolactona) (PCL) 65.000 Da - Sigma®

e  Polissorbato 80 (Tween® 80) - Sigma®

e Monoestearato de sorbitano (Span® 60) - Sigma®

e  Trigliceridios de &cidos caprico e caprilico (Myritol® 318) - Cognis®

o Oleato de decila (Cetiol® V) - (Cognis®)

o Miristato de isopropila (Cognis®)

e Oleo mineral USP (Cognis®)

e Acetona (grau espectroscépico analitico) - Merck®

o Etanol (grau espectroscopico analitico) - Merck®

e  Metanol (grau HPLC) — JT Baker®

o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazdlio (MTT) - Sigma®
®  Meio de cultura DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium) - Nutricell®
o Dispositivos de ultrafiltracdo de celulose regenerada de 30 kDa - Millipore®
e  Agitador magnético - Tecnal®

e  Microcentrifuga - MiniStar®

o Evaporador rotativo AL 390 - American Lab®

e  Bomba avacuo A12 - Symbol®

e  Potencidmetro - Tecnal®

e Analisador de particulas Zetasizer Nano ZS 90 — Malvern®

J Agitador orbital de placas Kline 151 - Cientec®
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e Incubadora de CO, - Laboven®
o Fluxo laminar
o Leitor de placas MS - Labsystems Multiskan®

J Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Varian® Pro Star

o Bomba PS 210 solvent delivery module - Varian®

o Detector UV-Vis PS 210 - Varian®

o Coluna cromatografica Varian® Cg fase reversa, 5u 110A, 250 x 4,60mm
o Injetor manual

o Software Galaxie Workstation

3.2. Animais

Durante a realizacdo deste trabalho foram utilizados camundongos albinos Swiss
adultos, machos e com peso variando entre 30-35g. Os animais, provenientes do CEMIB
(Centro de Bioterismo da Unicamp), foram submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com
agua e alimentagdo ad libitum, temperatura ambiente monitorada a 22 + 3°C, alojados
coletivamente (5 animais por gaiola) e aclimatados ao local de experimentacdo por pelo
menos 7 dias.

Todos os experimentos encontravam-se de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), tendo sido aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA)-IB Unicamp (protocolo
n® 1785-1).
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3.3. Metodologia

3.3.1. Desenvolvimento da metodologia analitica de quantificacao da benzocaina

em nanocapsulas poliméricas

A quantificagdo da BZC presente nas nanocapsulas poliméricas foi realizada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando-se um equipamento de Varian®
Pro Star.

A CLAE é um tipo de cromatografia liquida que emprega colunas empacotadas com
materiais especialmente preparados e uma fase mével, eluida sob altas pressbdes. A
separacao dos componentes ocorre de acordo com a natureza da fase estacionaria e fase

movel (CIOLA, 1998; JARDIM et al., 2007).

A fase movel sai da coluna e passa por um sistema detector, onde séo registradas
alterac6es de alguma propriedade fisica especifica, que é convertida num sinal elétrico que é
registrado e através de uma interface com computador é convertido em um cromatograma
(CIOLA, 1998).

Quando se varia a natureza dos grupos funcionais da fase estacionaria, diferentes
tipos de seletividade podem ser obtidos. Estes grupos podem ser de natureza polar,
chamados de fase normal, ou de natureza apolar, que representam as fases reversas. O
principio da técnica de CLAE de fase reversa consiste na separacao dos compostos com
base em interagdes hidrofébicas entre o composto a ser analisado, a fase estacionaria
(apolar) e a fase movel (menos apolar), sendo a particdo, o principal mecanismo envolvido
(JARDIM et al., 2007).

No inicio do desenvolvimento da metodologia analitica por CLAE para quantificagao
da BZC, ajustou-se as condicbes cromatograficas para obtencdo de um pico simétrico
correspondente a BZC (GRILLO et al.,, 2009). As condi¢cdes cromatograficas utilizadas
durante todo processo de desenvolvimento e validagdo do método estao descritas na Tabela
1.
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Tabela 1: Condicdes analiticas para determinacao de teor de BZC em NC poliméricas.

Amostra Benzocaina em agua Milli-Q

Fase moével Metanol / Agua Milli-Q (60:40, v/v)

Volume de injecao | 20 uL

Fluxo 0,8 mL/min

Temperatura Ambiente (25°C)

Detector (A) Ultravioleta (UV), A = 285nm

Coluna Varian Microsorb, Cis fase reversa, 5y 110A, 250 x
cromatografica 4,60mm

3.3.2. Validacao da metodologia analitica de quantificacdo de BZC

A metodologia analitica para quantificacdo de BZC foi validada segundo parametros
estabelecidos pela International Conference on the Harmonization of Technical Requirements
for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 1996) e Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003).

A validacdo tem como objetivo a diminuicdo e controle dos fatores que levam a
imprecisdo ou inexatiddo de um dado gerado. A validacdo deve garantir que 0 método
atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando confiabilidade dos resultados.
Os parametros envolvidos na validacdo de metodologia analitica sdo especificidade,
linearidade, intervalo, precisao, sensibilidade, limite de quantificacdo e deteccao e exatidao,
adequados a analise (BRASIL, 2003).
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3.3.2.1. Especificidade

A especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacao e componentes da matriz (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

A especificidade do método analitico para quantificagédo de BZC foi avaliada a partir de
injecdes do veiculo utilizado para o preparo das NC sem adicao do anestésico BZC.

3.3.2.2. Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela
analise de, no minimo, 5 concentracdes diferentes e o critério minimo aceitavel do coeficiente
de correlagéao (r) deve ser = 0,99 (ICH, 1996; BRASIL, 2003). A linearidade do método foi
determinada a partir de trés curvas analiticas realizadas em trés dias diferentes, sendo um
total de nove curvas com seis concentragdes compreendidas entre 5 e 100 pg/mL de BZC

diluida em agua.
3.3.2.3. Intervalo

O intervalo especificado € a faixa entre os limites de quantificagdo superior e inferior
de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método. E estabelecido pela confirmagdo de que o método
apresenta exatidao, precisao e linearidade adequada quando aplicados a amostras contendo
quantidades de substancias dentro do intervalo especificado (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

3.3.2.4. Precisao

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A repetibilidade (precisao
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intra-corrida) é a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com
0 mesmo analista e mesma instrumentacéo. A precisao intermediaria (precisao inter-corridas)
€ a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes
(BRASIL, 2003).

A precisdao de um método analitico pode ser expressa como o0 desvio padrdao ou
desvio padrdo relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de medidas. A precisao foi
avaliada a partir do célculo de desvio padréo relativo (DPR) (Equacéo 1).

DP
CMD

DPR = %100 (1)

onde, DP é o desvio padrdao e CMD, a concentracdo média determinada. O valor
maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a
concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se
admitindo valores superiores a 5% (BRASIL, 2003).

3.3.2.5. Limites de deteccao e quantificacao

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as condicdes
experimentais estabelecidas. O limite de deteccdo é estabelecido por meio da analise de
solugcbes de concentragcdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel
detectavel. Limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condigcdes experimentais
estabelecidas. A estimativa do limite de deteccao (LD) e quantificacao (LQ) foram realizadas
a partir de dados obtidos com as regressoées lineares das curvas analiticas aplicados as
Equacodes 2 e 3, respectivamente (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

_ DPx3
IC

LD

28



Materiais e Métodos

_ DPx10 (3)

L
Q IC

onde, DP é o desvio padrao do intercepto com o eixo y e IC é a inclinacao da curva analitica

média.
3.3.2.6. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. A exatiddo do método deve ser
determinada apds o estabelecimento da linearidade e da especificidade do mesmo, sendo
verificada a partir de, no minimo, nove determinagdes contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, trés concentracdes, baixa, média e alta, com trés réplicas cada. A
exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentragcdo tedrica correspondente, segundo a Equacdo 4
(BRASIL, 2003).

MD

Exatidao= ¢ T x100 (4)

onde, CT é a concentracéao tedrica.

3.3.3. Preparo das nanocapsulas polimeéricas contendo benzocaina

A preparacao das NC foi realizada segundo o método de deposicao interfacial do
polimero pré-formado, descrito inicialmente por Fessi et al. (1989), (Figura 7). Este método
envolve a mistura de uma fase organica em outra aquosa. A fase organica constituiu-se do
polimero, solvente orgéanico (acetona), monoestearato de sorbitano, 6leo e BZC. A fase

aquosa foi composta de polissorbato 80 e de agua deionizada. Ap6s dissolucao dos
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componentes de ambas as fases, a fase orgéanica foi inserida, lentamente, sob a fase aquosa
com o auxilio de um funil. A suspenséao resultante foi mantida sob agitacdo por 10 minutos e
em seguida o solvente orgéanico foi eliminado e a suspenséao foi concentrada até o volume

final de 10 mL, com o auxilio de um evaporador rotativo (FESSI et al., 1989).

7 Fase
/ .,/ organica
e ) |
Fase Y
aquosa Fr—— T T
\\‘ = |l‘ E ‘? f ll‘ )

7 b
uy

Figura 7: Representacdo esquematica do método de deposicao interfacial do polimero pré-

formado.

3.3.4. Coeficiente de particao da benzocaina em diferentes dleos

3.3.4.1. Principio do método

A propriedade fisica mais importante que afeta a atividade bioldgica de substancias é
a sua lipofilicidade ou hidrofobicidade. Hansch & Fujita (1964) desenvolveram uma medida
da lipofilicidade expressa como o logaritmo da relacdo de particdo octanol-agua (log P) e, em
seguida, correlacionou o log P, com a atividade biolégica (HANSCH & FUJITA, 1964).
Desde aquela época muitos sistemas foram desenvolvidos para estimar a lipofilicidade. A
lipofilicidade, expressa pelo logaritmo do coeficiente de particdo P, € um parametro molecular
descrevendo o equilibrio da distribuicdo das moléculas de solutos entre agua e varios

solventes organicos. A medida mais comum de log P é o log P, 0 logaritmo da razao de
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particdo do composto entre octanol e agua. Os valores de log P, sdo de grande importancia
no estudo dos fenbmenos farmacolégicos (HANSCH & LEO, 1995; DONOVAN &
PESCATORE, 2002).

O nucleo das NC poliméricas € composto por éleos escolhidos tendo como critério a
maior possibilidade de solubilizagao do farmaco, auséncia de toxicidade e de degradacao do
polimero (LIMAYEN et al., 2006).

Alguns trabalhos na literatura relatam que a porcentagem de encapsulamento esta
relacionada com a solubilidade do farmaco no nucleo oleoso (LOSA, et al. 1993; FRESTA, et
al. 1996; BLOUZA, et al. 2006, MORA-HUERTAS, et al. 2010). Neste contexto, com a
finalidade de verificar em qual dos éleos utilizados neste estudo a BZC apresentava a melhor
interacao, foram determinados os coeficientes de particao 6leo/agua.

3.34.2. Determinacao do coeficiente de particdo da benzocaina em diferentes
Oleos

O coeficiente de particdo (P) da BZC em diferentes 6leos foi determinado utilizando
um sistema composto de duas fases, uma aquosa (contendo inicialmente quantidade
conhecida de BZC) e outra fase organica (contendo cada um dos Oleos utilizado nas
formulacdes). A BZC foi dissolvida em 1 mL de agua deionizada e foi adicionado a este 1 mL
de 6leo (6leo mineral USP, miristato de isopropila, Cetiol® V ou Myritol® 318) seguido de
agitacao vigorosa por 10 minutos em temperatura ambiente. Apos esta etapa o sistema foi
mantido durante 24 horas em repouso para que a distribuicdo do farmaco entre as diferentes
fases fosse atingida. Apds este periodo as amostras foram centrifugadas e a BZC presente
na fase aquosa foi quantificada por espectroscopia UV-Vis (DEARDEN & BRESNEN, 1988).
O valor do coeficiente de particdo (Psieoagua) fOi determinado a partir da razdo na
concentracao da BZC na fase oleosa sobre a fase aquosa (PINTO, et al. 2000). As

determinagdes foram feitas em triplicatas.
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3.3.5. Otimizacdo do preparo da formulacdo: Planejamento fatorial fraciondrio 2*'

A influéncia da quantidade utilizada de alguns dos componentes no preparo das
suspensdes de NC poliméricas foi avaliada a partir de um planejamento fatorial fracionario 2%
]

Planejamentos fatoriais sdo comumente adotados na pesquisa relacionada a area
farmacéutica pois € possivel verificar os efeitos das varidveis na formulacdo e isto fornece
muitas informacdes com a realizacao de poucos experimentos (VANDERVOORT & LUDWIG,
2002).

Em um planejamento fatorial, determina-se a influéncia de fatores sobre as respostas
de interesse. Para estudar o efeito de qualquer fator (k) sobre uma dada resposta, precisa-se
variar o nivel do fator e observar o resultado que essa variagao produz sobre a resposta. O
nimero de ensaios necessarios para se fazer um planejamento fatorial 2% completo aumenta
rapidamente com k, o numero de fatores investigados. Muitas vezes, a informacao desejada
pode ser obtida a partir de um niumero bem menor de ensaios, correspondente a uma fracao
do numero de ensaios do planejamento completo. Isso é possivel, pois 0 niumero de
interacbes de ordem alta aumenta com o numero de fatores, mas na maioria dos casos,
essas interagdes tém valores pequenos e sao destituidas de qualquer importancia pratica.
Além disso, quando o numero de fatores aumenta, crescem as chances de que um ou mais
deles ndo afetem significativamente a resposta, seja por meio de efeitos principais, seja por
meio de efeitos de interacdo. Por essas razdes sao feitos planejamentos fatoriais fracionarios
(BARROS NETO et al., 2007).

O planejamento fatorial fracionario tem grande valor nos estagios iniciais de
desenvolvimento quando é utilizado em experimentos preliminares para observar um grande

namero de fatores em um pequeno numero de possibilidades (JIM & LEE, 2008).

No planejamento fatorial 2*", seus contrastes ndo misturam os efeitos principais com
interacoes de dois fatores e sim com interacbes de trés fatores, que em principio devem ser
menos significativas. Os contrastes fornecem o6timas aproximacdes dos efeitos principais
calculados no fatorial completo (BARROS NETO et al., 2007).
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As proporcoes ideais dos componentes das fases organica e aquosa da formulacao

de NC poliméricas contendo BZC foram determinadas a partir de um planejamento fatorial
fracionario 2*", conforme descrito na Tabela 2 (BARROS NETO et al., 2007).

Tabela 2: Matriz do planejamento fatorial fracionario 2*' aplicado ao preparo de NC

poliméricas contendo BZC.

Formulacdo | Polimero | Myritol® 318 Span® 60 Tween® 80
1 - - - -
2 + - - +
3 - + - +
4 + + - -
5 - - + +
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + +

Foram variadas proporcdes de quatro fatores (Polimero, Myritol® 318, Span® 60 e

Tween® 80) em 2 niveis, segundo a Tabela 3. Os volumes de fase aquosa e fase organica

permaneceram constantes, sendo estes 30 mL cada, sempre mantendo a concentracdo de

BZC constante (0,5%) em todas formulacées.

Tabela 3: Fatores variados em 2 niveis no planejamento fatorial descrito na Tabela 2.

Polimero | Myritol® 318 Span® 60 Tween®80
- 100 mg 200 mg 40 mg 60 mg
+ 150 mg 300 mg 60 mg 90 mg
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Foi avaliada a influéncia da variagao de cada fator sob o tamanho, polidispersao,
potencial zeta e a eficiéncia de associacdo do farmaco nas NC poliméricas. As formulacdes
referentes a cada ensaio foram preparadas em duplicata.

Os calculos realizados para determinar a influéncia da variacdo dos fatores sob as
propriedades das NC foram realizados, utilizando o software Statgraphics 5.1.

3.3.6. Diametro médio e polidispersao

3.3.6.1. Principio do método

A técnica de espectroscopia de correlacao de fotons foi utilizada para determinacéo do
didmetro médio e da distribuicdo de tamanho das nanocapsulas (polidispersao). Esta técnica
oferece algumas vantagens como rapidez de execucao, nao interfere no sistema e promove
uma analise representativa uma vez que ha grande numero de particulas em suspensao. O
principio da técnica considera que quando um feixe de luz € direcionado a uma suspensao
coloidal, parte desta luz pode ser absorvida, parte € dispersa e a restante é transmitida
através da amostra. A luz dispersa resulta de um campo elétrico associado a luz incidente,
que oscila a um ritmo conforme o tamanho das particulas. Essas oscilagdes ocorrem, em
consequéncia do movimento Browniano, que ocorre em particulas quando suspensas em
algum liquido, e sao detectadas pelo equipamento ao longo de um intervalo de tempo. O
calculo do raio hidrodinamico e, consequentemente o didmetro da particula, é obtido através
do coeficiente de difusdo translacional utilizando a equacao de Stokes-Einstein (Equacéao 5)
(SHAW, 1992; PATTY & FRISKEN, 2006).

_ KT
3tnD

Rh

onde, Rh é o raio hidrodindmico, K é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta,

n é a viscosidade da amostra e D o coeficiente de difusdo translacional das particulas.
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3.3.6.2. Determinacao do diametro médio e polidispersao

A avaliacdo do diametro médio e polidispersao foi realizada diluindo-se as suspensdes
de NC em agua (Milli-Q) 100 vezes e, utilizando-se um analisador de particulas ZetaSizer
Nano ZS 90 (Malvern) a um angulo fixo de 90° e temperatura de 25°C. A distribuicao de
tamanho foi dada pelo indice de polidispersao. Cada resultado foi expresso como média de
trés determinacdes (GOVENDER et al., 1999; GOVENDER et al., 2000; VENKATRAMAN et
al., 2005; MORAES et al., 2009).

3.3.7. Potencial zeta

3.3.7.1. Principio do Método

O potencial zeta € um termo utilizado para o potencial eletrocinético de sistemas
coloidais. Reflete o potencial de superficie das particulas, que pode ser influenciado pelas
mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos
funcionais na superficie da particula ou da adsorcao de espécies idnicas presentes no meio
aquoso de dispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

De maneira geral, particulas em suspensao possuem carga na superficie, criando uma
camada ao redor da particula que difere do meio dispersante. Com o movimento Browniano
das particulas, essa camada se move com elas até o eletrodo de carga oposta a carga da
camada que recobre as particulas (SHAW, 1992; SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoparticulas devem apresentar valor de potencial zeta relativamente alto para
garantir a estabilidade fisico-quimica do sistema coloidal, uma vez que grandes forcas
repulsivas tendem a evitar agregacéao em funcao de colisées ocasionais entre NP adjacentes
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Essas colisdes podem ser minimizadas através de repulsao
estérica ou eletrostatica. Desta forma, quanto maior o valor do potencial zeta, independente
da carga, maior as chances das particulas ndo se agregarem. Nanoparticulas com valores de
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potencial zeta de aproximadamente (¥) 30 mV sdo mais estaveis em suspensao
(SCHAFFAZICK et al., 2003; MOHANRAJ & CHEN, 2006).

O potencial zeta é determinado utilizando-se uma combinacdo do espalhamento de
luz acoplada com microeletroforese e pode ser obtido em um equipamento de espalhamento
dindmico de luz, onde a variacao na freqiiéncia da luz espalhada é proporcional a mobilidade
eletroforética (SHAW, 1992; SCHAFFAZICK et al., 2003). O potencial zeta pode ainda ser
utilizado para determinar se moléculas que possuem carga estao encapsulas ou adsorvidas
na superficie da particula (MOHANRAJ & CHEN, 2006).

O caélculo do potencial zeta pode ser feito através da equacdo de Smoluchowski
(Equacéo 6).

Ug =E_r'f;_ . f(Ka) (6)
1

onde Ur € a mobilidade eletroforética, € € o campo elétrico, { € o potencial zeta, n € a

viscosidade do meio e f (Ka) é a concentracao de eletrdlitos.

3.3.7.2. Determinacao do potencial zeta

O valor de potencial zeta, dado em mV foi determinado através de um analisador de
potencial zeta, Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern). As analises foram realizadas diluindo-se as
suspensdoes de NC em agua (Milli-Q) 100 vezes e os resultados foram expressos como
médias de trés determinacoes.

3.3.8. pH

Informacdes relevantes podem ser obtidas através do monitoramento do pH das

suspensdes de NC poliméricas em funcdo do tempo. E importante avaliar possiveis
36



Materiais e Métodos

alteracées de pH para assegurar a estabilidade das suspensbes de NC, pois isto pode
indicar degradacao do polimero. Este fato se deve a hidrélise do polimero, liberando alguns
de seus componentes (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A fim de verificar a estabilidade quimica do polimero, foi realizado o monitoramento do
pH das suspensdes de NC contendo BZC em funcdo do tempo, utilizando-se um
potenciémetro calibrado com solugcbes tampao de pH 7,0 e 4,0.

3.3.9. Eficiéncia de associacao de benzocaina nas nanocapsulas poliméricas

Determinar a quantidade de farmaco que estd associado as NC poliméricas é
complexo, uma vez que o tamanho reduzido dessas particulas dificulta a separagédo da
fracdo livre de farmaco (SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003). Desta forma,
uma técnica que é bastante utilizada na determinagdo da eficiéncia de associacdo de
farmacos em NC poliméricas é a ultrafiltracdo-centrifugacdo, na qual uma membrana de
celulose é empregada para separar parte da fase aquosa da suspensdo coloidal. A
concentragao nao-associada do farmaco é determinada no ultrafiltrado e a fragdo de farmaco
associada as nanoestruturas € calculada também pela subtracdo das concentracdes total e
livre (SCHAFFAZICK et al., 2002; 2003).

A totalidade de BZC presente na suspensado NC poliméricas foi determinada diluindo-
se a suspensdo em metanol, que é capaz de solubilizar o polimero, desestabilizando o
sistema e liberando totalmente a BZC para a solug¢do. Esta solugéo foi filtrada em membrana
Millipore® de 0,22um e quantificada em CLAE segundo metodologia descrita no item 3.4.1.

A quantidade de BZC associada as NC foi determinada pelo método de
ultrafiltracao/centrifugacao, que consiste em submeter a suspensao de NC a centrifugacao a
280 g por 20 minutos em dispositivos de ultrafiltracdo constituidos de celulose regenerada de
30 kDa (Microcon — Millipore®) e quantificar o ultrafiltrado em CLAE. Sé consegue atravessar
a membrana de 30 kDa o farmaco livre, sendo assim, por diferenca do 100% de BZC e
concentragao de BZC ndo associado, determina-se a quantidade de farmaco associado as
nanoparticulas, utilizando-se a equacdo da reta da curva de calibracdo validada
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(GAMISANS et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003; KILIC et al., 2005; MELO et al., 2010;
MORAES et al., 2009; 2010).
Todas as anadlises para determinacado da eficiéncia de associagcdo da BZC em NC

poliméricas foram realizadas em triplicata.

3.3.10. Estabilidade fisico-quimica

Embora as suspensdes de NC poliméricas sejam descritas como sistemas estaveis
devido ao movimento Browniano, que minimiza o processo de aglomeracao e sedimentacgao,
estdo sujeitas a fendmenos de instabilidade entre eles a degradacéao do polimero, migracao
da substancia ativa para o meio externo e contaminagdo microbiolégica da fase aquosa.
Desta forma, um fator limitante para a producao industrial de suspensdes de NC poliméricas
como sistema de liberacdo de farmacos é a manutencdo da estabilidade fisico-quimica
(POHLMANN et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003; MORA-HUERTAS et al., 2010)

O tamanho de particula, o potencial zeta, a distribuicdo da massa molar do polimero, o
teor de farmaco e o pH sao geralmente os parametros fisico-quimicos que podem ser
utiizados para monitorar a estabilidade das suspensdes coloidais poliméricas
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

A estabilidade das suspensdes de NC poliméricas contendo BZC foi avaliada a partir
de medidas de tamanho, polidispersao, potencial zeta, eficiéncia de associacao e pH, em
funcdo do tempo (zero, 30, 60, 90 e 120 dias), sendo as suspensdes armazenadas em

frascos ambar, a temperatura ambiente.
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3.3.11. Cinetica de liberacao in vitro da benzocaina em nanoparticulas poliméricas

A liberacao dos farmacos a partir de sistemas nanoparticulados poliméricos depende
de alguns fatores como: a) da dessorcdo do farmaco da superficie das particulas; b) da
difusdo do farmaco através da matriz das nanoesferas; c) da difusdo através da parede
polimérica das nanocapsulas; d) da erosdao da matriz polimérica ou €) da combinacao dos
processos de difusdo e erosdao (SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003;
SIEPMANN & SIEPMANN, 2008).

Nos ensaios de cinética de liberacdo in vitro, sdo utilizados sistemas de dois
compartimentos para observar a liberagdo dos farmacos livres e quando associados a
sistemas carreadores (Figura 8). Nestes sistemas, utiliza-se uma membrana de celulose
(Spectrapore, com poro para exclusao molecular de 1000 Da.) separados da amostra do
compartimento aceptor contendo o solvente sob agitacdo leve (PAAVOLA et al., 1995). O
tamanho dos poros dessa membrana permite que passe através dela para o compartimento
aceptor, somente farmacos livres, enquanto os farmacos complexados ficam retidos no
compartimento doador até que o equilibrio seja deslocado, pois o tamanho das NC néao

permite que elas atravessem os poros da membrana.

A liberagédo da BZC livre e associada as NC poliméricas foi realizada através de um
sistema composto por dois compartimentos, sendo um compartimento doador (2 mL) e outro
aceptor (200 mL, agua MilliQ) separados por uma membrana de celulose com poros de
exclusdo molecular de 1000 Da, mantidos sob agitacdo leve constante e condi¢des sink,
onde o volume do meio de dissolugdo é grande o suficiente para que a concentragdo de
farmaco presente nao chegue a exceder 10% (m/v) do valor de sua concentracdo de
saturacao (PAAVOLA, et al. 1995, AULTON, 2002).

Aliquotas foram retiradas do compartimento aceptor em intervalos de 15, 30 e 60
min., durante 1440 minutos e quantificados CLAE segundo metodologia descrita no item
3.4.1. As medidas foram realizadas em triplicata.
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Figura 8: Representacdo esquematica do ensaio de liberagdo in vifro em membrana de

celulose (Spectrapore, com poro para exclusdo molecular de 1000 Da).

3.3.12. Modelagem matematica

A modelagem matematica dos perfis de liberacao de farmacos a partir de sistemas
carreadores é de grande importancia no meio académico e industrial, com enorme potencial
futuro. Métodos de modelagem matematica avaliam aproximacdes de pontos experimentais a
um modelo descrito pela comparacao estatistica de parametros calculados. A avaliacao
quantitativa dos fenébmenos envolvidos pode auxiliar na elucidacdo dos mecanismos
envolvidos na liberagéo do farmaco (SIEPMANN & SIEPMANN, 2008).

Os métodos de correlagdes empiricas e semi-empiricas para descrever a liberacéo
de farmacos sao direcionados por observacdes experimentais em detrimento de
consideracdes tedricas (WASHINGTON, 1990). Os modelos empiricos/semi-empiricos
podem ser utilizados para comparar diferentes perfis de liberacdo de farmacos (SIEPMANN
& SIEPMANN, 2008).

Um modelo bastante utilizado para descrever a liberacdo de farmacos e facil de
aplicar € o modelo de Korsmeyer-Peppas, também conhecido como equacdo da lei da
poténcia. Este modelo leva em consideracdo que o mecanismo de liberacdo do farmaco nao
segue a lei de Fick e sim um comportamento anémalo descrito na Equacao 7.
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M/M..= k" (7)

onde Mt é a quantidade de farmaco liberada em um determinado tempo t, M~ é a
quantidade de farmaco liberada em um tempo infinito, k € a constante cinética de liberacao e
n é o expoente de liberacdo. O valor de n € relacionado com a forma geométrica do sistema
de liberacdo e determina o mecanismo de liberacdo; n € igual a 0,45 para processos
controlados por difusdo, enquanto valores de n entre 0,45 e 1,0 indicam um transporte
andémalo nao Fickniano e valores de n acima de 1,0 indicam intumescimento do polimero.
(KORSMEYER et al,, 1983; PEPPAS, 1985; PEPPAS & SAHLIN, 1989) O modelo de
Korsmeyer-Peppas é geralmente usado para analisar a liberacdo de um farmaco de uma
matriz polimérica quando este ndo € bem conhecido ou quando um ou mais tipos de
fendbmenos estdo envolvidos. A linearizacdo da Equacgao 7 através da construcao do gréfico
de In Mt/M= em funcdo de In t fornece o expoente de liberacdo (n) e a constante de
liberacao (k, tempo™) (KORSMEYER et al., 1983; PEPPAS, 1985).

Para analise do comportamento de liberacao da BZC a partir das NC poliméricas,
foi utilizado o modelo teérico descrito por Korsmeyer-Peppas para liberagdo de farmacos de
sistemas poliméricos (HARIHARAM, et al. 1994; FERRERO, et al. 2000; COSTA & LOBO,
2001; COLOMBO, et al. 2005; SIEPMANN & SIEPMANN, 2008; GRILLO, et al. 2010, MELO
et al. 2010).

3.3.13. Ensaios de citotoxicidade in vitro (viabilidade celular)

A cultura de célula é uma técnica que permite cultivar ou manter células isoladas
fora do organismo onde existem, mantendo suas caracteristicas préprias. Podem ser feitas
culturas a partir de tecido humano, animal e vegetal (SPIER & GRIFFIHS, 1985).

Normalmente culturas de células sdo realizadas para investigar a fisiologia ou a
bioguimica de algumas células e também para testar compostos, como farmacos e
hormonios, medindo sua toxicidade. Assim como em outras técnicas ja estudadas, a cultura

de célula apresenta vantagens e desvantagens. A principal vantagem € a capacidade em que
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as células possuem de consisténcia, comparando-se com um tecido original. Ja a principal
desvantagem é que as células, apdés um periodo continuo de crescimento, podem sofrer
mudangas, tornando-se diferentes daquelas inicialmente utilizadas, isto acontece devido a
adaptacao das células a diferentes nutrientes, conferindo mudancas na atividade intracelular
enzimatica (BUTLER, 2004).

O termo fibroblasto € empregado para identificar o membro da familia de células de
origem mesenquimal que sintetiza os componentes fibrilares (colageno e elastina), e néo
fibrilares (glicoproteinas e proteoglicanos) da matriz extracelular do tecido conjuntivo e tem
como fungéo produzir complexos de diferentes naturezas com macromoléculas (colageno,
laminina, tenascina), regulando assim suas deposicdes e orientacbes na matriz (CARVALHO
et al., 2005).

Os fibroblastos apresentam variacées funcionais que permitem a caracterizagcao de
subpopulacdes celulares capazes de desempenhar varios papéis na histologia de diversos
tecidos e 6rgaos e também em determinadas doencas. O cultivo de fibroblastos in vitro tem
demonstrado que eles sdo capazes de se diferenciar em diversos subtipos celulares com
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas distintas, que podem corresponder a variedade
celular observada in vivo (BAYREUTHER et al., 1988).

Os fendtipos dos fibroblastos in vitro podem ser influenciados por fatores ambientais
como: método de cultivo, suplemento nutricional, densidade populacional e natureza do
substrato (CARVALHO et al, 2005). Muitos testes in vitro sdo realizados utilizando
fibroblastos, possibilitando analises de viabilidade celular entre compostos.

A viabilidade celular foi determinada através do teste de reducdo do 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de difeniltetrazolio (MTT). O principio do teste consiste na
captacao do MTT pelas células e sua reducao a formazan (composto purpura) pelas enzimas
desidrogenases, resultando em acumulo desse composto nas células viaveis. A solubilizacao
das membranas celulares com etanol possibilita a liberagdo do formazan, que pode ser
facilmente detectado por espectrofotometria na regido visivel, em 570nm (DENIZOT & LANG,
1986; WELDER, 1992).
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Figura 9: Representagao da reducao do MTT a formazan.

Os ensaios foram realizados em células da linhagem 3T3 (fibroblastos de
camundongos Balb-c 3T3), mantidas em cultura continua em meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100Ul/mL de penicilina e 100uL de sulfato de
estreptomicina, pH 7,4, 37°C, sob atmosfera umida com 5% de CO,. O plaqueamento foi
realizado inoculando-se 1 x 10* células viaveis em placas de 96 cavidades, incubadas por 48
horas, até atingirem a semiconfluéncia. As células crescem em monocamadas e ficam
aderidas ao fundo da placa (FRESHNEY, 2000).

Apoés incubacdo de 48 horas, na fase exponencial de crescimento das células, o
DMEM foi cuidadosamente removido e, em seguida, as células foram expostas as seguintes
formulages:

e BZC nas concentracées de 1, 2, 3,4 e 5 mM,;

e NC poliméricas com BZC nas concentracoes de 1, 2, 3, 4 e 5 mM,;
e NC poliméricas sem BZC nas mesmas diluigbes das NC com BZC;
e DMEM (controle negativo);

e DMEM + MTT (controle de 100% de células viaveis).

A concentracdo maxima testada de BZC foi de 5 mM (0.66 mg/mL) pois trata-se de
seu limite de solubilidade em agua (PINTO et al., 2000).

Foram utilizadas 3 placas de 96 cavidades e cada amostra foi adicionada a 6
cavidades de cada placa, totalizando 18 determinagées.

As células foram incubadas com as amostras a 37°C, sob atmosfera umida com 5%

de CO: por 24 horas. Em seguida, as amostras foram retiradas, eliminou-se o residuo destas
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com PBS, adicionou-se MTT (0,5mg/mL) e incubou-se a 37°C, sob atmosfera imida com 5%
de CO; por 3 horas.

Ao final desse periodo, o meio contendo MTT nao reduzido foi removido
cuidadosamente e, adicionou-se a placa 0,1mL de etanol, a fim de dissolver os cristais de
formazan produzidos pela redugédo do corante. As placas foram agitadas vigorosamente em
agitador orbital de placas Cientec, modelo Kline 151, por cerca de 20 minutos para garantir a
solubilizacdo do formazan. A absorbéancia (A) da solucdo em cada cavidade foi medida em
leitor de placas (Labsystems Multiskan MS) em 570nm e, calculou-se as porcentagens de
células viaveis a partir da Equacao 8.

% células vidveis = Aamesva = Aomen 100 (8)
Apmemmtt - ADMEM

3.3.14. Avaliacao da atividade anestésica in vivo

3.3.14.1. Bloqueio do nervo ciatico em camundongos

A técnica do bloqueio do nervo ciatico em camundongos foi realizada de acordo com o
método descrito por Leszczynska & Kau (1992). Inicialmente, mediu-se a habilidade de cada
camundongo em caminhar normalmente, com o0s quatro membros, por uma tela metalica (de
5 mm de diametro) na posicao normal e invertida. Somente os animais que preencheram tal
requisito, foram submetidos a experimentacao.

Os camundongos foram divididos em grupos de 6-7 animais, selecionados
randomicamente para o ensaio farmacolégico e administrou por infiltracdo intramuscular
(0,1mL) na pata posterior direita, na regido préxima ao nervo ciatico formulagées de NC
poliméricas sem o farmaco, solugdo aquosa de BZC (0.06, 0.6 ou 4 mg.mL™"), BZCp.a (0.06
ou 0.66 mg.mL™), BZCpLga 0u BZCpcy (0.6 ou 4 mg.mL™).

44



Materiais e Métodos

3.3.14.2. Avaliacao do bloqueio do nervo ciatico — bloqueio motor

A presenca da anestesia foi definida como a perda do controle motor da pata injetada
sendo evidenciada pelo atraso do membro posterior e/ou fechamento dos dedos (FELDMAN
& COVINO, 1988). A intensidade do bloqueio motor foi avaliada de acordo com valores de
escore: 0 (uso normal da pata injetada), 1 (incapacidade de flexionar completamente o
membro injetado) e 2 (impossibilidade do uso da pata injetada) (GANTENBEIN et al., 1996,
1997).

A avaliacao foi feita a cada minuto durante os 5 primeiros min. apds a administracao e,
posteriormente, em intervalos de 5-10 min. até que fosse verificada a total recuperacao dos
movimentos do animal (pelo menos 1 h de observacao). A laténcia (tempo entre a injecao e a
perda da funcdo motora), tempo para alcancar o escore maximo (Tmax), tempo de
recuperacao da funcdo motora (tempo de recuperagédo) e o efeito total do anestésico local
(area sobre a curva efeito versus tempo - ASC) foram avaliados (LESZCZYNSKA & KAU
1992; GANTENBEIN et al 1997).

3.3.14.3. Avaliacao do bloqueio do nervo ciatico—-bloqueio sensorial

O bloqueio sensorial foi medido pelo limiar de remogéao da pata dos animais frente a
um estimulo mecanico, como descrito por Randall & Sellito (1957). Para a execucao do teste
utilizou-se um equipamento apropriado, chamado analgesimetro, que gera um aumento
gradual da forca (em gramas) exercida por uma extremidade plastica sobre a superficie
dorsal da pata do animal (FLETCHER et al., 1997) (Figura 10). Quinze minutos apds a
injecao das formulagdes, a pata do animal tratada foi colocada sob a extremidade plastica do
aparelho onde a pressao foi sendo aplicada e aumentada a um ritmo constante até que o
animal retirasse a pata como sinal indicativo de nocicepcao (Pain Withdrawal Threshold to
Pressure — PWTP).
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Figura 10: llustracdo do equipamento analgesimetro utilizado durante o teste PWTP (de
ARAUJO et al., 2004).

A analgesia foi definida como um aumento no limiar de pressao dos animais, pelo
menos 50% maior que o observado nos grupos controle. O ponto final da analgesia foi
estabelecido quando ndo houvesse diferenca estatistica entre os grupos teste e controles.
Estabeleceu-se um valor maximo de pressao (cut-off) de 150 g para evitar lesées nas patas e
estimulagdo excessiva dos nociceptores (de ARAUJO et al., 2004; 2008). As medidas foram
realizadas durante 5 h., com intervalos de 15 min. durante a primeira hora, 30 min. durante a
segunda e terceira horas e, finalmente, 60 min. nas Ultimas duas horas de teste. As medidas
de pressao exercida para cada grupo experimental foram relacionadas graficamente em

funcdo do tempo.

3.3.15. Anadlise estatistica

Os dados da avaliagdo do bloqueio motor (laténcia, Tmax, tempo de recuperacao,
ASC) foi analisada pelo teste de Kruskall-Wallis e os valores foram expressos em mediana
(limite minimo e maximo). A avaliacdo dos dados de funcdo sensorial e o ensaio de
citotoxicidade foram analisados por variancia de uma via (One-way ANOVA) com teste

posterior de Tukey-Kramer (ZAR, 1996). Significancia estatistica foi definida como p < 0,05.
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Os dados foram analisados utilizando os programas Origin 7.0 (Microcal TM Software Inc.,
USA) e Graph Pad Instat (Graph Pad Software Inc., USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento e validacao de metodologia analitica para

quantificacao de benzocaina em nanocapsulas poliméricas

As condicdes cromatograficas utilizadas para quantificacdo do anestésico local
benzocaina foram consideradas adequadas, pois foi obtido um pico cromatografico simétrico
da BZC (Figura 11) e viavel, pois a corrida cromatografica ocorreu em um tempo de
aproximadamente 5 minutos.
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Figura 11: Cromatograma da BZC na concentracdo 50 pg/mL obtido sob condigcbes
cromatograficas descritas no item 3.3.1.

O método de quantificagdo da BZC foi considerado especifico uma vez que nenhum
pico de componentes da fase moével, diluente ou do placebo co-eluiram com o pico

correspondente ao farmaco (cromatogramas nao mostrados).

A linearidade do método foi avaliada a partir de regressoes lineares de nove curvas

analiticas (Figura 12). O coeficiente de correlagdo (r) da curva analitica média (n=9) foi de
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0,99944 e na Tabela 4, tem-se os coeficientes de correlacdo (r) das curvas de calibracédo
realizadas a cada dia, durante trés dias consecutivos, sendo cada curva em triplicata. O
coeficiente de correlacdo € um parametro que permite uma estimativa da qualidade da curva
obtida, pois quanto mais préximo de 1, menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,99 e
todos nossos valores de correlagéo linear estdo acima deste valor preconizado pela ANVISA,
sendo o método, portanto, considerado linear (BRASIL, 2003).

a) b)
Y = A + B*X
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Figura 12: a) Curva analitica da BZC (n=9). b) Parametros obtidos com a regresséao linear da
curva analitica.

Tabela 4: Coeficientes de correlagéo (r) das curvas de calibragcdo em trés dias consecutivos.
Dia 1 (n=3) Dia 2 (n=3) Dia 3 (n=3)
r 0,99875 0,99932 0,99987

A reprodutibilidade ou precisao intra-dia foi encontrada a partir da determinacao do

desvio padrao relativo (DPR) intra-dia e a precisdo intermediaria ou precisao inter-dias foi
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determinada a partir da determinacao do DPR inter-dias. Estes valores de DPR estédo

expressos na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de desvio padrao relativo (DPR) das concentragdes de BZC determinados

para avaliagdo da precisao.

[BZC] (ng/mL) | DPR dia 1 (%) | DPR dia 2 (%) | DPR inter-dias (%)
15 3,81 4,50 4,15
30 4,31 3,76 4,03
90 2,53 0,49 1,51

Os valores de DPR determinados intra-dia e inter-dias foram todos abaixo do valor

preconizado pela ANVISA e ICH, que é de no maximo 5%, portando o método pode ser
considerado preciso (ICH, 1996; BRASIL, 2003).
A exatiddao foi determinada através de valores de concentragcdo determinados

experimentalmente, comparados a concentracao tedrica, como se pode observar na Tabela

6.
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Tabela 6: Valores de concentracdo de BZC determinados para avaliacdo da exatidao.

[BZC] [BZC] obtida % de [BZC] obtida % de
tedrica (ng/mL) Recuperacao (ng/mL) Recuperacao
(ng/mL)

15,00 15,19 101,27 14,51 96,73

15,00 14,83 98,87 14,29 95,27

15,00 14,69 97,93 14,87 99,13

30,00 28,63 95,43 30,43 101,43

30,00 29,08 96,93 29,44 98,13

30,00 29,75 99,17 29,75 99,17

90,00 92,95 103,27 92,72 103,02

90,00 91,14 101,27 92,99 103,32

90,00 92,99 103,32 93,13 103,47

Média o 99,72 o 99,96
DP o 2,75 o 3,00

DPR o 2,76 o 3,01

Média (n=18) 99,84

DPR (n=18) 2,89

Todos os resultados obtidos encontram-se dentro dos critérios de aceitacao
estabelecidos para as concentracdes analisadas (de 95,0 a 105%), o que torna o método
exato. A exatiddo € a relacao entre a concentragcdo média determinada experimentalmente e
a concentracao tedrica correspondente. A porcentagem de recuperacdo variou de 95,43 a
103,47 %, estando dentro das especificacoes estabelecidas (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

A partir dos dados obtidos com as regressoes lineares aplicados as equacoes 3 e 4
determinou-se o limite de detec¢ao, sendo de 2,37 ug/mL e o limite de quantificagéo, sendo
de 5,93 pg/mL.

Todos os pardmetros de validacdo obtidos para o método analitico proposto foram
considerados satisfatorios por atenderem as especificacdes estabelecidas pela ANVISA

(2003) e ICH (1996). O método, portanto, pode ser considerado especifico, linear, preciso e
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exato, dentro do intervalo de concentracao entre 5 e 100 ug/mL de BZC, sendo aplicavel a

ensaios de determinacéo de teor de BZC em NC poliméricas.

4.2. Caracterizacao das formulacoes de nanocapsulas preparadas com
trés biopolimeros diferentes contendo benzocaina

4.2.1. Diametro médio, indice de polidispersao, potencial zeta e pH

Inicialmente foram preparadas formulacoes distintas de NC com os polimeros PLGA,
PLA e PCL conforme descrito no item 3.3.3.

As medidas de diametro médio, polidispersao, potencial zeta e pH das particulas sao
parametros que indicam estabilidade das NC em suspensdo. A Tabela 7 lista os valores
medidos desses parametros para as NC preparadas com os polimeros PLGA, PLA e PCL
contendo BZC. A Figura 13 mostra a distribuicdo de tamanho das nanocapsulas.

Tabela 7: Valores de diametro médio (didmetro hidrodindmico. nm), polidisperséo, potencial

zeta (mV) e pH das suspensdes de NC poliméricas.

Parametro PGLA-NC: BZC PLA-NC:BzC PCL-NC:BzZC
Diametro médio(nm) 123,0 190,1 183,6
Polidispersao 0,12 0,135 0,071
pH 3,86 3,74 4,0
Potencial zeta (mV) -33,6 -38,5 -32,7
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Figura 13: Distribuicido de diametro (nm) por intensidade (%) de nanocapsulas de PLGA,
PLA e PCL contendo BZC.

Os resultados apresentados na Tabela 7 e na Figura 13 indicam que as suspensodes
de NC poliméricas contendo BZC apresentaram diametro e indice de polidisperséao
compativeis com suspensées coloidais (GUTERRES et al., 1995). Os valores de potencial
zeta destas formulagdes indicaram boa estabilidade em suspensao, uma vez que os valores
foram menores que -30 mV (MOHANRAJ & CHEN, 2006).

4.2.2. Eficiéncia de associacao de benzocaina em nanocapsulas poliméricas

A determinacdo da quantidade de farmaco associada as nanoparticulas é
especialmente complexa devido ao tamanho reduzido destas, que dificulta a separagdo da
fracdo de farmaco livre da fracdo associada (SOPPIMATH, et al., 2001; MAGENHEIM &
BENITA, 1991). Além disto, outros fatores influenciam na associagdo, como por exemplo, as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco (CALVO et al., 1997; GUTERRES et al., 1995), o
pH do meio (GOVENDER et al., 1999), as caracteristicas da superficie das particulas ou a

natureza do polimero (VILA et al., 2002), a quantidade de farmaco adicionada a formulacao
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(BRASSEUR et al 1991), a ordem de adicao do farmaco na formulagao e o tipo de tensoativo
adsorvido a superficie polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Conhecendo todas estas interferéncias foram preparadas nanocapsulas poliméricas
contendo BZC utilizando-se trés biopolimeros com estrutura quimica diferente. A eficiéncia
de associagdo do farmaco foi dada de acordo com o item 3.3.9, descrito na metodologia. Os
cromatogramas foram analisados e as areas calculadas e transformadas em percentagem de

acordo com a Tabela 8.

Tabela 8: Eficiéncia de associacdo de BZC em nanocéapsulas poliméricas

Formulacao Eficiéncia de associacao (%)
PLGA-NC: BZC 70

PLA-NC:BZC 73

PCL-NC:BZC 74

A eficiéncia de associacao de BZC em NC poliméricas foi em torno de 70%, que é
um valor bastante alto quando comparado com outros estudos descritos na literatura para
anestésicos locais (GORNER et al., 1999; POLAKOVIC et al., 1999; GOVENDER et al.,
2000; MORAES et al., 2007; 2009). O valor de associacao das moléculas de BZC em NC
poliméricas € devido a baixa solubilidade em agua da BZC, que faz com que a interacao com
a matriz polimérica e com o nucleo oleoso seja grande. Nestas formulagdes a quantidade de
BZC utilizada foi de 4 mg/mL, bem acima da sua solubilidade aquosa (0,66 mg/mL) (PINTO
et al., 2000; MELO et al., 2010) .

A associacao da BZC com NC poliméricas mostrou um aumento na solubilidade de
seis vezes, um fato que é suficiente para melhorar o efeito anestésico ja que este farmaco
nao é usado em anestesia infiltrativa, devido a baixa solubilidade em agua (PINTO et al.,
2000; MELO et al., 2010).
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4.2.3. Cinética de liberacao in vitro da benzocaina em nanoparticulas poliméricas

O perfil de liberacado de farmacos a partir de sistemas nanoestruturados constitui um
aspecto extremamente relevante no que concerne a eficiéncia terapéutica. Dessa maneira,
sua determinacao é fundamental para a caracterizacao das nanoparticulas. Neste sentido
este ensaio pode fornecer informacdes importantes quanto a interacao farmaco-carreador e o
mecanismo envolvido no processo de liberacdo (POLAKOVIC et al., 1999; SCHAFFAZICK et
al., 2003; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Os sistemas de liberacdo de farmacos do tipo reservatério, como as nanocapsulas,
sao governados de preferéncia por difusdo através da parede polimérica (SOPPIMATH et al.,
2001). O método de difusdo do farmaco através de uma membrana de didlise descrito neste
trabalho pode ser utilizado para determinar perfil de liberagdo do farmaco em nanocépsulas.
Varios estudos utilizam esse método para essa finalidade (VERGER et al, 1998;
YONCHEVA et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2005; VENKATRAMAN et al., 2005; DILLEN et al.,
2006; SONAJE et al., 2007; MORAES et al., 2009; GRILLO et al., 2010; MELO et al., 2010).

A partir dos ensaios de liberacao foi possivel observar a liberacdo da BZC quando
associada ou nao as NC poliméricas em funcao do tempo (Figura 14). Neste ensaio, o
farmaco possui a capacidade de atravessar os poros da membrana, porém as NC
poliméricas nao a atravessam e, desta forma, é possivel observar o efeito da associacao do
farmaco na velocidade de liberacdo deste da parede polimérica da nanocapsula. Durante o
ensaio foram coletadas aliquotas em tempos definidos e o farmaco quantificado por CLAE,
sendo que apds a quantificacao deste, o resultado foi expresso em funcao de percentagem

de liberagéo.
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Figura 14: Resultados dos ensaios de liberacdo in vitro: BZC livre, associada as
nanocapsulas de PLGA (NC PLGA:BZC), de PCL (NC PCL:BZC) e de PLA (NC PLA:BZC),

temperatura ambiente (n=3).

Os resultados apresentados na Figura 14 mostraram que a liberacdo da BZC
associada as NC poliméricas ocorre mais lentamente comparada a liberacao da BZC livre.
Essa diferenca no perfil de liberacdo pode ser atribuida aos mecanismos de liberacdo de
nanocapsulas, que inicialmente provavelmente esta ocorrendo na dessorcdo de drogas a
partir da superficie de nanoparticulas poliméricas e € entdo mantida pela difusdo da droga
através da parede polimérica (SOPPIMATH et al. , 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A liberacdo de benzocaina de nanocépsulas de PLGA e PCL apresentou um perfil
semelhante, mas a liberacdo de benzocaina a partir de nanocépsulas de PLA foi mais lento
quando comparado com as outras duas formulacdes. Isso ocorreu porque a natureza do
polimero pode influenciar a liberagdo do farmaco.
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O acido lactico € uma molécula quiral e por isso, tem dois isdbmeros ativos, L e D. A
polimerizacao destes monémeros leva a formagdo de um polimero semicristalino (NAIR &
LAURENCIN, 2007). Ja a polimerizacdo da mistura racémica leva a formacdo de um
polimero amorfo. Poli (L-lactideo) (PLA) € um polimero cristalino, € mais resistente a hidrélise
e possui degradacdao mais lenta em comparagdo com o PCL e PLGA, este pode ser um
importante fator responsavel por um perfil de liberacdo do farmaco mais lento (SONAJE et
al., 2007; LUDERER et al., 2010).

4.2.3.1. Modelo matematico para avaliacdo do mecanismo de liberacao da

benzocaina a partir das nanocapsulas poliméricas

Desta forma, sabe-se que o mecanismo de liberagdo do farmaco a partir de
nanoparticulas (como nanocépsulas) é determinado por diferentes fenémenos fisico-
quimicos (COSTA & LOBO, 2001). Alguns modelos matematicos sdo utilizados
extensivamente para analisar as caracteristicas de liberacdo da substancia ativa a partir de
sistemas poliméricos (COSTA & LOBO, 2001). Um modelo que tem sido utilizado para
verificar o tipo de liberacdo de farmacos de sistemas nanoestruturados tem sido o de
Korsmeyer-Peppas, dentre varios modelos descritos na literatura (FORTUNATO et al., 2007;
SRIAMORNSAK & SUNGTHONGJEEN, 2007; DOMINGUES et al., 2008; GRILLO et al.,
2010; MELO et al., 2010 ).

O modelo Korsmeyer-Peppas é um modelo semi-empirico que correlaciona a
liberacdo do farmaco versus tempo por uma Unica equacao exponencial e tem sido utilizado
para avaliar a liberacdo do farmaco a partir de dispositivos poliméricos para liberagao
controlada, especialmente quando o mecanismo de liberagdo do farmaco nao é conhecido,

ou quando houver mais de um mecanismo envolvido (KORSMEYER et al., 1983; PEPPAS, 1985;
COSTA & LOBO, 2001).

Para determinar o mecanismo de liberacéo de benzocaina a partir de nanocapsulas de
PLGA, PLA e PCL é controlado por difusdo de Fick, o resultado da curva de liberacao foi

tratado pelo modelo Korsmeyer-Peppas. Quando a equacao do modelo Korsmeyer-Peppas é
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convertida em logaritmo, a equagéo se torna In Mt / Me = In k + n Int e a inclinacdo n pode
ser determinada pelo grafico do logaritmo da taxa de liberacdo em fung¢ao do logaritmo do
tempo. Neste contexto, a partir das curvas de liberacéo, e em fungdo deste modelo foram
realizadas regressdes lineares a fim de se determinar os valores da constante cinética de
liberacao (k), bem como o coeficiente de correlacao linear (r).

Os resultados obtidos das analises do modelo aplicado as curvas de liberagdo da BZC
das NC poliméricas, bem como os gréaficos dos tratamentos estao apresentados na Figura 15
e Tabela 9.
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Figura 15: Resultados obtidos da analise do modelo matematico Korsmeyer-Peppas: a)
nanocapsulas de PLGA: BZC (NC-PLGA:BZC), b)nanocapsulas de PCL:BZC (NC-PCL:BZC)
e ¢) nanocapsulas de PLA:BZC (NC-PLA:BZC).
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Tabela 9: Valores dos parametros obtidos a partir da aplicagdo do modelo matematico de
Korsmeyer-Peppas para as curvas de liberacdo da BZC associada com nanocapsulas de
PLGA, PCL e PLA.

Parametro PLGA-NC:BZC PLA-NC:BZC PCL-NC:BzZC
n=1,02 n=0,95 n=0,97
Constante cinética (k) 0,0018 min "  0,0016 min™"  0,0025 min "’
Coeficiente de correlacao (r) 0,998 0,989 0,995

O modelo Korsmeyer-Peppas é utilizado para descrever a liberacdo de um soluto
quando o0 mecanismo que prevalece € uma combinacao da difusdo do farmaco (transporte
Fickiano) e/ou do transporte Caso Il (n&o-Fickiano, controlado pelo relaxamento das cadeias
poliméricas) (KORSMEYER & PEPPAS, 1991; SIEPMANN & SIEPMANN, 2008). Neste
modelo leva-se em conta ndo s6 processos difusivos, mas também um componente que
avalia o relaxamento da matriz polimérica como processos determinantes na liberagcdao do
farmaco.

Korsmeyer-Peppas (1983) determinou que valores de expoente de liberacdo n para
caracterizar os diferentes mecanismos de liberacao (transporte Fickiano, transporte an6malo
(caso ll), etc), onde para valores de n (0,45 < n <1,0) indicam cinética de transporte anémalo,
ou seja, uma combinacdo dos dois mecanismos de difusdo e de transporte de Caso Il
Valores de n acima de 1,0 indicam intumescimento do polimero. Nos sistemas de liberacéao
controlada, a extensdo e a velocidade de liberacdo do farmaco resulta da combinacdo da
difusdo com o transporte de Caso Il das moléculas de farmaco através das cadeias
poliméricas (RITGER e PEPPAS, 1987; SIEPMANN & SIEPMANN, 2008). Nestes casos, a
difusdo obedece as leis de Fick, enquanto o transporte de Caso Il reflete a influéncia do
relaxamento do polimero no movimento das moléculas na matriz.

A andlise dos dados mostra que os valores de expoente de liberacdo n determinado
para NC-PLGA, NC-PCL e NC-PLA foram 1,02, 0,97 e 0,95 respectivamente, indicando
assim uma combinacéo de dois mecanismos (difusédo e relaxamento).

O valor da constante de liberacdo (k) das formulacdes apresentaram valores
aproximados, sendo 0,0018 min™ para a formulagdo NC-PLGA:BZC, 0,0016 min" para NC-
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PLA:BZC e 0,0025 min' para NC-PCL:BZC. Observando a tabela 9, nota-se que a
formulagédo de NC-PLA: BZC possui o menor valor de k, e desta forma apresenta o perfil de

liberagdo mais lento.

4.2.4. Atividade do anestésico local: bloqueio do nervo ciatico

4.2.4.1. Bloqueio motor

A Tabela 10 mostra os dados da avaliacdo do bloqueio motor para BZC livre,
BZC:PLA, BZC:PLGA e BZC:PCL, em relacdo aos parametros como laténcia, tempo de
pontuacdo maxima do bloqueio motor o tempo, para a recuperacdo, o efeito total do
anestésico local (expresso em AUC) em diferentes concentragdes. A injecdo das NC

poliméricas sem BZC nao induziu nenhum efeito de bloqueio motor nos camundongos.
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Tabela 10: Laténcia, Trmax, tempo de recuperacao e efeito total do blogueio motor (ASC) induzido

pelas formulacées de BZC livre e associada as NC poliméricas.

Grupos

Concentracao
(%)

Laténcia
(seq)

Tmax

(min)

Tempo de recuperacio

(min)

ASC
(escore/h)

BZC

BZCpia

BZCpica

BZCpcL

0,06
0.4

0,006
0,06

0,06
0,4

0,06
0.4

58,0 (45,0-80,0)
20,0 (25,0-35,0)

68,0 (42,0-90,0)
30,0 (38,0-50,0)

50,0 (40,0-70,0)
30,0 (25,0-40,0)

48,0 (40,0-60,0)
35,0 (25,0-50,0)

10,0 (10,0-15,0)
25,0 (15,0-30,0)

20,0 (15,0-25,0)

40,0 (35,0-45,0)*"

10,0 (10,0-15,0)
20,0 (15,0-30,0)

10,0 (10,0-15,0)
20,0 (15,0-25,0)

13,5 (13,5-14,0)
43,0 (33,5-44,0)

23,5 (23,5-24,0)

47,5 (37,5-57,5)%

23,5 (13,5-24,0)
43,5 (33,5-55,5)

27,5 (17,5-27,5)
455 (35,5-55,5)

Dados expressos em mediana (minimo — maximo) (n = 6-7). 2BZCp.a € BZC, BZCp ga 0U BZCpc 0,6 mg.mL'1.

***p < 0.001 (Teste de Kruskall-Wallis). BZC = benzocaina; Tna = tempo para atingir o escore maximo; ASC = area

sobre a curva; BZCp A = nanocapsulas de PLA contendo benzocaina; BZCp ga = nanocapsulas de PLGA contendo

benzocaina; BZCpc = nanocapsulas de PCL contendo benzocaina.

A partir dos resultados, nenhum sinal de bloqueio motor foi observado ap6s a injecao

de uma solugdo de BZC livre. No entanto, a funcao motora global foi reduzida, de forma

dependente da concentragdo, pelo tratamento com BZC livre, BZC:PLA, BZC:PLGA e

BZC:PCL. As comparacoes intergrupos mostraram diferenca estatistica entre BZC:PLA vs

BZC livre, e BZC:PLGA vs BZC:PCL em relacao ao tempo de recuperacao e efeito total do

anestésico local (ASC) (p <0,001), indicando que a encapsulacdo da BZC em nanocapsulas

de PLA prolongou o tempo de recuperacao e aumentou o efeito total do anestésico local.
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4.2.4.2. Bloqueio sensorial

A avaliacdo do bloqueio sensorial (Figura 16) mostrou que PLGA:BZC e PCL:BZC
apresentaram efeitos analgésicos similares. O tratamento com 0,06 e 0,4% de PLGA:BZC e
PCL:BZC nao aumentaram a intensidade ou a duragao da analgesia em relacao a BZC livre.
Por outro lado, as comparagdes entre 0,006 e 0,06% PLA:BZC (Figura 17) e BZC livre
mostrou diferencas estatisticamente significantes no intervalo de 90 até 300 min apoés a
injecao, prolongando a duracao da analgesia de até 180 min € 300 min (de 0,006 e 0,06%
PLA:BZC, respectivamente ) e aumentando a intensidade da analgesia (cerca de 2 vezes
com p <0,001), quando comparado a 0,06% BZC livre (Figuras 16 e 17).
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Figura 16: Curvas efeito x tempo no teste PWTP da avaliacdo da funcao sensorial do nervo
ciatico realizado em camundongos (n = 6-7/grupos).NANO = placebo; BZC = benzocaina;
PLGA:BZC = nanocéapsulas de PLGA contendo benzocaina; PCL:BZC = nanocapsulas de PCL
contendo benzocaina. Dados expressos como média + dp. Diferencas estatisticas referentes:
PLGA:BZC e BZC; PCL:BZC e BZC. *p < 0.05. (One-Way ANOVA com Tukey-Kramer).
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Figura 17: Curvas efeito x tempo no teste PWTP da avaliacdo da funcdo sensorial do nervo
ciatico realizado em camundongos (n = 6-7/grupos). NANO = placebo; BZC = benzocaina;
PLA:BZC = nanocapsulas de PLA contendo benzocaina. Dados expressos como média + dp.

Diferencas estatisticas referentes: a — PLA BZC e BZC; b — PLA BZC e BZC; ¢ — 0,06 % PLA:
BZC e 0,006 % PLA:BZC. ***p < 0,001. (One-Way ANOVA com Tukey-Kramer).

Apesar da BZC nao ser clinicamente utilizada por via parenteral, o bloqueio do nervo
ciatico foi utilizado como modelo experimental, fornecendo informagdes sobre a intensidade e
duracédo do blogueio motor e sensorial para todas as formulacées em comparacdo com a
solucao de BZC livre. Além disso, as concentracoes de BZC (0,006; 0,06 e 0,4%) utilizadas
neste estudo, foram baseados naqueles utilizados experimentalmente e clinicamente para
parenteral bem descrita anestésicos locais, como a bupivacaina (0,0625 e 0,5%) (SINNOT &
STRICHARTZ, 2003; GINOSAR et al., 2010).

A encapsulagcdo de BZC em NC de PLA prolongou a duracdo e aumentou a
intensidade do efeito anestésico. Por outro lado, as NC de PLGA e PCL contendo BZC nao
apresentaram o mesmo efeito, mesmo quando usada concentracdo mais alta (0,4%).
Considerando isso, é possivel fornecer uma avaliacado inicial da distribuicao do farmaco e os
efeitos farmacoldgicos de NC poliméricas contendo BZC. Os resultados mostraram uma
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diminuicdo na taxa de liberacdo da BZC (k = 0,0016 min™) evocando um processo lento na

liberacéao in situ causada pelo encapsulamento em nanocapsulas de PLA.

4.2.5. Ensaios de citotoxicidade in vitro (viabilidade celular)

Cada farmaco possui uma faixa de acao acima da qual é toxica e abaixo da qual é
ineficaz. Os niveis plasmaticos sdo dependentes das dosagens administradas. Os sistemas
de liberacao modificada procuram manter a concentracao do farmaco entre estes dois niveis
por um tempo prolongado, diminuindo a freqiéncia de administragbes e reduzindo a
toxicidade (KUZMA et al., 1997).

Os ensaios foram realizados de acordo com o método descrito no item 3.3.13. A
viabilidade celular foi determinada através do teste de redugédo do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-brometo de difeniltetrazélio (MTT). O principio do teste consiste na captagcdo do MTT
pelas células e sua reducdo a formazan (composto purpura) pelas desidrogenases
mitocondriais, resultando em acumulo desse composto nas células viaveis. A solubilizagao
das células possibilita a liberacdo do formazan, que pode ser facilmente detectado por
espectrofotometria na regido visivel, em 570nm (DENIZOT & LANG, 1986; WELDER, 1992).

Na Figura 18 sdo apresentados os dados de viabilidade celular de células de
fibroblastos de camundongo, linhagem de células 3T3 incubadas com BZC, NC de PLGA,
PCL e PLA contendo BZC nas concentracdes de 1 até 5 mM e NC de PLGA, PCL e PLA sem
BZC. Para realizacdo dos ensaios foram utilizadas 3 placas de 96 cavidades, sendo que
cada amostra foi adicionada a 6 cavidades de cada placa, totalizando 18 determinagées.
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Figura 18: Efeito citotdéxico a) nanocapsulas de PCL, PLA e PLGA (sem BZC) e b) da BZC
(1 a5 mM), de NC de PLGA, PCL e PLA contendo BZC (1 a 5 mM) em células Balb-c 3T3
avaliados pela redugdo do corante MTT (n=18). Dados expressos em porcentagem de
viabilidade celular. *p< 0,001 (one-way ANOVA com Tukey-Kramer)

O grau de toxicidade de NP é fortemente influenciado pelas condicdes bioldgicas do

ambiente local, que regula a taxa de degradacéo ou de liberacdo dessas particulas. Alguns

polimeros com carga podem apresentar certo grau de toxicidade devido interacbes com
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membrana plasmatica e outros componentes celulares (FISCHER et al.,, 2003; LV et al.,
2006; NAFEE et al., 2009).

A Figura 18 mostra que a exposicao das células a nanocapsulas de PLGA e PCL nao
afetaram a viabilidade celular, no entanto, a exposicdo as NC de PLA reduziu a viabilidade
celular para 20% aproximadamente.

A alta cristalinidade do PLA interfere com a biodegradacdo, reduzindo a
compatibilidade com tecidos moles, podendo ser um obstaculo para aplicagcdo em algumas
situacdées como sistemas carreadores (TSUJI & IKADA, 1992; MARTIN & AVEROUS, 2001;
NAMPOOTHIRI et al., 2010).

Nafee e colaboradores (2009) encontraram que a exposicdo da membrana celular a
certos grupos ionizaveis presentes em polimeros pode levar a perda da integridade da
mesma (NAFEE et al., 2009).

Desta forma o PLA, pela sua alta cristalinidade associada a uma possivel interacao
com componentes de membrana, levou a uma diminuicdo da viabilidade celular pela
exposicdo as NC de PLA. Esta mesma reducao ocorreu com a exposicao das NC de PLA
contendo BZC em todas as concentracoes testadas (1 a 5 mM).

Muitas abordagens para superar este problema estdo sendo feitas, por exemplo, a
copolimerizacdo com outros poliésteres e variagdo composicdo enantiomérica para controlar
a taxa de degradacao e cristalinidade (TSUJI & IKADA, 1992; MARTIN & AVEROUS, 2001;
NAMPOOTHIRI et al., 2010).

A reducao da viabilidade celular pela exposicao a BZC livre foi dose-dependente
(abaixo de 50%) enquanto que as NC de PLGA e PCL contendo BZC afetaram muito pouco
a viabilidade celular (p<0,001) quando comparados a BZC livre. Um dos pontos essenciais
sobre 0 modelo de citotoxicidade in vitro € que, os efeitos citotéxicos da BZC sao dose-
dependente e os efeitos protetores celulares observados no tratamento com a BZC
associada as NC de PLGA e PCL podem ser explicados pela liberacdo modificada da BZC
das nanocapsulas.

Os resultados obtidos pelos ensaios de citotoxicidade mostram que as formulacoes de
BZC associada a NC de PLGA e PCL se apresentam menos toxicas quando comparadas ao
farmaco BZC. Estes resultados sdo bastante promissores uma vez que as caracteristicas
desejaveis para um AL incluem a diminuicAo da toxicidade sistémica. Resultados

69



Resultados e Discussao

semelhantes foram descritos na literatura para nanoesferas de PLGA contendo ropivacaina
(MORAES et al., 2007) e nanoparticulas de alginato contendo bupivacaina (GRILLO et al,,
2010) uma vez que a veiculagdo destas moléculas em nanocarreadores fez com que sua
toxicidade fosse diminuida.

De acordo com os resultados de citotoxicidade encontrados, a utilizacdo do polimero
PLA foi descartada devido a toxicidade apresentada nas formulagdées, mesmo com os dados
de atividade anestésica obtidos.

Na literatura também podem ser encontrados resultados onde foram descritos baixa
citotoxicidade para o PLGA (PANYAM & LABHASETWAR, 2003; NAFEE et al., 2009;
SEMETE et al., 2010). Desta forma, o polimero escolhido para os experimentos seguintes foi
o PLGA por apresentar baixa toxicidade celular e um perfil de liberacdo mais lento (k= 0,0018
min™') quando comparado com o PCL.
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4.3. Caracterizacao das formulacoes de nanocapsulas de PLGA
preparadas com oleos diferentes contendo benzocaina

Nesta parte do trabalho, preparou-se quatro formulacdées de nanocapsulas utilizando o
polimero biodegradavel poli (D,L-lactideo-co-glicolideo) (PLGA 50:50) com diferentes 6leos
(6leo mineral USP, miristato de isopropila), oleato de decila (Cetiol®V), triglicerideo de &cido
caprilico/caprico (Myritol 318®) com o intuito de avaliar a influéncia da composicéo do nucleo
oleoso na eficiéncia de associacdo do anestésico local benzocaina, na estabilidade da
suspensao coloidal (avaliacdo de tamanho, polidispersdo e potencial zeta) e estabilidade
fisico-quimica do polimero (andlise de pH), bem como o perfil de liberagdo das formulacées e
seus respectivos mecanismos. As formulacées foram preparadas conforme metodologia

descrita no item 3.3.3.

4.3.1. Determinacéo do coeficiente de particdo da benzocaina em diferentes dleos

Foram preparadas diferentes formulagées de NC de PLGA utilizando quatro diferentes
6leos comerciais: 6leo mineral USP, miristato de isopropila, Cetiol® V e Myritol® 318, com o
intuito de obter formulacdes alternativas as ja descritas na literatura, para o carreamento
deste farmaco. Estes dleos foram escolhidos devido a serem muito utilizados em diversas
formulacbes farmacéuticas como adjuvantes de solubilizagdo e auséncia de toxicidade. Com
a finalidade de verificar em qual dos 6leos utilizados neste estudo a BZC apresentava a
melhor interacao, foram determinados os coeficientes de particao 6leo/agua (Tabela 11).
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Tabela 11: Valores de coeficiente de particdo P ., da BZC nos diferentes 6leos estudados

Sistema log P
(A) Oleo mineral USP/agua 1,133
(B) Miristato de isopropila/agua 1,392
(C) Cetiol®V/agua 0,995
(D) Myritol 318%/agua 1,591

A andlise dos coeficientes de particao mostrou que a BZC apresenta a seguinte
seqléncia de afinidade: Myritol® 318> miristato de isopropila>6leo mineral USP>Cetiol® V

indicando assim uma boa correlacdo entre a taxa de associacdo do farmaco nos diferentes

6leos como mostra a Figura 19.
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Figura 19: Correlacdo entre os valores de log P e taxa de associagao do anestésico local
BZC com as nanocapsulas de PLGA.

A andlise da Figura 19 indica uma correlacdo entre o log P e a eficiéncia de

associacdo deste farmaco r® > 0.99, indicando assim que a interacdo farmaco:6leo é

72



Resultados e Discussao

determinante para a maior associacdo deste farmaco no interior hidrofébico das
nanocapsulas (MORA-HUERTAS, et al. 2010).

4.3.2. Diametro médio, indice de polidispersao, potencial zeta e pH

Desta forma, apds o preparo das formulagcées (Tabela 12), foram determinados os
valores de diametro médio, indice de polidispersdo (indica a distribuicao de tamanho das
nanocapsulas e normalmente valores menores que 0,2 para suspensdes coloidais sdo bons
(MOHANRAJ & CHEN, 2006), potencial zeta (que reflete a carga de superficie das
nanocapsulas), pH (que indica a estabilidade fisico-quimica do polimero) e eficiéncia de
associacao (que indica a afinidade do farmaco com o sistema), sendo estes apresentados na
Tabela 11. Estes pardmetros sdo importantes uma vez que a partir destes se pode obter
informacdes sobre as caracteristicas de cada um dos sistemas coloidais preparados.

Tabela 12: Valores de diametro médio (nm), polidispersao, potencial zeta (mV) e taxa de

associacao das diferentes suspensdes de NC PLGA contendo BZC.

Parametro Formulacéao A Formulacao B Formulacao C Formulacao D
Diametro médio 138,1 £0,3 149,4+£26 169,4+£1.4 149,9 £ 51
(nm)
Polidispersao 0,108 + 0,008 0,260 + 0,014 0,161 + 0,002 0,087 + 0,006
Taxa de 72,4+1.2 73,3+0,8 67,5+0,9 75,6 £0,9
associagao (%)
Potencial zeta -21,8+41 -21,2+0,2 -17,9+1,7 -26,9+1,4
(mV)
pH 3,76 3,75 3,73 3,69
tso (min) 130 99 88 218
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Os resultados apresentados na Tabela 12 indicam que as diferentes suspensdes de
NC PLGA contendo o anestésico local benzocaina apresentaram parametros compativeis
com suspensdes coloidais descritas na literatura (GUTERRES, et al. 1995).

Em relacdo ao tamanho, a formulacao B apresentou valores iniciais de polidispersao
acima de 0,2, que indica que esta formulacdo ndo apresenta uma boa distribuicdo de
tamanho. A formulacéo D foi a que apresentou potencial zeta mais negativo, valores estes
que indicam uma boa estabilidade coloidal devido a uma repulsdo eletrostatica entre as
nanoparticulas (MOHANRAJ & CHEN, 2006; MORA-HUERTAS, et al. 2010).

Uma vez feita a caracterizagdo inicial destas suspensdées de NC de PLGA com
diferentes 6leos, a eficiéncia de associacdo de BZC foi avaliada utilizando uma curva
analitica previamente validada para BZC.

Alguns trabalhos na literatura relatam a associagdo de BZC em NC de PLGA com
niicleo oleoso composto com Miglyol® 810 e o valor de BZC associada foi por volta de 73%
(MORAES, et al. 2009; MELO, et al. 2010).

Varios fatores podem influenciar na eficiéncia de encapsulamento de farmacos em
nanocapsulas produzidas pelo método de nanoprecipitacao, particularmente a polaridade do
farmaco em questdo. Geralmente farmacos mais apolares apresentam uma eficiéncia de
encapsulamento maior que 70% (MA, et al. 2001; STELLA, et al. 2007)

Neste trabalho, o maior valor de associagdo encontrado foi de 75,6% para a
formulacédo D. Este resultado é compativel com o valor de P encontrado. Acredita-se que a
alta eficiéncia de encapsulamento de BZC na formulagdo D é devido a maior solubilidade em
Myritol® 318. Alguns trabalhos na literatura relatam que a porcentagem de encapsulamento
esta relacionada com a solubilidade do farmaco no nucleo oleoso (LOSA, et al. 1993;
FRESTA, et al. 1996; BLOUZA, et al. 2006, MORA-HUERTAS, et al. 2010).
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4.3.3. Estabilidade das suspensdées de nanocapsulas de PLGA preparadas com

diferentes oleos contendo benzocaina

Para avaliacdo da estabilidade das formulagdes A, B, C e D, determinou-se os
parametros de didmetro médio, polidispersao, potencial zeta e pH nos tempos zero (dia de
preparo), 30 e 60 dias de armazenamento em temperatura ambiente.

A partir da Figura 20, observa-se que o diametro médio de particula para as
formulacdes A, C e D analisadas mantiveram-se praticamente constantes no periodo de zero
a 60 dias, indicando que estas formulagdes sdo estaveis quanto ao tamanho por pelo menos
60 dias, ndo havendo formagdo de agregados que seriam evidenciados pelo aumento do
tamanho de particula. Com a formulacdo B observamos um grande aumento no diametro
médio da particula principalmente no intervalo entre o tempo zero e 30 dias. Este aumento
no tamanho pode estar associado a possivel formacdo de agregados indicando que o
miristato de isopropila utilizado nesta formulagdo n&o proporcionou uma estabilidade
adequada para didametro médio.

Além das medidas de diametro foram acompanhados também a polidispersdo. A
Figura 21 apresenta a variacdo da polidispersdo em funcédo do tempo para as formulacdes A,
B, CeD.
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Figura 20: Diametro médio (nm) de particulas em fung¢édo do tempo (zero, 30 e 60 dias) para
as quatro formulagdes de NC de PLGA com BZC.

A partir da Figura 20, é possivel observar que o didametro médio de particula para as
formulacdes A, C e D analisadas mantiveram-se praticamente constantes no periodo de zero
a 60 dias, indicando que estas formulagdes sao estaveis quanto ao tamanho por pelo menos
60 dias, ndo havendo formagdo de agregados que seriam evidenciados pelo aumento do
tamanho de particula. Com a formulacdo B observamos um grande aumento no diametro
médio da particula principalmente no intervalo entre o tempo zero e 30 dias. Este aumento
no tamanho pode estar associado a possivel formacdo de agregados indicando que o
miristato de isopropila utilizado nesta formulagdo n&o proporcionou uma estabilidade
adequada para diametro médio.

Além das medidas de diametro foram acompanhados também a polidispersdo. A
Figura 21 apresenta a variacao da polidispersao em funcado do tempo para as formulagdes A,
B, CeD.
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Figura 21: indice de polidispersdo de particulas em fungdo do tempo (zero, 30 e 60 dias)
para as quatro formulacdes de NC de PLGA com BZC.

A polidispersao indica a distribuigdo de tamanho das nanoparticulas e este valor deve
ser de no maximo 0,2, pois representam que a distribuicao se encontra em uma estreita faixa
de tamanhos. Grandes variagcdes do valor de polidispersdo em funcao do tempo podem
indicar formacao de agregados, que aumentaram a faixa de distribuicdo das nanoparticulas
(MOHANRAJ & CHEN, 2006). De acordo com a Figura 21, observa-se que houve pequenas
variagdes de polidispersdo para todas formulacdes em funcdo do tempo, entretanto a
formulacado B apresentou polidispersao maiores que 0,2 desde o inicio e ao longo do tempo
de analise realizado. Esses valores altos de polidispersdao indicam heterogeneidade do
tamanho das NC. Esses resultados mostram mais uma vez que a formulacdo B néo
apresentou estabilidade adequada.

Outro parametro investigado foi o potencial zeta, uma vez que é um importante
parametro indicativo de estabilidade das NC em solugédo. A Figura 22 apresenta o valor de
potencial zeta para as quatro formulagdes estudadas em funcao do tempo para o periodo
entre zero e 60 dias.
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Figura 22: Potencial zeta (mV) de particulas em funcao do tempo (zero, 30 e 60 dias) para
as quatro formulagdes de NC de PLGA com BZC.

O potencial zeta reflete a carga de superficie das NC. Esse parametro pode ser
influenciado pela composicado da particula, meio dispersante, pH e forca ibnica do meio. A
Figura 22 mostra que todas as formulacdes sofreram variacbes em funcao do tempo. Em
mddulo, quanto maior o valor numérico de potencial zeta, mais estavel é a suspensao de NC.
Com isso, a formulacéo que apresentou melhores valores de potencial zeta desde o inicio e
em funcao do tempo foi a formulagao D, indicando uma maior estabilidade desta formulacao.

O dltimo parametro de estabilidade investigado das NC foi o pH. A Figura 23
apresenta o comportamento do pH das quatro formulacées de NC de PLGA contendo BZC
em funcao do tempo. A andlise do pH em funcao do tempo € importante para assegurar a
estabilidade das suspensbes de NC, pois a alteracdo de pH pode indicar degradacéo do
polimero. Este fato se deve a hidrolise do polimero, liberando alguns de seus componentes
(SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Figura 23: Valores de pH das formulagcées de NC de PLGA com BZC em fungéao do tempo

(zero e 60 dias) de armazenamento em temperatura ambiente (n=3).

Em todas as formulacées observou-se variacbes nos valores de pH em funcéo do
tempo tendendo a estabilizacdo, mas uma queda mais acentuada para as formulagdes A e C
Essas variacoes podem estar associadas a degradacao do polimero produzindo acido latico
livre causando diminuicao de pH (GUTERRES, et al. 1995).

4.3.4. Cinética de liberacao in vitro da benzocaina em suspensoes de nanocapsulas de
PLGA

O perfil de liberacao de formulacées BZC e NC também foi avaliado, uma vez que este
parametro € bastante relevante quando se considera a eficiéncia terapéutica de um farmaco.
Desta forma, é fundamental para a caracterizacao deste tipo de sistema obter informacdes
sobre o comportamento e mecanismo de liberacdo (SCHAFFAZICK, et al. 2003).
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A liberacdo da BZC foi determinada na auséncia e presenca de NC de PLGA
preparadas com diferentes tipos de 6leo em funcdo do tempo (Figura 24) utilizando as

mesmas condicoes ja descritas no item 4.2.3.
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Figura 24: Liberacao cumulativa da BZC (%) em solugcdo e em suspensao de nanocapsulas
de PLGA (n=3). Formulacdo A (6leo mineral), formulacdo B (miristato de isopropila),

formulagdo C (Cetiol® V) e formulagéo D (Myritol® 318).

A Figura 24 mostra os perfis de liberacdo da BZC livre e associada as quatro
formulacbes de NC de PLGA preparadas com diferentes éleos em funcado do tempo e em
temperatura ambiente. A partir das curvas foi possivel observar que a liberacao total (100%)
de BZC livre em solucao ocorreu apos 250 minutos e um tempo para liberacao de 50% (ts09%)
de 70 min. As quatro formulagdes testadas demonstraram modificagdo do perfil de liberacéao
de benzocaina em relagcdo ao farmaco sozinho. Os valores de tspe, S40 apresentados na
Tabela 7, onde se p6de observar que a maior modificacdo no perfil de liberacéao foi obtido
para as nanocdapsulas da formulagéo D (isto é, contendo Myritol® 318), indicando assim que

a maior associacao deste farmaco fez com que a liberacdo fosse mais lenta (ROMERO-
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CANO, et al. 2002). No entanto, néo foi observada uma boa correlagao entre os valores de
taxa de associacao (Formulacdo D>B>A>C) e 0 ts50 (Formulacdo D>A>B>C), isto pode ser
devido a possiveis diferencas de interacdes entre os componentes da formulacgéao,
farmaco/tensoativo/polimero/éleo, o que pode fazer com que este perfil de liberacao seja
diferente.

Desta forma, pode-se observar que um dos fatores que estdo influenciando o
mecanismo de liberagdo do farmaco das nanocapsulas € a interacdo farmaco:éleo
(coeficiente de particdo) e farmaco:nanocapsulas (taxa de associacdo), além de outros
fendbmenos fisico-quimicos (COSTA & LOBO, 2001). A partir dos perfis de liberacao foi
possivel aplicar diversos modelos a fim de verificar os possiveis mecanismos de liberagéo
dos farmacos das nanocapsulas (POLAKOVICK, et al., 1999), uma vez que pode estar
associado a estes processos que incluem a dessorcao do farmaco da superficie da particula,
difusdo através dos poros da matriz ou parede polimérica, desintegracdo ou erosao da
particula (POLAKOVICK et al., 1999; COSTA & LOBO, 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Alguns estudos prévios demonstram que a associacao da BZC com NC de PLGA e
PLA (contendo Miglyol® como nucleo oleoso) modificam o perfil de liberagdo do farmaco das
nanoparticulas (MORAES et. al., 2009; MELO et al., 2010).

4.3.4.1. Modelo matematico para avaliacdo do mecanismo de liberacao da
benzocaina a partir das nanocapsulas de PLGA preparadas com diferentes dleos

Com o objetivo de investigar o mecanismo de liberacdo da BZC a partir das NC de
PLGA, foi aplicado o modelo tedérico de Korsmeyer-Peppas conforme ja descrito
anteriormente no item 3.4.12. (COSTA & LOBO, 2001). A partir das curvas de liberacao
foram feitas as regressoes lineares para determinacado dos coeficientes de correlagéo (r) e
constante de liberacao (k). Os resultados obtidos a partir da Figura 25 encontram-se na
Tabela 13.
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Tabela 13: Valores dos parametros obtidos a partir da aplicacdo dos modelos matematicos
para as curvas de liberacdo de BZC associada as NC de PLGA.

Parametro A B C D
n=0,73 n=0,91 n=0,85 n=0,79
Constante cinética (k) 0,0059 min ™ 0,0057 min™  0,0144 min™  0,0052 min™
Coeficiente de 0,988 0,980 0,985 0,992

correlacao (r)

Formulagéo com: A (6leo mineral); B (miristato de isopropila); C (Cetiol®V) e D (Myritol® 318)
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Figura 25: Resultados obtidos usando o modelo matematico de Korsmeyer-Peppas a)
Formulagédo com 6leo mineral; b) Formulagdo com miristato de isopropila; ¢) Formulagdo com
Cetiol® V; d) Formulagdo com Myritol ® 318.

s

O modelo Korsmeyer-Peppas é utilizado para descrever a liberacdo de um soluto
quando o0 mecanismo que prevalece € uma combinacao da difusdo do farmaco (transporte
Fickiano) e/ou do transporte Caso Il (ndo-Fickiano, controlado pelo relaxamento das cadeias
poliméricas) (RITGER & PEPPAS, 1987; KORSMEYER & PEPPAS, 1991). Neste modelo

leva-se em conta ndo sé processos difusivos, mas também um componente que avalia o
83



Resultados e Discussao

relaxamento da matriz polimérica como processos determinantes na liberagcdo do farmaco.
(COSTA & LOBO, 2001)

Korsmeyer e colaboradores (1983) determinaram que valores de expoente de
liberacdo n para caracterizar os diferentes mecanismos de liberacdo (transporte Fickiano,
transporte tipo caso I, etc), onde para valores de n (0.45 < n <1.00) indicam cinética de
transporte anémalo, ou seja, uma combinacdo dos dois mecanismos de difusdo e de
transporte Caso Il. Nos sistemas de liberacdo controlada, a extensdo e a velocidade de
liberacdo do farmaco resultam da combinacao da difusdo com o transporte de Caso Il das
moléculas de farmaco através das cadeias poliméricas (RITGER e PEPPAS, 1987). Nestes
casos, a difusdo obedece as leis de Fick, enquanto o transporte de Caso Il reflete a influéncia
do relaxamento do polimero no movimento das moléculas na matriz.

A analise das curvas de liberacdo apds o tratamento matematico de Korsmeyer-
Peppas forneceu valores de constante de taxa de liberagdo, k, (min™') para as formulagdes A
(6leo mineral), B (miristato de isopropila), C (Cetiol® V) e D (Myritol® 318) de 0,0059, 0,0057,
0,0144 e 0,0052 min™' respectivamente, indicando que a formulagdo D teve uma liberacédo
mais lenta quando comparada as outras formulacdes. Os valores de expoente de liberacao
foram 0.73 (formulagcao A), 0.91 (formulacao B), 0.85 (formulagédo C) e 0.79 (formulacao D).
Estes valores indicam que para todas as formulagdes testadas ha uma combinacdo de dois
mecanismos (difusao e relaxamento) envolvidos no processo de liberacao.

As caracteristicas obtidas pela associacdo da BZC foram melhores nas formulacdes
contendo o 6leo Myritol 318® em vez dos demais 6leos testados (6leo mineral, miristato de
isopropila, Cetiol® V), uma vez que esta formulagdo apresentou maior eficiéncia de
associacao (75,6%) e melhores parametros de estabilidade em um periodo de 60 dias
quando comparada com as outras formulacdes preparadas com outros 6leos, bem como a
maior alteracao no perfil de liberacado deste farmaco.

Sendo assim, a formulacdo D foi escolhida para realizacdo de um processo de

otimizac&do do preparo através de um planejamento fatorial fracionario 2*.
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4.4. Otimizacao do preparo da formulacao de nanocapsulas de PLGA

com benzocaina: Planejamento fatorial fracionario 2*"

As NC de PLGA foram preparadas segundo o método de deposicao interfacial de
polimeros pré-formados, como descrito no item 3.3.3. Durante o preparo de NP, diversos
fatores sdao importantes para determinar as propriedades das particulas, tais como
concentracao, composicdo e massa molar do polimero; tipo e volume do solvente orgéanico;
tipo e concentracdo do tensoativo/ estabilizante; volume de fase aquosa; temperatura;
velocidade, tempo e tipo de agitacdo (em métodos que envolvem emulsificagdo) (DUAN et
al., 2006).

A composicdo quali e quantitativa de formulagbes com nano ou microparticulas
poliméricas sao fatores determinantes para garantir propriedades adequadas e estabilidade
das formulagcbes. Por isso, planejar o preparo de formulagées contendo nano ou
microparticulas através de planejamentos fatoriais tem sido uma estratégia muito utilizada
atualmente a fim de estimar os contrastes dos paradmetros envolvidos no preparo dessas
formulacbes sobre determinadas propriedades, como tamanho, eficiéncia de associacdo do
farmaco, entre outras (VANDERVOORT & LUDWIG, 2002; DERAKHSHANDEH et al., 2007;
MONDAL et al., 2008; CHANG et al., 2009).

A fim de definir condicdes quantitativas ideais para a obtencéo de NC satisfatorias, um
planejamento fatorial 2*" foi aplicado ao preparo de NC de PLGA contendo BZC.

Segundo a matriz do planejamento fatorial 2*" foram preparadas, através do método
de deposicao interfacial de polimeros pré-formados, 8 formulacées em duplicata de maneira
aleatéria. Os fatores variados em 2 niveis foram concentracées de PLGA, Myritol® 318,
Tween® 80 e Span® 60. A escolha da variagdo dos niveis foi baseada em testes preliminares
e pesquisa em literatura. Os efeitos dos fatores foram avaliados sobre quatro respostas:

tamanho de particulas, polidispersao (PDI), potencial zeta e eficiéncia de associagao.

Os resultados absolutos obtidos com o planejamento aplicado ao preparo de
suspensdes de NC de PLGA com BZC estao descritos nas Tabelas 14.
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Tabela 14: Matriz do planejamento fatorial 2*' e resultados de tamanho, polidisperséo (PDI),
potencial zeta e eficiéncia de associacao, obtidos a partir do planejamento para suspensdes
de NC de PLGA com BZC

Eficiéncia

Formulagio | A| B| C| D Tamanho i Potencial de )

(nm) zeta (mV) | associacao
(%)
1.1 - - -] - 250,1 0,073 -34,3 86,6
1.2 - -] - 188,5 0,034 -27,5 84,8
2.1 + -] -+ 180,6 0,114 -27,9 80,8
2.2 + -] -+ 199,2 0,091 -27,2 79,4
3.1 -+ -+ 321,3 0,139 -41,3 90,8
3.2 -+ -+ 243,9 0,082 -31,5 88,5
4.1 + |+ |- |- 2544 0,058 -24,3 81,8
4.2 + |+ |- |- 205,9 0,133 -30,5 82,1
5.1 - -+ ]+ 186,8 0,069 27,7 85,6
5.2 I 192,3 0,087 -23,4 77,7
6.1 + -+ - 189,9 0,102 -31,0 77,9
6.2 + -+ - 186,3 0,096 -31,6 78,7
7.1 -+ [+ - 237,9 0,109 -33,4 81,4
7.2 -+ +] - 232,8 0,092 -33,6 78,0
8.1 + |+ |+ |+ 275,1 0,114 -29,6 81,7
8.2 + |+ |+ |+ 218,7 0,141 -31,4 79,6

A: PLGA; B: Myritol 318; C: Span 60; D: Tween 80

As particulas apresentaram tamanho na faixa de 180 a 275 nm polidispersdo menor

que 0.2 e potencial zeta em boa faixa de estabilidade coloidal e associagao.
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4.4.1. Efeito dos fatores sobre o tamanho, polidispersao, potencial zeta e eficiéncia de

associacao de benzocaina em nanocapsulas poliméricas

Os tamanhos das NC de PLGA contendo BZC foram determinados pela técnica de
espectroscopia de correlacao de foéton, como descrito no item 3.4.7. De forma avaliar a
influéncia da variagao dos fatores em 2 niveis sobre o tamanho de particula de NC de PLGA
contendo BZC, foram construidos graficos de Pareto, a partir dos resultados de tamanho
obtidos com o planejamento fatorial 2*", descritos nas tabelas 19 e 20, respectivamente.

A Figura 26 apresenta os contrastes dos fatores concentracdo sobre o diametro das
NC de PLGA.

s | =
PLGA
Tween8
smeo| [
o 1 2 3 4 s

Heito sore DiaretroMédo

Figura 26: Efeito dos fatores sobre o tamanho das NC de PLGA contendo BZC. Resultados
obtidos com 95,0% de confianga.

Na Tabela 15 estdo descritos os valores estimados dos efeitos sobre o tamanho das
NC de PLGA. Para testar a significAncia estatistica dos efeitos causados pelas variacdoes nos
fatores estudados, realizou-se analise de variancia (ANOVA) para os resultados obtidos,
estes resultados estdo descritos na Tabela 15.
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Tabela 15: Estimativa dos efeitos e valores de p (ANOVA) para variacao de tamanho de NC
de PLGA com BZC.

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PLGA - 18,23 0,1988
Myritol®318 + 53,05 0,0025*
Span® 60 + 7,84 0,5670
Tween® 80 -13,64 0,3274

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

Segundo os resultados observados na Figura 26 e Tabela 15, somente o efeito
causado pela variagdo de Myritol® 318 obteve p<0,05, indicando que este efeito é
significativamente diferente de zero, com nivel de confianga de 95,0%. O valor numérico
estimado de efeito do Myritol® 318 sobre o tamanho das NC (+53,05) apresenta sinal
positivo, o que representa que quanto maior a concentragdo de Myritol® 318, maior o
tamanho de particula. As variagdes na concentracdo de PLGA, Span® 60 e Tween® 80 nio

causaram alteracOes estatisticamente significativas sobre o tamanho de particula.

Bouchemal e colaboradores (2004) avaliaram o tamanho de particulas em
nanoemulsées em funcdo de diferentes tipos de O&leos, tensoativos e solventes. A
viscosidade do 6leo € determinante para o tamanho de nanoparticulas. Os resultados
demonstraram que quanto mais viscoso o 6leo, menor o tamanho de particula, assim,
particulas menores foram obtidas com a-tocoferol e hexil-laurato se comparadas as
particulas preparadas com Myritol® e Miglyol®.

O aumento da concentracdo de Myritol® 318 favoreceu aumento do tamanho das
particulas, mas ndo aumento de polidispersidade em NC de PLGA. O Myritol® 318 em
concentracdes maiores pode agir dificultando a difusdo da acetona para a agua, gerando

nanoparticulas maiores.

Moraes e colaboradores (2009) também avaliaram tamanho, polidisperséo, potencial
zeta, pH e eficiéncia de associacao de NC de PLGA contendo BZC em funcao da variacédo
da concentragao de polimero, 6leo e tensoativos em concentracdes diferentes das estudadas
neste trabalho. Os resultados demonstraram que o aumento da quantidade de éleo
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favoreceu 0 aumento do tamanho de particula e aumento do indice polidispersao. A variacdo
na concentracdo dos demais componentes ndo causou alteragdes significativas para o

parametro tamanho.

A fim de avaliar a influéncia da variacao dos fatores em 2 niveis sobre a polidispersao
de NC de PLGA contendo BZC, foram construidos graficos de Pareto a partir dos resultados
de polidispersao descritos nas Tabela 17, respectivamente.

Na Figura 27, tém-se os efeitos das variagbes dos fatores estudados sobre a
polidispersdao das NC de PLGA contendo BZC. A estimativa dos efeitos e ANOVA para os
resultados de polidispersao obtidos estao descritas na Tabela 16.

PLGA -
./ -
Tveen8)
Myritd 318
Seen60

ot
—_

2 3 4 5
Heito sore Rolidspersdo

Figura 27: Efeito dos fatores sobre a polidispersdo das NC de PLGA contendo BZC.
Resultados obtidos com 95,0% de confiancga.
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Tabela 16: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a polidisperséao e valores de p (ANOVA)
para variacao de polidispersdo em NC de PLGA com BZC

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PLGA + 0,092 0,0021*
Myritol® 318 + 0,032 0,0506*
Span 60 + 0,002 0,8462
Tween 80 + 0,022 0,0180

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

Segundo os resultados observados na Figura 27 e Tabela 16, a variacdo de PLGA e
Tween 80 obtiveram p<0,05 sobre a polidisperséo, indicado que variagées na concentracdo
desses componentes sdo capazes de causar alteracdes estatisticamente significativas na
polidispersdo. As variagbes na concentracdo de Myritol 318 e Span 60 ndao causaram
alteracOes estatisticamente significativas sobre a polidispersdo das NC.

Moraes e colaboradores (2009) observaram que o aumento da concentracao do 6leo
favoreceu o aumento do indice de polispersao, diferentemente do que foi observado neste
trabalho. Observando o grafico de Pareto, existe uma tendéncia do aumento da
concentragdo de Oleo em favorecer o aumento do indice de polidispersdo, porém nas

concentracdes utilizadas nas variacées nao foram consideradas significativas.

Para avaliar a influéncia da variacdo dos fatores em 2 niveis sobre o potencial zeta de
NC de PLGA contendo BZC, foram construidos graficos de Pareto a partir dos resultados de

potencial zeta descritos na Tabela 17, respectivamente.

Na Figura 28 estdo demonstrados os efeitos das variacbes nos fatores estudados
sobre o potencial zeta das NC de PLGA contendo BZC. A estimativa dos efeitos dos fatores

sobre o potencial zeta e ANOVA para estes resultados estao descritos na Tabela 17.
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Figura 28: Efeito dos fatores sobre o potencial zeta das NC de PLGA contendo BZC.

Resultados obtidos com 95,0% de confianga.

Tabela 17: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre o potencial zeta e valores de p (ANOVA)

para variagao do potencial zeta em NC de PLGA com BZC

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PLGA + 4,03 0,0559
Myritol® 318 -2,76 0,1699
Span 60 -1,48 0,4442
Tween 80 + 0,63 0,7399

* Resultados obtidos com 95,0% de confianca

A partir dos resultados demonstrados na Figura 28 e Tabela 17 é possivel afirmar
que a variagdo de nenhum dos fatores € capaz de causar alteracdes significativas no
potencial zeta das NC de PLGA com BZC.

Poucos trabalhos relatam a influéncia dos componentes de formulagcées de
nanoparticulas sobre o potencial zeta, pois € uma propriedade pouco afetada. Os resultados
mostram que para NC de PLGA a alteracdao de nenhum dos fatores foi capaz de produzir

variagoes significativas sobre o valor de potencial zeta. Resultados semelhantes também
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podem ser encontrados na literatura para avaliacao de potencial zeta em formulagdes de NC
de PLGA contendo BZC (MORAES et al., 2009)

Quintanar-Guerrero e colaboradores (1998) avaliaram a influéncia de diferentes
concentracdes de polimero sobre o tamanho e potencial zeta de nanocapsulas de PLA
preparadas pelo método de emulsificagdo-difusdo do solvente. Os resultados demonstraram
que o aumento da concentragdo de polimero leva ao aumento do tamanho das NC, ja o
potencial zeta ndo sofreu nenhuma alteragao significativa com as variagées na concentracao

de polimero.

Além dos demais parametros descritos acima, a eficiéncia de associacao de BZC em
NC de PLGA foi avaliada através do método de ultrafiltragcdo/centrifugacao, descrito no item

3.3.9, utilizando metodologia analitica descrita no item 3.3.1.

Para avaliar a influéncia da variacdo dos fatores em 2 niveis sobre a eficiéncia de
associacdo de BZC em NC de PLGA, foram construidos graficos de Pareto a partir dos

resultados de taxa de associagéo descritos nas tabelas 19 e 20, respectivamente.

Na Figura 29 estdo demonstrados os efeitos das variagbes nos fatores estudados
sobre a eficiéncia de associagcdo de BZC em NC de PLGA. A estimativa dos efeitos dos
fatores sobre o potencial zeta e ANOVA para os resultados de eficiéncia de associacéo

obtidos estao descritos na Tabela 18.
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Figura 29: Efeito dos fatores sobre a eficiéncia de associagdo das NC de PLGA contendo

BZC. Resultados obtidos com 95,0% de confiancga.

Tabela 18: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a eficiéncia de associagao e valores de p

(ANOVA) para variagéo taxa de associagdo em NC de PLGA com BZC

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PLGA -4,54 0,0347*
Miglyol + 0,49 0,7974

Span 60 - 0,38 0,8421
Tween 80 -3,95 0,0595

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

Segundo os resultados obtidos com a ANOVA (Tabela 18) e visualizados na Figura
29, somente variacbes na concentracdo de PLGA sdo capazes de causar alteracdes
estatisticamente significativas sobre a eficiéncia de associagdo, sendo que a diminuicao da
concentracao de PLGA aumenta a eficiéncia de associacdo de BZC em NC de PLGA.

O aumento da concentragdo de Tween® 80 ndo favoreceu aumento da eficiéncia de

associacdao da BZC nas nanoparticulas significativamente. Os tensoativos estabilizam as
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nanoparticulas, evitando formacado de agregados através de impedimento estérico ou
estabilizacao por carga. Essas moléculas ficam localizadas na interface entre a fase organica
e aquosa e, com isso, podem dificultar a difusdo do farmaco da fase organica para fase
aquosa e o farmaco tende a ficar associado na nanoparticula. Devido a esse efeito
interfacial, quanto maior a concentracdo de tensoativo, maior a eficiéncia de associacao do

farmaco na nanoparticula polimérica (SAHOO et al., 2002).

Os resultados encontrados neste estudo contrastam com os encontrados na literatura,
uma vez que € descrito um aumento na eficiéncia de associagdo com aumento da
concentracao de polimero e tensoativos (BUDHIAN et al., 2007; MORAES et al., 2009).

O aumento da eficiéncia de associacado do farmaco nas nanoparticulas causado pelo
aumento da concentracao de polimero se deve ao aumento da viscosidade da fase organica
que aumenta a resisténcia de difusdao das moléculas do farmaco da fase organica para a fase
aquosa, permitindo maior associagcao do farmaco nas nanoparticulas (BUDHIAN et al., 2007).
Neste estudo isso ndo foi observado uma vez que as formulagbes que tiveram uma maior
eficiéncia de associacdo foram aquelas que apresentavam uma menor concentragdo de
polimero, indicando que a eficiéncia de associacdo pode estar relacionada com outros
parametros, como interacdo do AL com outros componentes da formulagao.

A partir dos resultados obtidos com o planejamento fatorial fracionario, observou-se
que a composicdo quantitativa das NC poliméricas € importante para determinar
propriedades de nanoparticulas, como tamanho, polidispersao, potencial zeta e eficiéncia de

associacao.

Diversos trabalhos usam planejamentos fatoriais a fim de estimar os contrastes dos
parametros envolvidos no preparo de formulagdes de nanoparticulas sobre determinadas
propriedades, como tamanho, eficiéncia de associacdo do farmaco, entre outras
(VANDERVOORT & LUDWIG, 2002; DERAKHSHANDEH et al., 2007; MONDAL et al., 2008;
MORAES et al., 2009).

Mondal e colaboradores (2008) avaliaram o efeito de variacdes na concentracdo de
polimero, tensoativo (Span® 20) e proporcao de fase organica e aquosa sobre o diametro de
nanoparticulas de PLGA. Tal estudo foi realizado a partir de um planejamento fatorial 2%. Os
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resultados demonstraram que ha diminuicao significativa no tamanho das nanoparticulas em
3 casos: quando ha aumento simultdneo da concentracdo de tensoativo e volume da fase
organica ou diminuicdo da concentracdo de polimero associada ao aumento de volume de
fase organica, ou ainda, quando ha diminuicdo da concentracdo de polimero associada ao

aumento da concentracao de tensoativo.

Derakhshandeh e colaboradores (2007) estudaram a influéncia da concentracédo de
polimero (PLGA), estabilizante (PVA) e volumes de fase organica e aquosa a partir de
planejamento fatorial 2%, sobre a eficiéncia de associagdo do farmaco (anticancerigeno) em
nanoparticulas poliméricas obtidas pelo método de nanoprecipitacdo. Os resultados
indicaram que concentracdo de polimero, bem como os volumes de fase organica e aquosa
exercem influéncia significativa sobre a eficiéncia de associagdo do farmaco nas
nanoparticulas, sendo que quanto maior a concentragéo de polimero e menor os volumes de

fase organica e aquosa, maior a eficiéncia de associagao.

A industria farmacéutica visa produzir formulacées de baixo custo, a etapa de
desenvolvimento de formulacdo é importante para garantir a obtencao de formulacées com
propriedades adequadas, sem que haja gasto excessivo de material. Formulagdes contendo
nanoparticulas poliméricas apresentam custo relativamente elevado se comparado a
formulacbes farmacéuticas convencionais, o parametro escolhido como determinante para a
escolha das formulacdes adequadas neste estudo foi a eficiéncia de associacdo. Com isso,
foram escolhidas como formulacdes adequadas as correspondentes aos numeros 1 € 3 do
planejamento fatorial pois estas apresentaram maior eficiéncia de associagdo de BZC nas
nanoparticulas e tamanho adequado para a via de administracao.

Outra etapa bastante importante do desenvolvimento de formulagdes € a avaliacao da

estabilidade fisico-quimica para assegurar sua seguranca e eficacia.
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4.4.2. Estabilidade das suspensoes de nanocapsulas poliméricas

Para avaliagdo da estabilidade das suspensdes de NC de PLGA foram mensuradas
algumas propriedades fisico-quimicas como tamanho, polidispersao, potencial zeta, pH e
eficiéncia de associagcdo em funcdo do tempo (zero, 30, 60 e 120 dias), sendo todas

amostras armazenadas a temperatura ambiente.

Foram preparadas suspensdes de NC de PLGA contendo BZC empregando-se os
niveis de concentracdo de matérias-primas descritas no planejamento fatorial para as
formulacées identificadas como 1 e 3 para NC de PLGA com BZC. Assim, nas formulacdes
identificadas como 1 foram empregados 100 mg de polimero PLGA, 50 mg de BZC, 200 mg
de Myritol® 318 e 40 mg de Span® 60 dissolvidos em 30 mL de acetona, e 60 mg de
Tween® 80 dissolvidos em 30 mL de agua. Ja nas formulagdes identificadas como 3 foram
empregados 100 mg de polimero PLGA ou PCL, 50 mg de BZC, 300 mg de Myritol® 318 e
60 mg de Span® 60 dissolvidos em 30 mL de acetona e 60 mg de Tween® 80 dissolvidos
em 30 mL de agua. Todas as formulacdes tiveram como etapa final do processo a reducao
do volume até 10 mL.

Nas Figuras 30 e 31 sdo observados graficos de distribuicdo de tamanho de particulas
por intensidade obtidos pelo software ZetaSizer Nano a partir de medidas de espalhamento
de luz para NC de PLGA contendo BZC (formulacdes 1 e 3).

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 30 e 31 observou-se que para todas
as formulagdes a distribuicdo de tamanho manteve-se constante e unimodal no periodo de

até 120 dias, indicando boa estabilidade das suspensdes de NC.
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Figura 30: Distribuicao de tamanho de particula (nm) por intensidade (%) da formulacdo 1 de

PLGA com BZC nos tempos zero, 30, 60 e 120 dias.
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Figura 31: Distribuicao de tamanho de particula (nm) por intensidade (%) da formulacao 3 de

PLGA com BZC nos tempos zero, 30, 60 e 120 dias.

A partir dos dados acima, foram construidos graficos de didmetro de particula em

funcéo do tempo, sendo estes apresentados na Figura 32.
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Figura 32: Tamanho (nm) de particula em funcao do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) para
formulacbées 1 e 3 de NC de PLGA com BZC.

Segundo a Figura 32, observou-se que o tamanho das particulas das duas
formulagdes permaneceu constante até 90 dias e em 120 dias, um aumento no tamanho das
particulas foi observado. O aumento do tamanho de particula pode estar associado a
possivel formacao de agregados indicando, assim, que quanto ao tamanho, essa formulacao
s6 é estavel em um periodo de até 90 dias.

A diferenga na composicao dessas duas formulagdes € que na formulagédo 3 observa-
se uma maior quantidade de 6leo e de Span® 60. Neste sentido, observa-se que a
formulacdo 3 em funcdo da maior quantidade de 6leo apresentou uma distribuicao de
tamanho maior. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura para tamanho de
nanoparticulas poliméricas (GUTERRES et al., 1995; POHLMANN et al., 2002; MULLER et
al., 2004; MORAES et al., 2009)

Outro parametro investigado foi o indice de polidispersao, que pode ser indicativo de
estabilidade uma vez que representa a faixa de distribuicdo de tamanho de particula. Valores
altos de indice de polidispersao indicam heterogeneidade do tamanho de particulas em

suspensao, variagdes nos valores de polidispersdo em funcdo do tempo indicam formacéao
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de populacbées de particulas com tamanhos que nao existiam inicialmente, podendo ser
decorrente de agregacdo ou quebra/ degradacdo de particulas. indices de polidispersao
menores que 0,2 sdo ideais por representarem que a distribuicdo do tamanho de particulas

se encontra em uma estreita faixa de tamanhos.

A variacao da polidispersao em funcao do tempo pode ser observada na Figura 33.
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Figura 33: Polidispersdo de particula em funcéo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) para
formulacboes 1 e 3 de NC de PLGA com BZC.

Como demonstrado na Figura 33, todos os resultados demonstrados indicaram bons

indices de polidispersao, estando todos abaixo de 0,2.

A estabilidade das formulagbes também foi avaliada em funcado do potencial zeta,
parametro este que reflete a carga na superficie das particulas. Na auséncia de mecanismos
estéricos, a estabilidade de nanoparticulas € determinada pelo balango de forgas repulsivas
e atrativas que as particulas apresentam. Assim, grandes forcas repulsivas tendem a evitar
agregacao. Nanoparticulas com potencial zeta de aproximadamente (+/-) 30 mV sdo mais
estaveis em suspensao (SCHAFFAZICK et al., 2003; MOHANRAJ & CHEN, 2006).

A variacao do potencial zeta em funcao do tempo pode ser observada na Figura 34.
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Figura 34: Potencial zeta (mV) de particula em funcdo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para formulacées 1 e 3 de NC de PLGA com BZC.

A Figura 34 indica que os valores de potencial zeta em funcdo do tempo néao
apresentaram grandes alterac6es uma vez que estes ficaram entre -30 e -40 mV. Resultados
semelhantes para valores de potencial zeta em funcdo do tempo sdo encontrados na
literatura (GRILLO et al., 2010).

A eficiéncia de associacdo de farmaco nas nanoparticulas foi avaliada em fungédo do

tempo, sendo os resultados apresentado na Figura 35.
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Figura 35: Taxa de associacao (%) do farmaco nas particulas em funcao do tempo (zero, 15,
60 e 120 dias) para formulacoes 3 e 8 de NC de PLGA com BZC.

Segundo a Figura 35, as formulacées 1 e 3 de NC de PLGA com BZC apresentaram
pouca diferenca na eficiéncia de associacao de BZC nas NC, entretanto até 120 dias houve
um pequeno aumento na taxa de associacao do farmaco nas formulacdes. As variacdes na
taxa de associacdo do farmaco na formulacdo 1 foram de 84% iniciais para 90% em 120
dias, enquanto para formulacdo 3 foram de 82% iniciais para 88% em 120 dias. Essa
diferenga pode ser por possivel formagao de cristais de farmaco que nao foram associados
inicialmente na formacado das nanocapsulas ou que foram liberados e precipitaram em
solucdo e quando da determinacdo da eficiéncia de associacdo foram quantificados
(POHLMANN et al., 2008).

O preparo de nanoparticulas com farmacos lipofilicos pelo método de
nanoprecipitacdo pode formar concomitantemente nanoparticulas e nanocristais.
(POHLMANN et al., 2008). Como a concentracdo de BZC utilizada foi acima do seu limite de
solubilidade, o que nao foi associado as NC de PLGA pode, em funcédo do tempo, aglomerar-

se e formar nanocristais que podem ficar retidos nos dispositivos de ultrafiltracdo utilizados
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para determinacdo da eficiéncia de associagdo alterando os valores de eficiéncia de

associacao em fungéao do tempo.

O ultimo parametro de estabilidade investigado para as formulacdes foi a medida de
pH das suspensdes em funcdo do tempo. A medida de pH indica a presenca de possiveis
degradacdes nas cadeias poliméricas, gerando assim mondémeros (acidos organicos) em
solucao, fazendo com que o pH da suspensao de nanoparticulas seja alterado (GUTERRES
et al., 1995).

A variacéo de pH em fungédo do tempo pode ser observada na Figura 36.
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Figura 36: Valores de pH nas particulas em funcao do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) para
formulacdes 1 e 3 de NC de PLGA com BZC.

Nas duas formulacdes observou-se declinio nos valores de pH das suspensdes de NC
em funcédo do tempo. A diminuicdo no valor do pH pode estar associada a degradacao do
polimero. No caso de NC de PLGA, por exemplo, a degradacao do polimero produz acido
latico livre, causando diminuicdo do pH (GUTERRES et al., 1995). Resultados semelhantes
também foram encontrados na literatura para NC de PCL, demonstrando que a hidrélise de
PCL em fungédo do tempo aumenta a concentragdao de grupos carboxilicos, diminuindo o pH
(POHLMANN et al., 2002).
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4.4.3. Cinetica de liberacdo in vitro da benzocaina em suspensboes de
nanocapsulas de PLGA

O perfil de liberacdo de farmacos a partir de sistemas nanoestruturados constitui um
aspecto extremamente relevante no que concerne a eficiéncia terapéutica. Dessa maneira,
sua determinacao é fundamental para a caracterizagdo das nanoparticulas. (SCHAFFAZICK
et al., 2003). A partir dos ensaios de liberagao foi possivel observar a liberagcdo da BZC
quando associada ou nao as NC de PLGA funcao do tempo (Figuras 37 e 38). Os ensaios
foram realizadas com as formulacdes 1 e 3 escolhidas do planejamento fatorial nos periodos
de zero e 120 dias com a finalidade de observar se haveriam mudancas no perfil de liberacéao
conforme tempo de armazenamento. Durante o ensaio foram coletadas aliquotas em tempos
definidos e o farmaco quantificado por CLAE, sendo que apdés a quantificacdo deste, o
resultado foi expresso em funcdo de percentagem de liberacdo, conforme descrito

anteriormente no item 3.4.11.
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Figura 37: Liberacao cumulativa da BZC (%) em solucéo e em suspensao de nanocapsulas

de PLGA (formulacao 1) (n=3) nos tempos zero e 120 dias de armazenamento.
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Figura 38: Liberacao cumulativa da BZC (%) em solucao e em suspensao de nanocapsulas
de PLGA (formulacao 3) (n=3) nos tempos zero e 120 dias de armazenamento.

O perfil de liberacao de farmacos a partir de NC poliméricas depende de uma grande
variedade de fatores como a concentracdo e as propriedades fisico-quimicas do farmaco;
natureza, degradabilidade e concentragdo do polimero; natureza do 6leo, didmetro das
particulas e condicoes experimentais (MORA-HUERTAS et al., 2010).

Alguns estudos relatam que o processo de liberacdo de farmacos a partir de NC
poliméricas obtidas pelo método de nanoprecipitacao se da em duas fases (CAUCHETIER et
al., 2003) A primeira fase é caracterizada por uma liberagdo mais rapida devido a dessorcao
do farmaco presente na superficie das NC ou degradacao da parede polimérica (FERRANTI
etal.,, 1999; PEREZ et al., 2001; CRUZ et al., 2006). Esse efeito € chamado de burst effect. A
segunda fase apresenta uma liberacdo mais lenta e corresponde a uma difusdo do farmaco
do reservatorio interno para o meio externo. Esse processo é determinado pelo coeficiente

de particdo do farmaco entre o ndcleo oleoso e a fase aquosa externa, existéncia de
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interacao entre o farmaco e o polimero e a concentracéo de tensoativos (CALVO et al., 1997;
ZILLI et al., 2005; LIMAYEN et al., 2006).

Nas Figuras 37 e 38 pode-se observar o perfil de liberacdo da BZC associada ou nao
as NC de PLGA em funcédo do tempo (aproximadamente 1440 minutos, em temperatura
ambiente).

Pela analise das curvas foi possivel observar que o perfil de liberacdo da BZC
associada as NC de PLGA foi mais lento quando comparado a BZC livre. Essa mudanca no
perfil de liberacdo ocorreu tanto para a formulagao 1 quanto a formulacao 3. Estes resultados
eram esperados conforme resultados anteriores de cinética de liberacdo apresentados nos
itens 4.2.3 e 4.3.4, porém foi observada diferencas no perfil de liberacdo da BZC das
formulacées com periodo de armazenamento diferente (zero e 120 dias). Tanto a formulacao
1 quanto a formulacédo 3 apresentaram um perfil de liberacdo mais lento no tempo zero do
que os perfis de liberacdo das formulagdes com 120 dias. Essa diferenca pode ser atribuida
a diminuicdo da estabilidade das suspensdes de NC de PLGA com o armazenamento.
Conforme citado no item 4.4.2., apés 120 dias de armazenamento ha diminuigao do valor de
pH das suspensdes de NC de PLGA (formulagdo 1 e 3). Isto ocorre devido a possivel
degradacao do polimero, liberando monémeros &cidos para o meio e, desta forma, reduzindo
o pH (GUTERRES et al., 1995).

O perfil de liberacao de farmacos a partir de NC poliméricas depende de uma grande
variedade de fatores como a concentracado e as propriedades fisico-quimicas do farmaco;
natureza, degradabilidade e concentragdo do polimero; natureza do 6leo, didmetro das
particulas e condi¢cées experimentais (MORA-HUERTAS et al.,, 2010). A diminuicdo da
quantidade de polimero aumenta a velocidade de liberacdo do farmaco e nesse caso a
possibilidade de erosao polimérica pode facilitar a liberacao (ROMERO-CANO & VINCENT,
2002; POLETTO et al., 2008).

Com o tempo de armazenamento ha uma degradacdo polimérica evidenciada pela
diminuicdo do pH e consequentemente uma diminuicdo da concentracdo do polimero
fazendo com que aumente a velocidade da liberagdo da BZC e o perfil ndo seja tao lento
quando comparado com o perfil de liberacao das formulagdes no tempo zero.
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4.4.3.1. Modelo matematico para avaliacdo do mecanismo de liberacao da

benzocaina a partir das nanocapsulas poliméricas

Com o objetivo de investigar o mecanismo de liberacdo da BZC a partir das NC de
PLGA nos tempos zero e 120 dias, foi aplicado o modelo teérico de Korsmeyer-Peppas
conforme ja descrito anteriormente no item 3.4.12. (COSTA & LOBO, 2001). A partir das
curvas de liberacado foram feitas as regressdes lineares para determinacao dos coeficientes
de correlagcao (r) e constante de liberacdo (k). Os resultados obtidos a partir da Figura 39

encontram-se na Tabela 19.
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Figura 39: Resultados obtidos usando o modelo matematico de Korsmeyer-Peppas a)
Formulacdo 1 (tempo zero); b) Formulacdo 1 (120 dias); ¢) Formulagéao 3 (tempo zero) V; d)

Formulacao 3 (120 dias).
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Tabela 19: Valores dos parametros obtidos a partir da aplicagcdo do modelo matematico de
Korsmeyer-Peppas para as curvas de liberacado de BZC associada as NC de PLGA.

Parametro F1 (tempo zero) F1 (120 dias) F3 (tempo zero)  F3 (120 dias)
Expoente n=0,65 n=1,16 n=0,87 n=1,01
Constante cinética (k) 0,0005min" 0,0076 min” 0,0012min~" 0,0024 min
Coeficiente de 0,990 0,987 0,974 0,985

correlacao (r)

A analise das curvas de liberacdo apds o tratamento matematico de Korsmeyer-
Peppas forneceu valores de constante de taxa de liberagao, k, (min™ ) para a formulagoes 1
de 0,0005 e 0,0076 para os tempos zero e 120 dias respectivamente e para formulacao 3 de
0,0012 e 0,0024 para os tempos zero e 120 dias indicando que ambas formulagdes
obtiveram uma liberacdo mais lenta com tempo zero de armazenamento quando comparada
as mesmas formulagdes, porém armazenadas durante 120 dias. Os valores de expoente de
liberacao foram 0,65 (tempo zero) e 1,16 (120 dias) para a formulagéo 1; 0,87 (tempo zero) e
1,01 (120 dias) para a formulacdo 3. De acordo com Korsmeyer e colaboradores (1983),
valores de expoente de liberacao entre 0,45 e 1 indicam que o mecanismo de liberacao esta
ocorrendo pela combinacdo de dois processos, difusdo e relaxamento. Valores acima de 1
indicam intumescimento do polimero (KORSMEYER et al., 1983; PEPPAS, 1985). Estes
valores indicam que para as duas formulagcbes testadas ha uma combinacdo de dois
mecanismos (difusao e relaxamento) envolvidos no processo de liberacado para o tempo zero
de armazenamento e para estas mesmas formula¢cdées com 120 dias o processo envolvido do
mecanismo de liberacdo é o intumescimento do polimero.

Desta forma foi possivel verificar que o tempo de armazenamento muda o perfil de
liberacado do farmaco e este deve ser afetado pelas alteragées nas caracteristicas descritas e
discutidas acima para as caracteristicas coloidais das NC contendo BZC.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho forneceu informacdes importantes referentes ao preparo,
caracterizagao e avaliacao farmacoldgica de formulacées contendo NC poliméricas com o
anestésico local BZC a partir do método de deposicao interfacial do polimero pré-formado.
Foram preparadas NC de PLGA, PCL e PLA contendo BZC com a finalidade de avaliar o
perfil de liberagdo in vitro, citotoxicidade e atividade anestésica in vivo. A caracterizagao
demonstrou bons parametros coloidais referentes a didmetro médio, indice de polidispersao
e potencial zeta e o perfil de liberacao foi mais lento quando comparado a BZC livre para as
trés formulacées de NC polimericas. Os ensaios farmacolégicos revelaram que a formulagcéao
de NC de PLA contendo BZC aumentou o efeito anestésico quando comparada com as
outras formulacdes de NC poliméricas e com a BZC livre, porém foi a que apresentou uma
reducdo de 80% da viabilidade celular. Desta forma, o polimero escolhido para os
experimentos seguintes foi 0 PLGA por apresentar baixa toxicidade celular e um perfil de
liberagdo mais lento (k= 0,0018 min') quando comparado com o PCL.

A caracterizacdo de formulagcdes de NC de PLGA contendo BZC preparada com
diferentes tipos de éleo também demonstrou bons parametros coloidais. As caracteristicas
fisico-quimicas obtidas foram melhores na formulacdo contendo o 6leo Myritol 318®, uma
vez que esta formulacdo apresentou maior eficiéncia de associacdo de BZC e melhores
parametros de estabilidade quando comparada com as outras formulagdes preparadas com
outros 6leos, bem como a maior modificacao do perfil de liberagao deste farmaco.

A partir da definicdo do polimero e do 6leo, a partir do planejamento fatorial 2*" foi
possivel fazer uma triagem das condicbes de preparo das NC de PLGA contendo BZC,
estimando as concentragdes ideais de polimero, 6leo e tensoativo para obtencdo de NC com
propriedades adequadas de tamanho, polidispersdo, potencial zeta e eficiéncia de
associagao, bem como avaliar a influéncia de cada um desses fatores sobre as propriedades
das NC. As suspensdes de NC de PLGA contendo BZC apresentaram boa estabilidade
fisico-quimica em fungédo do tempo quanto ao didametro médio, polidispersao, potencial zeta,
pH e eficiéncia de associacdo. A cinética de liberacao de BZC a partir de NC de PLGA se
mostrou mais lenta e sustentada se comparada a cinética de liberacdo da BZC livre. A
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aplicacdo do modelo matematico de Korsmeyer-Peppas mostrou que o0 processo de
liberacao € governado pelo transporte de Caso Il (combinacdo de difusdo e relaxamento),
porém o periodo de armazenamento foi capaz de afetar o perfil de liberacdo da BZC a partir
das NC de PLGA.

Os resultados apresentados neste trabalho sdo referentes a etapas iniciais do
desenvolvimento de novas formulagées nanotecnoldgicas e fornecem perspectivas para
escolha de matérias primas para a composicao das suspensdes de NC poliméricas para
veiculacdo do AL BZC com futura aplicagdo no tratamento da dor. Os resultados abrem
perspectivas para outros estudos de pré-formulacdo e até pré-clinicos, uma vez que se

mostraram bastante promissores.
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CEEA/Unicamp

Comissédo de Etica na Experimentagado Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 1785-1, sobre "Ensaios farmacoldgicos de uma

formulacdo de benzocaina em nanocapsulas de acido poli(l-lactico)", sob a

responsabilidade de Profa. Dra. Daniele Ribeiro de Araujo , esta de acordo com

os Principios Eticos na Experimentacdao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de
Etica na Experimentacdo Animal — CEEA/Unicamp em 16 de margo de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1785-1, entitled "Phamacological assays for

benzocaine-loaded nanocapsules from poly(l-lactide) acid”, is in agreement

with the Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian
College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the
institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on March 16, 2009.

C%mpinas, 16 de marcgo de 20089.
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Profa. Dra._,Ana’.Maﬁ'é A. Guaraldo Fatima A.I_énso

Presidente Secretaria Executiva

CEEA — Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http:/fwaw.ib.unicamp.br/ceea/
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g&. UMNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Y

LA A PR

A
Profa. Dra. Carmen Verssima Ferreira
Coordenadora do Programa de Pds-graduag3o em Biologia Funcional e Molecular

Ref.: dedaragdo de vinculo — certificodo da Comissdo de Ftica no Experimentocan Animal =
CEEA/Unicamp (protocolo n® 1785-1)

DECLARACAO

Venho por meio desta, esclarecer & Coordenagao do Programa de Pds-graduagio em
Biolagia Funcional e Molecular que a dissertacdo intitulada “Desenvolviments de nanocapsulas
poliméricas como sistema carreador para liberacBo modificada do  anestésico local
benzocaina”, da aluna Nathalie Ferreim Silva de Melo, orientada pelo Prof. Dr. Leonardo
Fernandes Fraceto, estd vinculada 2o certificado da Comiss3o de Etica na Experimentacdo
Animal = CEEA/Unicamp (protocolo n® 1785-1) aprovado em meu nome, na data de 16 de
margo de 2009,

Atenciosamente,

L F ey - o .
jﬁﬂﬁv-i;l’.{_.%ﬂ -'_,:f:-_ L,g'-:_..‘i‘:-.!.’-;}'-"'

Daniele Ribeiro de Araujo
Pesguisadora Colahoradora

132



