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RESUMO

As principais caracteristicas desejaveis para um anestésico local incluem
longa duragé@o de acado e baixa toxicidade sistémica. Uma alternativa que tem se
mostrado capaz de promover estes efeitos desejaveis € a liberacado sustentada de
farmacos através da veiculacdo destes em sistemas carreadores, como as
nanoparticulas. Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores que
apresentam diametro inferior a 1um e sdo classificadas como nanoesferas ou
nanocapsulas. As nanocapsulas sdo constituidas por um invélucro polimérico
disposto ao redor de um nucleo, geralmente oleoso, enquanto as nanoesferas sao
formadas somente por uma matriz polimérica. Os estagios iniciais do
desenvolvimento de novas formulagdes contendo nanocarreadores de farmacos
envolvem a otimizacado das condi¢coes de preparo, caracterizacao fisico-quimica,
avaliacdo da estabilidade e determinacdao do perfil de liberacdo do farmaco
carreado, sendo esta a proposta desse trabalho.

A otimizacdo de formulagées de nanocapsulas: a) de poli(acido-latico-co-
acido-glicdlico) contendo o anestésico local benzocaina; b) de poli (4cido latico-co-
glicélico) contendo bupivacaina e de c) de poli(e-caprolactona) contendo
benzocaina, foi alcancada a partir de um planejamento fatorial, onde as
propriedades avaliadas foram diametro das particulas, polidispersdo, potencial
zeta e eficiéncia de associacdo do farmaco nas nanocapsulas, em funcédo de
variagdes nas concentracdes de polimero, 6leo e tensoativos. Propriedades fisico-
quimicas das suspensdoes de nanocapsulas (das particulas, polidisperséao,
potencial zeta e eficiéncia de associacdo do farmaco) poliméricas foram avaliadas
em funcdo do tempo, a fim de determinar a estabilidade das formulacdes.
Nenhuma das formulagbes estudadas apresentou grandes alteracbes dessas
propriedades em funcao do tempo, sendo consideradas estaveis por um periodo
de até 120 dias de armazenamento em temperatura ambiente. Foram obtidas
nanocapsulas poliméricas de diametro, polidispersao, potencial zeta, eficiéncia de
associacao, perfil de liberacao in vitro e estabilidade adequadas para a finalidade
e via de administragdo infiltrativa. Os resultados apresentados séo referentes a

XiX



estudos iniciais do desenvolvimento dessas novas formulagdes visando reduzir a
toxicidade, aumentar a solubilidade de anestésicos locais e abrem perspectivas

para estudos pré-clinicos e clinicos, uma vez que se mostraram promissores.

Palavras-chave: nanoparticulas, nanocapsulas, poli (acido latico-co-glicdlico),

poli(e-caprolactona), anestésicos locais, benzocaina, bupivacaina.
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ABSTRACT

The desirable characteristics of a local anesthetic include long duration of
action and low systemic toxicity. An alternative to reach desirable effects is the
sustained drug release through the use of carrier systems, such as nanoparticles.
Polymeric nanoparticles are carrier systems of less than 1 um diameter that are
classified as nanospheres or nanocapsules. Nanocapsules are constituted by a
polymeric involucre placed around the nucleus and are usually oily, while
nanospheres are formed only by a polymeric matrix. The initial developmental
stages of new formulations containing drugs nanocarriers involve optimization of
the preparation conditions, physical-chemical characterization, stability evaluation
and determination of the release profile of the drug carried, which are the proposal
of this work.

The optimization of nanocapsules formulation: a) of poly (lactic-acid-co-
glycolic- acid) containing the local anesthetic benzocaine; b) of poly (lactic-co-
glycolic) containing bupivacaine and c¢) of poly(e-caprolactone) containing
benzocaine was reached using factorial design, the properties being particles size,
polydispersion, zeta potential and drug association efficiency in the nanocapsules,
in function of variations in the concentrations of the polymer, oil and tensoactives.
Physical-chemical properties of polymeric nanocapsules suspensions (size,
polydispersion, zeta potential and drug association efficiency) were evaluated in
function of time in order to determine the formulations stability. None of the studied
formulations presented huge alterations in these properties in function of time,
being considered stable for up to 120 days of storage in room temperature.
Polymeric nanocapsules of adequate size, polydispersion, zeta potential,
association efficiency, in vitro release profile and stability for infiltrative
administration were obtained. The results presented in this work refer to the initial
studies of these new formulations development aiming to reduce the toxicity,
increase local anesthetics solubility and they give rise to perspectives of pre-

clinical and clinical studies.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

Atualmente, muitos estudos vem sendo realizados com a intencdo de
desenvolver novas formulagdes farmacéuticas baseadas em nanocarreadores, sendo
que estas tém demonstrado inumeras vantagens frente a formulagées convencionais,
tornando esta linha de pesquisa uma promissora e inovadora éarea do setor
farmacéutico (RAWAT et al., 2006; ANTON et al., 2008).

A evolucdo historica dos nanocarreadores comegou no inicio do século 20,
quando Paul Ehrlich propés o0 modelo conhecido como “bala magica”, em que o farmaco
seria ligado ao transportador e direcionado ao alvo especifico, onde exibiria sua
atividade farmacolégica. Os anos de 1950 e 1960 foram marcados por grande
progresso no desenvolvimento de sistemas miniaturizados (nano e microparticulas)
como sistemas de liberacdo, tendo como um dos pioneiros o Dr. Peter Paul Speiser.
Mas foi entre os anos entre 1970 e o inicio de 1980 que é dada atencao especial foi
dada ao desenvolvimento de nanoparticulas como carreadores para liberacao de
farmacos, tendo como foco principal promover melhoria nesses sistemas, destacando-
se as nanoparticulas associadas a cadeias de polietilenoglicol (PEGladas), destinadas a
aumentar o tempo de permanéncia na circulacdo sanguinea (SANTOS & CASTANHO,
2002; KAYSER et al., 2005; KREUTER, 2007).

O desenvolvimento de novos sistemas transportadores que possibilitam o
direcionamento da molécula carreada ao alvo especifico (6rgéo, tecido, célula), a fim de
satisfazer as necessidades terapéuticas dos pacientes ao nivel exigido, continua a ser o
principal desafio para a Biotecnologia farmacéutica. Nesse contexto ocorreu a evolugéo
da Nanobiotecnologia, campo multidisciplinar que envolve a combinacdo de duas das
tecnologias mais promissoras do século 21, a biotecnologia e a nanotecnologia
(RAWAT et al., 2006).

A nanotecnologia tem emergido rapidamente como um campo de pesquisa com

potencial aplicacao em diagnéstico e em terapia, onde a vetorizacdo de moléculas em
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nanocarreadores pode levar a inimeras vantagens frente aos sistemas convencionais,
como capacidade em atravessar barreiras biolégicas (barreira hematoencefélica, por
exemplo), modulacdo da distribuicdo do farmaco e diminuigdo da toxicidade (promissor
para a terapia do cancer, entre outras), aumento do tempo de circulacdo de substancias
labeis ou rapidamente eliminadas (como proteinas e peptideos), veiculacdo de
farmacos hidrofobicos, promovendo sua solubilizagédo, entre outras (KREUTER, 2007;
MORALES, 2007).

Nanocarreadores sdo materiais ou dispositivos nanométricos compostos de
diferentes materiais biodegradaveis naturais ou sintéticos, como lipidios, polimeros e
até mesmo compostos organometalicos. Existem diversos tipos de nanocarreadores,
como esquematizado na Figura 1; dentre eles destacam-se os nanotubos, lipossomas,
nanopatrticulas lipidicas solidas (SLN), nanoesferas, nanocapsulas, micelas poliméricas
e dendrimeros (RAWAT et al., 2006).
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Lipidio

(solido)

a) nanotubos b) lipossomas ¢) nanoparticulas lipidicas
solidas

d) nanoesferas €) nanocapsulas f) micelas poliméricas

nanobarticula

Sitios cataliticos L

ativos

g) dendrimeros h) nanoparticulas funcionalizadas

Figura 1: Diferentes tipos de nanocarreadores. (a) nanotubos de carbono, (b)
lipossomas de fosfolipidios, (¢) nanoparticulas lipidicas sélidas, (d e e) nanoparticulas
poliméricas, (d) nanoesferas, (e) nanocapsulas, (f) micelas poliméricas, (g) dendrimero
formado pela polimerizacdo de vérias unidades monomeéricas, (h) nanoparticula
funcionalizada (adaptado de RAWAT et al., 2006).
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1.1. Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas (NP) sado carreadores de farmacos ou outras
moléculas ativas e que apresentam diametro compreendido entre 10 e 1000 nm.
Dependendo do método de preparo e materiais empregados podem ser obtidas
nanoesferas (NE) ou nanocapsulas (NC). As NC (Figura 2) sado constituidas por um
invélucro polimérico e nudcleo (geralmente oleoso). Nestas, o farmaco pode ser
encontrado dissolvido no nucleo oleoso ou adsorvido na parede polimérica. J& as NE
(Figura 3) sédo constituidas de matriz polimérica e ndo apresentam 6leo em sua
composi¢cao. Neste sistema o farmaco pode ser encontrado retido, adsorvido ou
disperso na matriz polimérica (SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003;
MOHANRAJ & CHEN, 2006; REIS et al., 2006; ANTON et al., 2008).

Nucleo
oleoso

farmaco

Parede
polimérica

Figura 2: Representacdo esquematica do corte transversal de nanocapsulas. a)
farmaco dissolvido no ndcleo oleoso e b) farmaco adsorvido a parede polimérica.
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a) Matriz b)
polimérica

farmaco

Figura 3: Representacao esquematica do corte transversal de nanoesferas. a) farmaco

adsorvido ou disperso na matriz polimérica e b) farmaco retido na matriz polimérica.

Os farmacos séo liberados através desses sistemas a partir de mecanismos que
envolvem a dessorcdo do farmaco das NP, difusdo através de poros na matriz ou
parede polimérica, difusdo através da matriz ou parede polimérica, desintegracao,
dissolugdo e erosdao da matriz polimérica. Estes fenbmenos promovem a liberacao
modificada dos farmacos incorporados nas NP (GOPFERICH, 1996; POLAKOVIC et al.,
1999; SONAJE et al., 2007).

As vantagens da aplicacdo de sistemas nanoparticulados poliméricos como
carreadores de moléculas incluem: a) a possibilidade de modulagéo do diametro e das
caracteristicas das NP que, por possuirem didmetro pequeno, permitem a
administragdo intravenosa, ao contrario de muitos outros sistemas coloidais; b) o
controle e sustentacdo da liberacdo do farmaco no sitio de acao especifico, alterando
sua distribuicdo e eliminacdo do organismo, aumentando a eficacia terapéutica e
diminuindo os efeitos colaterais resultantes do acumulo do farmaco em tecidos nao
especificos; ¢) a possibilidade de controlar a degradacdo da NP e a consequente
liberacdo do farmaco podem ser modulados com a escolha dos constituintes da matriz
polimérica; d) o direcionamento a sitios especificos através da modificacdo da
superficie de NP, onde podem ser incorporados ligantes, como particulas metalicas ou

anticorpos, sendo esta uma boa estratégia, principalmente, para a terapia do cancer; €)
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administracdo por varias vias, incluindo oral, nasal, parenteral, intra-ocular e tépica; f)
boa estabilidade fisica, quimica e biolégica, facil preparo e boa reprodutibilidade
(GOPFERICH, 1996; SINHA et al., 2004; MOHANRAJ & CHEN, 2006; TORCHILIN,
2006; NAIR & LAURENCIN, 2007).

1.1.1. Matérias-primas utilizadas na preparacao de nanoparticulas poliméricas

As NP sao constituidas basicamente por polimero, tensoativo, 6éleo
(nanocapsulas) e farmaco, além do solvente organico que é utilizado no processo de
preparacao e posteriormente eliminado (SCHAFFAZICK et al., 2003; MORALES, 2007).

A preparacado de NP como carreadores de farmacos imp6e algumas restricées
fisico-quimicas e biolégicas quanto aos polimeros utilizados. A via de administracao é
um dos fatores mais importantes na escolha do polimero a ser utilizado na formulagéo.
Em caso de administracao parenteral o polimero deve ser biodegradavel; ja para o caso
de administracdo oral ou local o polimero ndo precisa necessariamente ser
biodegradavel, mas sempre deve ser biocompativel. (DURAN et al., 2006; MORALES,
2007).

Polimeros biocompativeis sdo materiais que podem ser implantados/
administrados no organismo e que, quando em contato com os tecidos ou 6rgaos nao
provocam qualquer reacdo adversa. Os materiais biocompativeis bem como seus
produtos de degradacdo nao devem provocar resposta inflamatéria ou toxica (NAIR &
LAURENCIN, 2007). Ja polimeros biodegradaveis sdo materiais que em contato com
elementos do sistema biolégico, como tecidos, células, enzimas, etc, sofrem
degradagcao total ou parcial (DURAN et al., 2006).

Existem varios polimeros utilizados no preparo de NP; entretanto, os poliésteres

alifiticos sdo os mais atrativos para sistemas injetaveis, devido a sua
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biodegradabilidade, disponibilidade, biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e pela
facilidade em incorporar uma ampla variedade de farmacos (PICOS et al., 2000). A
degradagcdo de poliésteres alifaticos pode ser resultado de acdo enzimatica e/ou
hidrélise da ligacao éster e pode ser afetada pelas propriedades desses polimeros, tais
como: composi¢do quimica, massa molar, solubilidade, hidrofobicidade/hidrofilicidade,
temperatura de transicdo, estrutura (cristalina ou amorfa), entre outras (DURAN et al.,
2006; NAIR & LAURENCIN, 2007).

Dentre os poliésteres alifaticos existentes, os mais utilizados sédo o poli (acido
latico) (PLA), poli (acido glicélico) (PGA), poli (4cido latico-co-gliclico) (PLGA), poli(e-
caprolactona) (PCL), poli(hidroxivalerato) (PHV) e poli(hidroxibutirato) (PHB)
(SCHAFFAZICK et al., 2003; MORALES, 2007). Existem ainda os polimeros naturais,
como quitosana, alginato e gelatina, que podem ser empregados no preparo de NP
(REIS et al., 2006). A velocidade de degradacédo desses polimeros pode ser regulada
por variagdes na composi¢cdao, na massa molar do polimero e nos métodos de preparo
das nanoparticulas (DURAN et al., 2006).

O PGA (Figura 4) € um polimero altamente cristalino, apresenta pouca
solubilidade em solventes orgéanicos, temperatura de transicdo entre 35 e 40° C,
temperatura de fusdo de 200° C, é bastante sensivel a hidrolise (entre 1 e 2 meses) e
apresenta biodegradacdo muito rapida, tornando-se inadequado para utilizacdo em
sistemas de liberagdo modificada (NAIR & LAURENCIN, 2007).

O &cido latico por ser uma molécula quiral apresenta dois isdbmeros ativos, L e D.
A polimerizagdo desses monoémeros leva a formag¢ao de um polimero semi-cristalino. Ja
a polimerizacdo da mistura racémica leva a formacéo de um polimero amorfo. O poli
(acido L-latico) (PLLA) é um polimero cristalino, com temperatura de transicdo entre 60
e 65° C, temperatura de fusdo de 175° C, € mais resistente a hidrélise se comparado ao
PGA e apresenta biodegradacao mais lenta. O poli (acido DL-latico) (PDLLA) (Figura 4)
€ um polimero amorfo com temperatura de transi¢cdo vitrea entre 55 e 60° C e
apresenta biodegradacao rapida se comparado ao PLLA, que é o mais indicado para
utilizacdo em sistemas de liberacdo modificada (NAIR & LAURENCIN, 2007).
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Figura 4: a) Estrutura quimica do poli (acido glicélico) e b) poli (acido latico).

A associacdao do PLA ao PGA, formando o copolimero poli-latico-co-glicolico
(PLGA) (Figura 5) aumenta a hidrofobicidade, diminuindo a velocidade de
biodegradacao do polimero, além de seus produtos de degradacdo nao afetarem as
funcdes normais das células do organismo (KILIC et al., 2005; DURAN et al., 2006).
Tanto o PLLA quanto o PDLLA s&o usados na copolimerizacdo com o PGA, sendo que
a estabilidade é influenciada com a variacdo nas proporcoes de PLA e PGA, sendo que
o PLGA 50/50, 75/25, 85/15 apresenta estabilidade compreendida entre 1-2 meses, 4-5
meses e 5-6 meses, respectivamente (NAIR & LAURENCIN, 2007).

0
\TAO'//\H/O\
 CH o)

- x - _y

Figura 5: Estrutura quimica do poli (acido latico-co-glicélico).

A PCL (Figura 6) € um polimero semi-cristalino, soluvel em varios solventes

organicos com temperatura de fusdo baixa (entre 55 e 60° C) e temperatura de



Introducéo

transicdo vitrea em -60° C e apresenta degradagédo mais lenta se comparado ao PLA,
PGA e PLGA (SINHA et al., 2004).

O

n

Figura 6: Estrutura quimica do poli(caprolactona).

Os poliésteres alifaticos apresentam boa aplicabilidade, no entanto, quando
administrados intravenosamente sdo reconhecidos pelo organismo como corpos
estranhos e eliminados quase que instantaneamente da circulagdo sanguinea antes de
exercerem sua funcdo, por acdo de macréfagos do sistema reticuloendotelial,
principalmente pelas células de Kupffer. Para superar essa limitagcdo muitos esforgos
estdo sendo realizados a fim de desenvolver copolimeros anfifilicos na tentativa de
reduzir ou minimizar a interacdo dos polimeros com opsoninas que facilitam o processo
de fagocitose (AVGOUSTAKIS et al., 2003; DUAN et al., 2006; BREUNIG et al., 2007;
ESMAEILI et al. 2008).

O principio da copolimerizagdo ¢é a estabilizacao estérica, através da
condensacao de uma porcéo hidrofébica (PLA ou PCL, por exemplo) e uma porcao
hidrofilica, geralmente polietilenoglicol (PEG), formando os chamados copolimeros
bloco (dibloco ou tribloco). A porcao hidrofilica causa estabilizacdo estérica e o
copolimero nao é reconhecido pelas opsoninas, deixando de ser imediatamente
fagocitado prolongando, assim, sua circulagdo na corrente sanguinea (SINHA et al.,
2004; DUAN et al., 2006; BREUNIG et al., 2007).

Os copolimeros constituem boa estratégia para incorporagdo de farmacos para
administracao intravenosa. No entanto, a incorporacéo de farmacos com solubilidade
em agua relativamente elevada nestes copolimeros é baixa, 0 que promove perda de

farmaco na porcdo aquosa durante a formacdo da nanoparticula e, portanto, estes
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casos requerem o desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas de incorporacao
(GOVENDER et al., 2000; AVGOUSTAKIS et al., 2003).

Existem alguns critérios para a escolha do 6leo constituinte das NC, tais como
auséncia de toxicidade, elevada estabilidade fisico-quimica, incapacidade de solubilizar
o polimero e alta afinidade pelo farmaco. Os 6leos mais utilizados sédo os triacilgliceréis
de cadeia média ou longa (Miglyol®, Myritol®, a-tocoferol, hexil laurato). Algumas
propriedades do 6leo utilizado no preparo de NC, tais como densidade e viscosidade
podem interferir no didmetro das particulas obtidas (BOUCHEMAL et al., 2004;
MORALES, 2007).

Tensoativos sdo fundamentais para evitar agregacao das NP apds o preparo e
durante o armazenamento por promoverem estabilizacdo fisica e/ou quimica das
mesmas. Segundo o balanco hidrofilico-lipofilico (HLB), 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-iénicos como os polissorbatos (Tween®) e os poloxamers (Pluronic®)
(BOUCHEMAL et al., 2004).

De maneira geral, farmacos lipofilicos possuem maior afinidade com a matriz
polimérica e com o nucleo oleoso das nanocapsulas, sendo mais eficientemente

incorporados em relagédo aos hidrofilicos (MORALES, 2007).

Os solventes organicos empregados no preparo de NP sao classificados
segundo a Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH) de acordo com os
possiveis riscos a saude: classe 1 - solventes que devem ser evitados, classe 2 -
solventes que devem ser limitados (exemplos: tolueno e cloroférmio), classe 3 -
solventes com baixa toxicidade potencial (exemplos: acetato de etila e acetona). A
escolha do solvente orgénico deve levar em conta além da menor toxicidade, a
capacidade de solubilizar o farmaco, o polimero e o método, ja que alguns métodos
exigem utilizacdo de solventes organicos misciveis em agua e outros ndo (REIS et al.,
2006).

10
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1.1.2. Métodos de preparacao de nanoparticulas poliméricas

Os métodos de preparacao de NP podem ser baseados na polimerizagao in situ
de monOémeros ou na precipitagdo de polimeros pré-formados naturais ou sintéticos
(SOPPIMATH et al., 2001; REIS et al., 2006; MORALES, 2007).

Métodos de polimerizacao in situ envolvem formacao do polimero no momento
da preparacdo das NP e podem ser obtidos por polimerizagdo em emulsdo ou
polimerizacao interfacial. As limitagbes desses métodos envolvem a exigéncia de
solventes organicos téxicos e a dificuldade de purificacdo, levando a presenca de
moléculas residuais téxicas (mondmeros) decorrentes da polimerizagdo deficiente.
Devido a estas limitacdes, foi proposto o uso de polimeros pré-formados para o preparo
de NP, sendo estes os mais utilizados atualmente (REIS et al., 2006).

Os métodos baseados em polimeros pré-formados mais utilizados sao:
nanoprecipitacao, deposicao interfacial de polimero pré-formado, emulsificagao/ difusdo
do solvente, emulsificagdo/ evaporacao do solvente, dupla emulsificacado e salting-out
(SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al., 2006).

No método de nanoprecipitacéo, descrito inicialmente por Fessi e colaboradores,

(1988), onde a fase orgénica constituida de solvente (s) organico (s) miscivel (s) em
agua contendo o farmaco e o polimero é adicionada, sob agitacdo moderada, a fase
aquosa contendo o tensoativo e finalmente o solvente organico € removido por
evaporacdo (FESSI et al., 1988). E possivel obter nanocapsulas por uma adaptagéo do
método de nanoprecipitagdo (método de deposicdo interfacial de polimero pré-

formado), adicionando-se um 6leo e um tensoativo de baixa hidrofilia a fase organica
(FESSI et al, 1989). Esses métodos (nanoprecipitacdo e deposicao interfacial de
polimero pré-formado) sdo vantajosos, pois ndo requerem homogeneizacdo de alta
energia, sdo relativamente faceis, rapidos, facilmente escalonaveis e o solvente

empregado, geralmente, € a acetona, considerada menos téxica que solventes como o

11
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diclorometano, comumente empregado em métodos que envolvem emulsificacdo
(BUDHIAN et al., 2007).

No método de emulsificacdo/evaporacdo do solvente o polimero e o farmaco séo

dissolvidos em um solvente imiscivel em agua e emulsionados em uma solugdo aquosa
contendo tensoativo, formando uma emulsdo 6leo em agua (O/A). O solvente é
evaporado e o polimero precipita formando NP (SOPPIMATH et al., 2001; REIS et al.,
2006).

O método de emulsificacdo/difusdo do solvente se baseia na formag&o inicial de

uma emulsdao 6leo em agua preparada a partir de uma fase organica contendo o
polimero, o farmaco e o tensoativo em um solvente parcialmente miscivel em agua, e
de uma solugdo aquosa contendo o estabilizante. Deve-se pré-saturar o solvente
organico com agua para garantir o equilibrio termodinadmico. Apos formagéo de emulsédo
primaria o solvente organico € deslocado para a fase aquosa externa pela adicdo de
excesso de agua, conduzindo a precipitacdo do polimero, formado NP (QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1996).

Os métodos de emulsificacdo evaporacao do solvente e emulsificagcao difusdo do
solvente exigem homogeneizagdao de alta energia (sonicador de ponta ou utilizando
homogeneizacdo em altas velocidades com ultra-turrax®) e o diametro da particula pode
ser controlado com a modulacdo da velocidade e tempo de agitacdo ou sonicagao
(REIS et al., 2006; BUDHIAN et al., 2007).

O método de salting-out € uma modificacdo do método de emulsificagdo difusao
do solvente, onde a fase aquosa apresenta adicionalmente cloreto de sédio ou calcio.
Esse método leva a alta eficiéncia de incorporacao de farmacos, pois a adicao de sal
favorece a saturacdo da fase aquosa e assim, o farmaco tende a associar com a NP
(ALLEMANN et al., 1993; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).

Os métodos descritos acima, geralmente, ndo sao eficientes para associacao de
moléculas hidrofilicas. Uma alternativa que vem se mostrado eficiente é a formacao de

NP pelo método de dupla emulsificagéo, que consiste na formagdo de uma emulséo
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agua em 06leo, onde o farmaco e o tensoativo dissolvidos em agua sdo emulsionados
em uma fase organica contendo solvente imiscivel em agua e o polimero. Essa primeira
emulséo formada € adicionada a uma fase aquosa contendo ou néo cloreto de sédio ou
célcio (salting-out). Todo processo é realizado sob homogeneizacdo de alta energia e
finalmente o solvente é evaporado (ALLEMANN et al., 1992; MCCARRON et al., 2006).

Outros métodos que podem ser eficientes para a incorporagdo de farmacos e
biomoléculas hidrofilicas sdo os que utilizam polimeros naturais. Existem muitos
métodos descritos para o preparo de NP de quitosana, alginato, gelatina, entre outros
(AGNIHOTRI et al., 2004; REIS et al., 2006).

A evolucdo dos métodos de preparo de NP se deve a varios aspectos: a)
necessidade do uso de reagentes menos toxicos; b) simplicidade do processo; c)
economia; d) possibilidade de escalonamento; e) otimizacdo para obtencdo de
propriedades desejaveis. Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco é
possivel escolher o método de preparo que levard a uma associacado eficiente e
estabilidade satisfatéria. O método escolhido deve minimizar a perda de farmaco e
garantir sua atividade farmacolégica. Além disso, passos poOs-preparacdo como a
avaliacao da estabilidade deve ser sempre investigada.

1.2. Anestésicos locais

Anestésicos locais (AL) sdo moléculas cuja atividade farmacoldgica primaria
envolve o bloqueio reversivel da condugédo nervosa (COVINO & VASSALO, 1985;
COLLINS, 1993). Embora varios modelos fisico-quimicos tenham sido propostos para
explicar como os AL bloqueiam a condug¢do nervosa, o principal mecanismo envolve
sua interacdo em um ou mais sitios especificos nos canais de sodio voltagem-
dependentes presentes nas membranas neurais (GOODMAN & GILMAN, 1996; RANG
et al., 2004; FRACETO et al., 2006). Estudos recentes mostram que os AL interagem

13
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com os canais de sodio tanto na forma ionizada quanto na forma n&o-ionizada e, assim,
estabilizam o potencial da membrana, blogueando a conducao nervosa (FRACETO et
al., 2006; FRACETO et al., 2008).

A cocaina, alcaléide isolado das folhas de Erithroxylon coca em 1860, foi o
primeiro AL e teve sua acdo demonstrada ao ser utilizada como anestésico oftalmico.
Apos ter sido empregada na clinica durante alguns anos, a cocaina foi substituida por
outras substéncias, devido aos seus efeitos toxicos como dependéncia fisica e psiquica.
Em 1905, o primeiro substituto sintético da cocaina, a procaina, foi obtida por sintese
organica dando inicio a busca de novos compostos com propriedade anestésica
(COLLINS, 1993; RANG et al., 2004).

A estrutura dos AL apresenta caracteristicas distintas: na maioria sdo moléculas
anfifilicas que contém um grupamento aromatico (porcao hidrofdbica), uma cadeia
intermediaria e grupamento amino (porcdo hidrofilica). Aqueles que possuem uma
ligacdo éster entre o grupo aromatico e o grupo amino sao classificados como
aminoésteres (procaina, benzocaina e tetracaina). Ja os que possuem uma ligacao
amida entre tais grupos séo classificados como aminoamidas (lidocaina, mepivacaina,
ropivacaina e bupivacaina). Os aminoésteres sdo, em geral, mais potentes que as
amino-amidas; no entanto, sdo hidrolizados pelas esterases plasmaticas. Desde a
década de 70 aminoamidas sdo os anestésicos de escolha para uso clinico, sendo a
tendéncia mundial a de desenvolver aminoamidas mais potentes, pelo fato de serem
menos tdxicas e mais resistentes a hidrélise quando comparadas aos amino-ésteres
(COVINO & VASSALO, 1985; de JONG, 1994, MALAMED, 2001).

A toxicidade dos AL é proporcional a sua poténcia (KNUDSEN et al., 1997). A
hidrofobicidade aumenta a poténcia, duragdo de acédo e a toxicidade dos AL, pois a
associacao destes com as bicamadas lipidicas (hidrofébicas) aumenta sua distribuicao
para os locais de acdo e reduz a metabolizagdo. Além disso, acredita-se que os sitios
de acdo de AL nos canais de sbédio voltagem-dependente sejam hidrofébicos
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favorecendo, assim, a interacdo dos AL mais hidrofébicos e das formas nao ionizadas
dos mesmos (GOODMAN & GILMAN, 1996; LI et al., 2002).

Os principais efeitos toxicos dos AL s&o decorrentes de sua absorcao sistémica,
apds administragéo regional, e podem levar a neurotoxicidade e/ou cardiotoxicidade
(RANG et al., 2004). A absorcao dos AL pela circulacdo sanguinea é afetada pela
hidrofobicidade, pKa e taxa de ligagdo a proteinas plasmaticas dos compostos
(MCLURE & RUBIN, 2005).

A neurotoxicidade causada pelos AL pode ser evidenciada pelo aparecimento de
agitacao, tremores, convulsdes, depressao respiratdria e podendo levar ao coma e até
morte. A cardiotoxicidade pode causar fibrilagdes e arritmias (HORLOCKER & WEDEL,
2002; RANG et al., 2004). Os mecanismos moleculares responsaveis por esses efeitos
indesejaveis ainda ndo foram inteiramente estabelecidos. Entretanto, estudos revelaram
que os AL modificam o fluxo de ions através de canais de sddio, potassio e calcio, e
afetam processos metabdlicos intracelulares ao se ligarem a receptores 3-adrenérgicos,
resultando na inibicao do AMP ciclico e, consequentemente, na sinalizacdo deste
segundo mensageiro. Um destes mecanismos moleculares ou a associagdo destes sao
responsaveis pelos efeitos toxicos dos AL e, de fato, eles interferem no funcionamento
celular e na homeostase (CLARKSON & HONDEGHEM, 1985; CASTLE, 1990;
BUTTERWORTH et al., 1993; RENEHAN et al., 2005).

1.2.1. Bupivacaina

A bupivacaina, BVC, (Figura 7) € um AL da classe das aminoamidas, que
juntamente com dois outros AL desta classe, a lidocaina e a ropivacaina tém sido os
farmacos de escolha na terapia da dor aguda e crbnica, sendo encontrada
comercialmente em apresentagdes que variam de 0,25 a 0,75% em massa de BVC
(GUPTA, 1991; de ARAUJO et al., 2005).
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Figura 7: Estrutura quimica da bupivacaina.

O uso da BVC na clinica se deve a sua poténcia e capacidade de produzir
anestesia prolongada. Sua longa duragao de acao, aliada a sua tendéncia em fornecer
um blogueio mais sensorial que motor, tornou-a de uso popular para promover
anestesia prolongada durante o trabalho de parto ou no periodo pds-operatorio
(GOODMAN & GILMAN, 1996; MCLURE & RUBIN, 2005; DAVID et al., 2007). Porém,
sua supremacia foi questionada devido a relatos de cardiotoxicidade (ALBRIGHT, 1979;
MALAMED, 2001; UDELSMANN et al, 2007) que estaria associada a sua lenta
dissociagdo dos canais de sdédio, durante a diastole ventricular (CLARKSON &
HONDEGHEM, 1985).

A BVC, por possuir estereocentro, apresenta dois isémeros, a dextrobupivacaina
(R(+)BVC) e a levobupivacaina (S(-)BVC), com comportamentos farmacoldgicos
independentes em decorréncia da estereoseletividade. Os efeitos toxicos associados ao
uso da BVC levaram a pesquisa de novos AL (CLARKSON & HONDEGHEM, 1985;
CASATI et al., 2002; CANGIANI et al., 2007), sendo a ropivacaina (um isdmero com
substituinte propila ao invés de butila, como na bupivacaina) langada no mercado a
partir dos anos 80, como alternativa, menos téxica, que a BVC. Como a sintese da
ropivacaina é estereoseletiva, levando ao is6bmero levogiro, concluiu-se que a
estereoseletividade estava relacionada a cardiotoxicidade destes AL (de ARAUJO et al.,
2005; UDELSMANN et al., 2007; DAVID et al., 2007). Comparando-se a BVC racémica
a, S(-)BVC e a ropivacaina, a primeira € mais cardiotéxica, seguida da S(-) BVC e por
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ultimo a ropivacaina que, entretanto, é cerca de 40-60% menos potente que a BVC e a
S(-)BVC (CASATI et al., 2002; COX et al., 2003; TORRES, 2006).

Estudos demonstraram que a R(+)BVC é responsavel pela cardiotoxicidade da
BVC racémica e pela sua refratariedade a reanimacgao cardiorespiratéria, a partir dai,
desenvolveu-se a levobupivacaina, S(-)BVC (ALBRIGHT, 1979; de ARAUJO et al,
2005; CANGIANI et al., 2007).

1.2.2. Benzocaina

A benzocaina (etil 4-aminobenzoato), BZC, (Figura 8), derivado do acido para-
aminobenzdico, € 0 mais antigo dos agentes atualmente disponiveis da classe dos
aminoésteres. Por apresentar baixa solubilidade em agua, sua utilizacao € limitada para
administragao injetavel. A BZC é eficaz e amplamente utilizada como anestésico topico
para anestesia de superficie das membranas mucosas, onde é absorvida e sofre
metabolizagdo hepatica através da interagdo com Citocromo P450 e em seguida é
eliminada pelos rins (COVINO & VASSALO, 1985; de JONG, 1994; SO &
FARRINGTON, 2008).
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Figura 8: Estrutura quimica da benzocaina.

As propriedades da anestesia tdpica sao influenciadas pelo local de aplicacao e
pela forma farmacéutica de administracdo. A BZC pode ser preparada sob varias
formas farmacéuticas para anestesia topica e sua concentragdo/ dosagem varia de
acordo com a forma farmacéutica, local de administracdo e finalidade (COVINO &
VASSALO, 1985).

A BZC é comercializada, geralmente, em associacdo com anti-sépticos ou
antibiéticos de uso tépico, e pode ser encontrada em diversas formas farmacéuticas e
dosagens, como pastilhas (3 mg — 10 mg de BZC por pastilha), solugéo oral — spray (4
— 6 mg/mL de BZC), géis para uso odontoldgico infantil (6mg/g de BZC), podendo ser
encontrada também sem associagcdes como géis, solucdes e cremes em concentracdes
mais altas que chegam até 20% em massa de BZC (COVINO & VASSALO, 1985; SO &
FARRINGTON, 2008).

A BZC é recomendada para tratamento de dores na boca e garganta
provenientes de processos infecciosos como amidalite, faringite, laringite, gengivite,
estomatite e afta, sendo util também em procedimentos cirirgicos menores, como pré
anestésico em odontologia e para diminuir a sensacdo de irritacdo das gengivas
durante o nascimento dos dentes em bebés (FDA, 2006; SO & FARRINGTON, 2008). O
FDA esta ciente das reacbes adversas da BZC e esta revendo seu banco de dados,
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mas ainda ndo ha previsbes de quando e se este farmaco sera retirado do mercado
(FDA, 2006).

O principal efeito adverso proveniente do uso de BZC é a metemoglobinemia
(GOODMAN & GILMAN, 1996; SO & FARRINGTON, 2008), causada pela remoc¢ao de
um elétron do atomo de ferro (Fe?* para Fe®"), formando a metemoglobina, sendo esta,
incapaz de ligar ao oxigénio de maneira reversivel (SO & FARRINGTON, 2008).

Em circunstancias normais, a metemoglobina pode ser convertida a hemoglobina
por acao da hemoglobina redutase em processo dependente de NADH, portanto,
pacientes com deficiéncia desse co-fator ou da enzima hemoglobina redutase
apresenta maior risco de desenvolver metemoglobinemia, que pode ser ainda mais
acentuada apds administracao de BZC (SO & FARRINGTON, 2008).

Os mecanismos da metemoglobinemia induzida por BZC ainda n&o estdo bem
elucidados. Alguns pesquisadores propuseram que a BZC causa a oxidacdo da
hemoglobina levando a formacado de metemoglobina mais rapidamente que a reducao
de metemoglobina em hemoglobina (NGUYEN et al., 2000). Outros pesquisadores
afirmaram que a BZC €& um oxidante indireto, com a teoria de que em sua
metabolizagdo ha producdo de um radical livre que é capaz de oxidar a hemoglobina
levando a formacao de metemoglobina (WRIGHT et al., 1999).

1.2.3. Anestésicos locais e sistemas carreadores

Como as caracteristicas desejaveis para um AL incluem longa duracao de acgéo,
seletividade para o bloqueio sensorial em relagdo ao motor e diminuicdo da toxicidade
sistémica (KUZMA et al., 1997; de ARAUJO et al., 2003), uma alternativa que tem se
mostrado capaz de promover estes efeitos desejaveis € a liberacdo modificada destes
farmacos através da veiculacdo em sistemas carreadores. Os sistemas de liberacao

tém como objetivo promover liberagcdo lenta e continuada, diminuindo a toxicidade
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sistémica destes farmacos de acao regional (SIMONETTI & ANDRADE, 1996; KUZMA
et al., 1997; de ARAUJO et al., 2003). De fato os sistemas de liberagdo 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 veiculacdo de anestésicos locais tem sido estudada por muitos grupos de
pesquisas e também em nosso laboratério, podendo ser obtida pela formagdo de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas (DOLLO et al., 1996; IRIE e UEKAMA, 1997;
LOFTSSON e MASSON, 2001; PINTO et al, 2005; de ARAUJO et al., 2005; de
ARAUJO et al., 2006; MORAES et al., 2007 a, b, c; de ARAUJO et al, 2008a),
encapsulagdo em lipossomas (SIMONETTI & ANDRADE, 1996; de ARAUJO et al.,
2004; CEREDA et al., 2004, CEREDA et al., 2006; COLOMBO et al., 2005; GRANT et
al., 2001; GRANT et al., 2002; ROSE et al., 2005; de ARAUJO et al., 2008b; CEREDA
et al., 2008), associacdo a microparticulas poliméricas (LE GUEVELLO et al., 1993;
COLOMBO et al., 2005; ROSE et al, 2005; HOLGADO et al, 2008; KRANZ &
BODMEIER, 2008;) e associacdo a sistemas nanoestruturados poliméricos (GORNER
et al., 1999; GOVENDER et al., 1999; POLAKOVIC et al,, 1999; GOVENDER et al.,
2000).

Neste sentido, o desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica para a BZC e
a BVC reside na dimensédo do mercado de anestésicos locais que, no Brasil movimenta
cerca de R$ 30.000.000,00/ano segundo levantamento da IndUstria Farmacéutica
Nacional. A venda de anestésicos locais tdpicos exclusivamente em farmacias, por
exemplo, segundo auditoria da IMSHealth-PMB, foi de cerca de R$ 1.200.000,00 no
acumulado de 12 meses (jul/2004), valor que pode ser multiplicado por um fator 4 se
considerarmos que o mercado mais forte para esse tipo de produto esta concentrado na
venda direta a clinicas dermatolégicas e de cirurgia plastica. Ha, portanto, um mercado
potencial expressivo para inovacao e desenvolvimento de propriedade intelectual.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Este trabalho teve como obijetivo introduzir uma nova abordagem tecnoldgica de
sistemas de liberacdo modificada para os anestésicos locais bupivacaina (R25-S75) e
benzocaina em nosso grupo de pesquisa, através do desenvolvimento de nanocapsulas
poliméricas, utilizando polimeros biodegradaveis (PLGA e PCL), objetivando futura
aplicacao clinica.

2.2. Especificos

- Otimizacéao das melhores condi¢des de preparo das NC de PLGA e PCL contendo

anestésicos locais pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado;

- Desenvolvimento e validagédo de metodologias analiticas por CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) para quantificagdo de BZC e BVC em NC poliméricas
em estudos de determinacdo de teor do farmaco nas NC (eficiéncia de
associacao) bem como em ensaios de liberacao;

- Caracterizacao fisico-quimica (pH, distribuicdo de tamanho e potencial zeta ) das
NC poliméricas contendo anestésicos locais;

- Determinagdo da eficiéncia de associacdo dos anestésicos locais nas NC
poliméricas;

- Avaliagdo da estabilidade das suspensdes de NC (pH, distribuicdo de tamanho,
potencial zeta e teor) em funcéo do tempo;

- Determinacéo do perfil de liberagdo dos anestésicos locais em NC poliméricas.
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MATERIAIS E METODOS

Materiais

Bupivacaina - doacéo Cristalia Industria Quimica e Farmacéutica
Benzocaina - Sigma®

Poli-(DL-latico-co-glicélico) (PLGA) 50:50, 45.000 — 75.000 Da - Sigma®
Poli-(e-caprolactona) (PCL), 65.000 Da - Sigma®

Polissorbato 80 (Tween 80) - Sigma®

Monoestearato de sorbitano (Span 60) - Sigma®

Trigliceridios de acidos caprico e caprilico (Miglyol 810)

Acetona grau espectroscépico analitico - Merck®

Acetonitrila grau CLAE — Merck®

Fosfato de sédio monobasico grau espectroscopico analitico — Synth
Fosfato de sédio dibasico grau espectroscopico analitico — Synth
Dispositivos de ultrafiltracdo de celulose regenerada de 30 kDa (Millipore®)
Microcentrifuga, MC 12V - Du Pont, Sorvall

Evaporador rotativo, R-114 - Biichi®

Bomba a vacuo, V-500 - Biichi®

Potencidémetro -Tecnal®

Analisador de particulas Zetasizer Nano ZS— Malvern e software DTS nano
Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Shimadzu

o Sistema controlador, CBM 20A

o BombasAeB,LC6AD

o Detector UV-VIS, SPD 20 AV

o Degaseificador, DGU 20 AV

o Injetor manual

o Software LC solution
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o Coluna cromatografica Gemini C¢g fase reversa, 54 110A, 150 x 4,60mm
(Phenomenex)
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3.2. Metodologia

3.2.1. Desenvolvimento e validacao de métodos analiticos para determinacdo do

teor de Benzocaina e de Bupivacaina em nanocapsulas poliméricas

3.2.1.1. Principio da técnica

O teor de BZC e de BVC em NC poliméricas foi determinado atraves de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de fase reversa, sendo desenvolvidos
dois métodos distintos, um para cada farmaco.

A CLAE é uma importante técnica analitica de separacao e, atualmente, seu
emprego € considerado indispensavel para o desenvolvimento de formulagdes
farmacéuticas. Dentre as vantagens da técnica estdo o tempo reduzido da andlise, alta
resolucdo, boa analise qualitativa e quantitativa, excelente sensibilidade, seletividade,
versatilidade e mecanizagédo (COLLINS et al., 2007).

Em um equipamento de CLAE, o solvente é bombeado em alta press&o por uma
coluna que contém particulas da fase estacionaria. Nela, efetua-se a separacdo dos
componentes da mistura de acordo com a fase mével, fase estacionaria e a natureza
dos componentes analisados. A fase mével sai da coluna e passa por um sistema de
detecgdo, onde sdo detectadas alteracbes de alguma propriedade fisica especifica.
Esta variacdo € convertida num sinal elétrico que € registrado e tratado
matematicamente por um processador, obtendo-se assim, o cromatograma (CIOLA,
1998).

Em geral, a CLAE é um processo dinamico de adsorgdo. As moléculas da
amostra, ao mover-se através da coluna, tendem a interagir com os locais de superficie
de adsorcdo. Dependendo da modalidade de CLAE, tipos diferentes de forcas de
adsorcao podem estar presentes no processo da retencao. As interagdes hidrofébicas
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sdo as principais forcas envolvidas nas separagdes de fase reversa. As interacdes
polares estao presentes na modalidade de fase normal. As interagbes ibnicas sé@o
responsaveis pela retengcdo na cromatografia de troca ibnica. Todas estas interagcoes
séo do tipo competidor, onde as moléculas da amostra competem com as moléculas da
fase mével para os locais de adsorcao (KAZAKEVICH & MCNAIR, 2000).

O principio da técnica de CLAE de fase reversa consiste em separar compostos
com base em interacées hidrofobicas entre o composto a ser analisado, a fase
estacionaria (apolar) e a fase movel (menos apolar), sendo a partigdo, o principal
mecanismo envolvido. Variando a natureza dos grupos funcionais da fase estacionaria,
diferentes tipos de seletividade podem ser obtidos. Tais grupos podem ser de natureza
polar, sendo chamados de fase normal, ou de natureza apolar, que representam as
fases reversas (COLLINS et al., 2007).

3.2.1.2. Metodologia analitica desenvolvida para determinacao do teor de
Benzocaina e de Bupivacaina em nanocapsulas poliméricas

Durante o desenvolvimento das metodologias analiticas, as condicbes dos
métodos foram ajustadas a fim de obter picos simétricos referente a BZC e a BVC. As
condicoes dos métodos desenvolvidos para quantificacdo de BZC e de BVC em NC
poliméricas estdo descritas nas tabelas 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 1: Condicdes do método analitico de determinagdo de teor de BZC em NC

poliméricas.
Analito Benzocaina
Fase movel Acetonitrila / Agua Milli-Q (80:20, v/v)
Diluente Acetonitrila
Volume de injecao |20 uL
Fluxo 1 mL/min
Temperatura Ambiente (25°C)
Detector (A) Ultravioleta (UV), A = 285nm
Coluna Phenomenex, Gemini, Cig fase reversa, 5u 110A, 150 x

cromatografica

4 60mm

Tabela 2: Condicbes do método analitico de determinacdo de teor de BVC em NC

poliméricas.
Amostra Bupivacaina
Fase movel Acetonitrila / tampéo fosfato pH 7,4, 5mM (85:15, v/v)
Diluente Acetonitrila
Volume de injecao |20 uL
Fluxo 1,2 mL/min
Temperatura Ambiente (25°C)
Detector (A) Ultravioleta (UV), A = 220nm
Coluna Phenomenex, Gemini, Cig fase reversa, 5u 110A, 150 x

cromatografica

4 60mm
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3.2.1.3. Validacao

A metodologia analitica 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).

Validacao é o ato ou efeito de validar, tornar valido, legitimo ou legal. Visa a
diminuigdo e controle dos fatores que levam a imprecisdo ou inexatiddo de um dado
gerado (LANCAS, 2004).

A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda
as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando confiabilidade dos resultados. Os
parametros avaliados na validacdo de uma metodologia analitica, geralmente sao
especificidade, linearidade, intervalo, exatiddo, precisdo (repetibilidade e preciséo
intermediaria) e limites de quantificacdo e deteccao (ICH, 1996; BRASIL, 2003; ERMER
& MILLER, 2005).

3.2.1.3.1. Especificidade

Especificidade € a capacidade que o método possui em medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes (ICH, 1996; BRASIL, 2003). A
especificidade dos métodos analiticos para determinagéo do teor de BZC e de BVC em
NC poliméricas foi avaliada mediante injecbes da fase maovel, diluente e NC sem adicao
de farmaco. Um método é considerado especifico quando nenhum pico (s)
correspondente aos componentes da fase mével, diluente ou do placebo coeluem com
0 pico correspondente ao ativo (ERMER & MILLER, 2005).
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3.2.1.3.2. Linearidade

Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica em demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do composto na
amostra, dentro de um intervalo especificado. O critério minimo aceitavel do coeficiente
de correlacéo (r) deve ser = 0,99 (ICH, 1996; BRASIL, 2003). As linearidades dos
métodos foram determinadas a partir de trés curvas analiticas em dois dias diferentes,
totalizando seis curvas para cada farmaco, apresentando cada uma cinco
concentragbes compreendidas entre 2,5 e 40 pg/mL para BZC e entre 10 e 200 pg/mL
para BVC.

3.2.1.3.3. Intervalo

Quando o método € considerado satisfatorio para os parametros de linearidade,
precisdo e exatidao dentro da faixa de intervalo escolhida, sendo a concentracdo mais
baixa dessa faixa de concentracdo deve estar acima do limite de quantificacdo, o
intervalo é considerado adequado para quantificacdo do ativo dentro da faixa de
concentracao especificada (ICH, 1996; BRASIL, 2003; LANCAS, 2004).

3.2.1.34. Precisao

Precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Repetibilidade
(precisao intra-dia) € a concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de

tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentagéo. Precisdo intermediaria reflete a
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concordancia entre os resultados das mesmas amostras em dias diferentes (BRASIL,
2003).

A repetibilidade ou preciséo foi avaliada a partir do célculo de desvio padréo
relativo (DPR) (equacgéo 1).

DP
CMD

DPR = x100 (equagao 1)

onde, DP é o desvio padrao e CMD, a concentragdo média determinada.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentragdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método, ndo se admitindo valores superiores a 5% (BRASIL, 2003).

3.2.1.3.5. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relagao ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003).

A exatiddo é expressa pela relagdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentragdo teorica correspondente, segundo a equagao 2
(BRASIL, 2003).

Ag_D x100 (equacgao 2)

Exatidao = C

onde, CT é a concentracao teorica.
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3.2.1.3.6. Limites de detecgdo e quantificacao

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra
que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condigbes
experimentais estabelecidas (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

Limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condicoes
experimentais estabelecidas (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

A estimativa do limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram realizadas a
partir de dados obtidos com as regressdes lineares das curvas analiticas aplicados as
equacles 3 e 4, respectivamente (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

LD= D;DCX 3 (equacao 3)
LQ= D/70>< 10 (equacéo 4)

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

curva analitica média.
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3.2.2. Preparo das nanocapsulas poliméricas

As preparagdes das NC de PLGA e PCL foram realizadas segundo o método de
deposicao interfacial de polimero pré-formado descrito inicialmente por Fessi et al.
(1989).

O método envolve a mistura de uma fase organica em outra aquosa. A fase
organica foi constituida do polimero, solvente orgéanico (acetona), triglicerideos de acido
caprico e caprilico (Miglyol 810), monoestearato de sorbitano (Span 60) e o farmaco. A
fase aquosa foi composta por solucdo aquosa de Polissorbato 80 (Tween 80). Apds
dissolugdo dos componentes de ambas as fases, a fase organica foi inserida,
lentamente, sob a fase aquosa com o auxilio de um funil. A suspensao resultante foi
mantida sob agitacao por 10 minutos e em seguida o solvente organico foi eliminado e a
suspensao foi concentrada até o volume final de 10 mL, com auxilio de um evaporador
rotativo (FESSI et al., 1989).

3.2.3. Otimizacao do preparo das suspensdées de nanocadpsulas poliméricas:
planejamento fatorial 2*'

A influéncia da quantidade empregada de alguns dos componentes utilizados no
preparo das suspensdes de NC poliméricas foi avaliada a partir de um planejamento
fatorial 2*.

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 variagéo
produz sobre a resposta. O numero de ensaios necessarios para se fazer um

planejamento fatorial 2“ completo aumenta rapidamente com k, o ndmero de fatores
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investigados. Muitas vezes, a informacdao desejada pode ser obtida a partir de um
numero bem menor de ensaios, correspondente a uma fragdo do numero de ensaios do
planejamento completo. Isso € possivel, pois 0 niumero de interagbes de ordem alta
aumenta com o numero de fatores, mas na maioria dos casos, essas interagdes tém
valores pequenos e sdo destituidas de qualquer importancia pratica. Além disso,
quando o numero de fatores aumenta, crescem as chances de que um ou mais deles
nao afetem significativamente a resposta, seja por meio de efeitos principais, seja por
meio de efeitos de interacdo. Por essas razdes séo feitos planejamentos fatoriais
fracionarios (BARROS NETO et al., 2007).

No planejamento fatorial 2%, seus contrastes ndo misturam os efeitos principais
com interagbes de dois fatores e sim com interagdes de trés fatores, que em principio
devem ser menos significativas. Os contrastes fornecem étimas aproximagdes dos

efeitos principais calculados no fatorial completo (BARROS NETO et al., 2007).

As proporcdes ideais dos componentes das fases organica e aquosa das
suspensoes de NC de PLGA ou PCL contendo BVC ou BZC foram determinadas a
partir de um planejamento fatorial fracionario 2 (Tabela 3).

Foram variadas propor¢cées de quatro fatores (polimero, Miglyol, Span 60 e
Tween 80) em 2 niveis, segundo a tabela 4. O mesmo planejamento fatorial foi aplicado
ao preparo de NC de PLGA e de PCL. Os volumes de fase aquosa e acetona na fase
organica permaneceram constantes, sendo estes 30 mL cada. As concentracdes de
farmaco também foram constantes, 40 mg de BZC e 25 mg de BVC, sendo a
concentracao final ap6s reducao do volume das suspensdes de NC a 10 mL, 4 mg/mL
(0,4%) de BZC e 2,5 mg/mL (0,25%) de BVC.

As respostas obtidas a partir do planejamento fatorial foram avaliadas quanto ao
didmetro, polidispersado, potencial zeta e a eficiéncia de associagdo dos AL nas NC de
PLGA e de PCL. As formulagdes referentes a cada ensaio foram preparadas em
duplicata, segundo o item 4.2.
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Os célculos realizados para determinagao da influéncia dos fatores variados sob
as propriedades das NC foram realizados utilizando o software Statgraphics Plus 5.1.

Tabela 3: Matriz do planejamento fatorial fracionario 2*' aplicado ao preparo de NC

poliméricas.
Formulacao Polimero Miglyol Span 60 Tween 80
1 - - - -
2 + - - +
3 - + - +
4 + + - -
5 - - + +
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + +

Tabela 4: Fatores variados em 2 niveis no planejamento fatorial descrito na Tabela 3.

Niveis Polimero Miglyol Span 60 Tween 80
- 50 mg 100 mg 20 mg 30 mg
+ 100 mg 200 mg 40 mg 60 mg
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3.2.4. Polidispersao e diametro

3.2.4.1. Principio da técnica

A técnica de espalhamento dinamico de luz foi utilizada para determinagdo do
didmetro médio e da distribuicao de tamanho (polidispersao) das NC.

Quando um feixe de luz incide sobre amostra constituida de particulas, a
intensidade da luz espalhada oscila a um ritmo dependente do didmetro das particulas.
Essas flutuagdes ocorrem, em conseqiéncia do movimento Browniano, que ocorre em
particulas quando suspensas em algum liquido. A partir da equacgédo de Stokes-Einstein
(equacgao 5) é possivel obter o raio hidrodinamico da particula e conseqtientemente o
didametro da particula (PATTY & FRISKEN, 2006).

KT

Rh=—— ~
37-”]]) (equacéo 5)

onde, Rh é o raio hidrodinamico, K é a constante de Boltzmann, T é a
temperatura absoluta, n é a viscosidade da amostra e D o coeficiente de difusao

translacional das patrticulas.
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3.2.4.2. Determinacao da polidispersao e diametro

A avaliacdo do tamanho (didmetro) e polidispersdao das NC foram realizadas
diluindo as suspensdes de NC com agua (Milli-Q) 50 vezes e utilizando um analisador
de particulas Zetasizer (Malvern) a 25°C. A distribuicdo de tamanho foi dada pelo indice

de polidispersao.

3.2.5. Potencial zeta

3.2.5.1. Principio da técnica

O potencial zeta é o potencial elétrico no plano hidrodindmico de cisalhamento.
Em 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. Portanto, o potencial zeta € a medida do potencial
elétrico entre a superficie externa da camada compacta que se desenvolve ao redor da

particula e o meio dispersante.

O potencial zeta reflete a carga na superficie das nanoparticulas. Esse
parametro pode ser influenciado pela composicao da particula e meio dispersante
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanoparticulas devem apresentar valor de potencial zeta relativamente alto para
garantir a estabilidade fisico-quimica da suspensédo, pois grandes forgcas repulsivas
tendem a evitar agregacao em funcao de colisdbes ocasionais entre NP adjacentes
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Essas colisbes podem ser minimizadas através de
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repulsdo estérica ou eletrostatica. Na auséncia de mecanismos estéricos, a estabilidade
de nanoparticulas é determinada pelo balanco de forcas repulsivas e atrativas que as
particulas apresentam ao se aproximarem umas das outras. Assim, quanto maior o
valor do potencial zeta, independente da carga, maior as chances das particulas ndo se
agregarem. Nanoparticulas com potencial zeta de aproximadamente (+) 30 sdo mais
estaveis em suspensdao (MOHANRAJ & CHEN, 2006).

O potencial zeta é determinado por eletroforese e pode ser obtido também em
um equipamento de espalhamento de luz, pois a variagdo na frequéncia da luz
espalhada é proporcional a mobilidade eletroforética.

3.2.5.2. Determinacao do potencial zeta

O valor de potencial zeta, dado em mV foi determinado através de um analisador
de potencial zeta e diametro de particulas, Zetasizer (Malvern). As analises foram

realizadas diluindo as suspensdes de NC em agua (Milli-Q) 50 vezes.

3.2.6. pH

E importante avaliar possiveis alteracées de pH, em funcdo do tempo para
assegurar a estabilidade das suspensdes de nanoesferas, pois alteragdo no pH pode
ser indicativo de degradacéao do polimero. (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O monitoramento do pH das suspensbdes de NC poliméricas foi realizado em
funcado do tempo, utilizando um potenciémetro calibrado com solucées tampao de pH
7,0 e 4,0.
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3.2.7. Eficiéncia de associacao de Benzocaina e de Bupivacaina em nanocapsulas
poliméricas

O total (100%) de farmaco (BZC e BVC) presente na suspensdo de NC
poliméricas foi determinado diluindo as suspensdes em acetonitrila (ACN). A suspensao
de NC de BZC foi diluida até a concentracao de 20 ug/mL de BZC e a suspensédo de
NC de BVC foi diluida até a concentragédo de 100 pg/mL de BVC. A ACN extrai esses
farmacos das NC, solubilizando-os totalmente. Esta solugéo foi filtrada em membrana
Millipore® de 0,22 pm e quantificada por CLAE segundo metodologias descritas no item
4.1.2.

O teor de farmaco associado as NC foi determinado pelo método de
ultrafiltracao/centrifugacdo, que consiste em submeter a suspensdo de NC a
centrifugagéo a 280 g por 10 minutos em dispositivos de ultrafiltragdo constituidos de
celulose regenerada de 30 kDa (Microcon — Millipore®) e quantificar o ultrafiltrado em
CLAE. S¢ atravessa a membrana de 30 kDa o farmaco livre, sendo assim, por diferenca
entre 100% de farmaco e farmaco ndo associado as NC, determina-se a taxa de
farmaco associado as nanoparticulas. A quantificacdo do total de farmaco presente na
suspensao de NC (100%) e do farmaco nao associado as NC foi realizada por CLAE a
partir da equacao da reta da curva analitica previamente validada. Diversos trabalhos
empregam essa técnica para determinar a eficiéncia de associacdo de farmacos em NP
(GAMISANS et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003; KILIC et al., 2005).

3.2.8. Estabilidade

A estabilidade das suspensdes de NC de PLGA e de PCL contendo BZC e de
PLGA contendo BVC foi avaliada a partir de determinagdes de didmetro, polidisperséo,
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potencial zeta, taxa de associagao e pH, em funcao do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias),

sendo as suspensdes armazenadas em frascos ambar, a temperatura ambiente.

3.2.9. Ensaios de liberacao in vitro de Benzocaina e Bupivacaina em

nanoparticulas poliméricas

Os ensaios de liberacao in vitro foram realizados utilizando sistemas de dois
compartimentos para observar a liberagdo dos farmacos livres e quando associados as
NC poliméricas. Nesse sistema, utilizou-se uma membrana de celulose (Spectrapore,
com poro para exclusdao molecular de 1000 Da) presa a extremidade de um suporte
onde 1,5 mL da amostra foi inserida (compartimento doador). Este suporte foi colocado
em contato com 150 mL de agua contida em um béquer (compartimento aceptor) sob
agitacao leve constante (PAAVOLA et al.,, 1995). O ensaio foi realizado em triplicata e

sob condigao sink.

Amostras foram coletadas do compartimento aceptor (em intervalos de 15, 30 e
60 min., durante 24 h) e analisadas por CLAE segundo metodologias descritas no item
3.2.1.2.

3.2.10. Anadlise estatistica

Todos os caélculos estatisticos e representagdes graficas aplicadas aos
resultados de validacdo e otimizagdo de formulagao (planejamento fatorial, ANOVA)
foram realizados no software Statgraphics Plus 5.1°. Os calculos estatisticos e
representacdes graficas aplicadas aos resultados de ensaio de liberacdo foram obtidos

com o software Origin 6.0°.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2. Desenvolvimento e validacao de metodologia analitica para
determinacao do teor de Benzocaina em nanocapsulas
poliméricas

As condi¢cdes cromatograficas escolhidas durante o desenvolvimento da
metodologia analitica para determinagdo do teor de BZC em NC poliméricas foram
consideradas adequadas, ja que foi obtido um pico simétrico e bem resolvido
correspondente a BZC (Figura 9).

Sabendo que o tempo de volume morto da coluna é de 1,25 min para este
método, o tempo de retengéo do pico correspondente a BZC teria que apresentar tempo
de retencdo superior a 1,25 minutos para ser aceitavel, e este apresentou
aproximadamente 1,5 minutos, tempo viavel para a analise, possibilitando corrida

cromatografica de apenas 2,5 minutos.

mh
Detectar A285nm
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260 j/
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Figura 9: Cromatograma da BZC na concentracdo de 40ug/mL, obtido sob condi¢bes
cromatograficas descritas no item 3.2.1.2.
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O método foi considerado especifico, pois nenhum pico correspondente a
componentes da fase movel, diluente ou do placebo coeluiram com o pico

correspondente ao ativo.

A linearidade do método foi avaliada a partir de trés curvas analiticas em dois
dias diferentes (Figuras 10 e 11), com concentragbes de BZC compreendidas entre 2,5
e 40 pg/mL, totalizando seis curvas analiticas (Figura 12).

Calibragéao 1
(X 1,E6)
Sp ' ' ' ]
- Y=A+B*X ]
4 I -
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2 3F B=111668,0 .
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L ¥
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Figura 10: Curva analitica 1 da BZC (n=3) e parametros obtidos com a regressao linear

da curva analitica.
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Calibracao 2
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Figura 11: Curva analitica 2 da BZC (n=3) e parametros obtidos com a regressao linear

da curva analitica.
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Figura 12: Curva analitica inter-dias da BZC (n=6) e parametros obtidos com a

regressao linear da curva analitica inter-dias.
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Os resultados da analise de variancia (ANOVA) das 3 curvas analiticas descritos
nas tabelas 5, 6 e 7 demonstraram, através do teste F, que o modelo linear é adequado
para descrever a relagao significativa entre area do pico de BZC e concentracdo de
BZC. As condicoes para que o modelo seja adequado para expressar os resultados
séo: F calculado > F tabelado para o modelo e F calculado < F tabelado para a falta de

ajuste.

A falta de ajuste foi concebida a fim de determinar se o modelo linear &
adequado para descrever os resultados obtidos. Esse teste é realizado através da
comparacgdo da variabilidade residual do modelo atual com a variabilidade entre os
valores observados da replicata independente da variavel x. Os valores de p<0,01 na
tabela ANOVA, indicam que os resultados sado suficientes para serem usados na

observacao dos dados.

O R? indica que a variagdo de area no modelo linear é 99,9593% explicada na
curva analitica 1, 99,9566% na curva analitica 2 e 99,953 % na curva analitica inter-
dias. Os coeficientes de correlacdo (R) maiores que 0,999 indicam que existe forte
relagéo entre as variaveis concentragdo e area do pico de BZC. Os valores de R e as
respectivas equagdes obtidas com as regressdes lineares podem ser observados nas
figuras 10, 11 e 12.
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Tabela 5: ANOVA para os resultados da curva analitica 1 de BZC apresentada na

figura 10.
Variacao Soma Graus de Média F P F
quadratica | liberdade | quadratica | calculado tabelado
Modelo | 3,47906.10™ 1 3,47906.10" | 31925,21 | 0,0000 4.67*
Residuos | 1,41668.10'" 13 1,41668.10°
Falta de
. 1,91104.10° 3 6,37012.108 0,52 0,6782 3,71*
ajuste
Erro puro | 1,22558.10'"° 10 1,22558.10°
Total 3,48048.10" 14

* F tabelado para nivel de 95% de confianga.

Tabela 6: ANOVA para os resultados da curva analitica 2 de BZC apresentada na

figura 11.
Variacao Soma Graus de Média F P F
quadratica | liberdade | quadratica | calculado tabelado
Modelo | 3,50223.10™ 1 3,50223.10"® | 31925,21 | 0,0000 4.67*
Residuos | 1,52038.10'"° 13 1,16952.10°
Falta de
, 6,82289.10° 3 2,2743.10° 2,71 0,1011 3,71*
ajuste
Erro puro | 8,38087.10° 10 8,38087.10°
Total 3,50375.10"® 14

* F tabelado para nivel de 95% de confianga.
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Tabela 7: ANOVA para os resultados da curva analitica inter-dias de BZC apresentada

na figura 12.
Variacao Soma Graus de Média F P F
quadratica | liberdade | quadratica | calculado tabelado
Modelo | 6,97892.10™ 1 6,97892.10" | 59487,40 | 0,0000 4,2*
Residuos | 3,28489.10'"° 28 1,17318.10°
Falta de 5 9
_ 5,60706.10 3 1,86902.10 1,72 0,1895 2,99*
ajuste
Erro puro | 2,72419.10" 25 1,08967.10°
Total 6,9822.10" 29

* F tabelado para nivel de 95% de confianca.

Com base nos resultados obtidos, comprovou-se estatisticamente a linearidade
do método, sendo este modelo (linear) ideal para expressar a relagdo entre area e

concentracao de BZC.

A precisdo do método (repetibilidade) foi avaliada mediante determinac¢des das
concentragbes de BZC, em 3 niveis de concentracdes realizadas em ftriplicata, em 2
dias diferentes. As concentracdes obtidas na precisdo intra-dia 1 foram determinadas a
partir da curva analitica 1 (tabela 8) e as concentragdes obtidas na precisao intra-dia 2

foram determinadas a partir da curva analitica 2 (tabela 9).

A precisdo intermediaria do método (inter-dias) foi avaliada mediante
determinacdes das concentragcdes de BZC em 3 niveis de concentracbes obtidas a
partir da curva analitica inter-dias. Esses resultados podem ser observados na tabela

10.
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A precisao foi avaliada a partir do célculo de desvio padrao relativo (DPR) dos

resultados de concentracao de BZC obtidos.

Tabela 8: Resultados de precisdao do método intra-dia 1 para o método de teor de BZC.

Area do pico de [BZC] obtida Média DP DPR (%)
BzZC (ng/mL)
1739664 15,53
1742584 15,55 15,56 0,04 0,23
1747698 15,60
3340187 29,86
3395939 30,36 30,18 0,28 0,92
3391766 30,32
6453541 58,64
6553936 58,64 58,91 0,47 0,79
6644005 59,45

Tabela 9: Resultados de precisdao do método intra-dia 2 para o método de teor de BZC.

Area do pico de [BZC] obtida Média DP DPR (%)
BZC (ng/mL)
1759507 15,51
1762154 15,53 15,50 0,05 0,30
1752153 15,45
3347762 29,69
3403097 30,18 30,01 0,28 0,93
3400558 30,16
6468317 57,54
6568215 58,43 58,41 0,86 1,47
6660709 59,26
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Tabela 10: Resultados de precisao intermediaria para o método de teor de BZC.

Area do pico de [BZC] obtida Média DP DPR (%)

BZC (ng/mL)

15,43 15,60

15,45 15,63 15,53 0,08 0,52
15,50 15,54

29,74 29,81

30,24 30,30 30,09 0,25 0,84
30,20 30,28

58,47 57,71

58,48 58,60 58,66 0,93 1,07
59,28 59,43

Todos os valores de DPR obtidos foram inferiores a 5%, que é o valor maximo
preconizado pela ANVISA e ICH para que um método seja preciso. Portanto, as
variagdes obtidas em cada triplicata sdo consideradas aceitaveis e com isso 0 método
desenvolvido para determinagdo do teor de BZC em NC poliméricas pode ser
considerado preciso (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

A exatidao do método foi determinada a partir da analise de 3 niveis de
concentragdo de BZC em triplicada e em 2 dias diferentes, totalizando 18
determinacgdes. Calculou-se a porcentagem de recuperagdo de BZC que o método foi
capaz de obter com base na relacdo entre concentracdo teérica de BZC com a
concentragdo experimental obtida. A quantificagdo foi realizada utilizando a curva

analitica inter-dias. Esses resultados podem ser observados na tabela 11.
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Tabela 11: Resultados de exatiddo para o método de teor de BZC.

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

15,00 15,43 102,85 15,60 104,03
15,00 15,45 103,02 15,63 104,19
15,00 15,50 103,33 15,54 103,59
30,00 29,74 99,13 29,81 99,36
30,00 30,24 100,79 30,30 101,00
30,00 30,20 100,67 30,28 100,93
60,00 58,47 97,45 57,71 96,18
60,00 58,48 97,46 58,60 97,67
60,00 59,28 98,80 59,43 99,05

Média - 100,39 - 100,67

DP o 2,32 - 2,87

DPR o 2,31 o 2,85

Média (n=18) 100,53

DPR (n=18) 2,52

Todos os resultados obtidos (individuais e médios), encontram-se dentro dos

critérios de aceitacao estabelecidos para as concentracdes analisadas (de 95,0 a

105%), o0 que torna o método exato. A fim de aumentar a confiabilidade dos resultados

construiu-se um histograma de capacidade (figura 13), que € uma ferramenta estatistica

designada a comparar todo conjunto de resultados com as especificacdes a partir da

avaliacao da aleatoriedade e rigor do processo, e estabelecimento de limites nos quais

o processo pode operar (ERMER & MILLER, 2005).

O histograma de capacidade faz uma estimativa dos resultados que estdo fora

dos limites de especificacdo e indica a porcentagem de dados que apresentam

distribuicdo normal. O 3o representa que 99,7% dos dados se encontram a uma
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distancia do valor médio a 3 vezes o desvio padrao. Neste caso, somente 5,4% dos
dados estdo fora dos limites 3o, ou seja, os desvios encontrados estdo dentro da
normalidade, indicando que o conjunto de 18 observacbes na variavel recuperacao
apresenta distribuicdo normal e que os erros experimentais ou falhas no processo néao
séo significativos. Assim, o processo esta estatisticamente controlado (BARROS NETO
et al., 2007).

O indice de capacidade (Cpk) foi concebido com a finalidade de comparar a
distribuicao dos resultados com a especificagdo. Valores de Cpk > 2 sdo considerados
ideais, mas indices proximos a 1 sdo considerados aceitaveis. Neste caso o valor de
Cpk foi 0,9.
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Figura 13: Histograma de capacidade aplicado aos resultados de exatiddo do método

de determinacao do teor de BZC.

Os resultados obtidos com o histograma de capacidade complementam e
comprovam os resultados da tabela 11, confirmando a exatiddo do método.
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Os valores de limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) encontrados para o
método de determinacao de teor de BZC em NC poliméricas foram 0,25 pg/mL e 0,85
ug/mL, respectivamente. Esses resultados foram obtidos a partir da regresséo linear da

curva analitica inter-dias.

Todos os parametros de validacdo obtidos para o método analitico proposto
foram considerados satisfatérios por atenderem as especificagdes estabelecidas pela
ANVISA (2003) e ICH (1996). O método, portanto, pode ser considerado especifico,
linear, preciso e exato, dentro do intervalo de concentracdo compreendido entre 2,5 e
40 pg/mL de BZC, sendo aplicavel a ensaios de determinacao de teor de BZC em NC
poliméricas e ensaios in vitro de liberacdo de BZC em NC poliméricas, podendo o

farmaco ser quantificado até a concentragao minima de 0,85 pg/mL.

4.3. Desenvolvimento e validacao de metodologia analitica para
determinacao do teor de Bupivacaina em nanocapsulas
poliméricas

As condicdes cromatograficas escolhidas durante o desenvolvimento da
metodologia analitica para determinacéo do teor de BVC em NC poliméricas foram
consideradas adequadas, ja que foi obtido um pico simétrico e bem resolvido
correspondente a BVC (Figura 14).

O pico correspondente a BVC apresentou tempo de retencdo de
aproximadamente 2,8 minutos, estando acima do tempo de volume morto da coluna,
que para este método é de 1,04 minutos, possibilitando corrida cromatogréafica de

apenas 4,0 minutos.
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Figura 14: Cromatograma da BVC na concentragcdo de 200 pg/mL, obtido sob
condicoes cromatograficas descritas no item 3.2.1.2.

O método foi considerado especifico, pois nenhum pico correspondente a
componentes da fase movel, diluente ou do placebo coeluiram com o pico
correspondente ao ativo.

A linearidade do método foi avaliada a partir de trés curvas analiticas em dois
dias diferentes (Figuras 15 e 16), com concentragbes de BVC compreendidas entre 10
e 200 pg/mL, totalizando seis curvas analiticas (Figura 17).
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Calibracéo 1
(X 1,E6)
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Figura 15: Curva analitica 1 da BVC (n=3) e parametros obtidos com a regressao linear

da curva analitica.

Calibracéo 2
(X 1,E6)

Y=A+B*X
A =52263,0
B =32694,4
R = 0,99994

Area dos picos
N
I

O -_ 1 " " " 1 " " " 1 " " " 1 " " " 1 " " "
0 40 80 120 160 200

[BVC] (ug/mL)

Figura 16: Curva analitica 2 da BVC (n=3) e parametros obtidos com a regresséo linear

da curva analitica.
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Calibragao interdias

(X 1,E6)
T
Y=A+B*X
6 A =47098,3
B = 33064,4

R =0,99985
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Figura 17: Curva analitica da BVC (n=6) e parametros obtidos com a regresséo linear

da curva analitica.

Assim como os resultados apresentados para validagcdo da metodologia analitica
para quantificacdo de BZC em NC poliméricas, os resultados obtidos com as
regressoes lineares mostradas nas figuras 15, 16 e 17 indicam que existe forte relacao
entre as variaveis (R>0,99), sendo que a variagdo de area no modelo é 99,9914%
explicada na curva analitica 1, 99,9885% na curva analitica 2 e 99,9693 % na curva
analitica inter-dias. Além disso, os resultados de analise de varidancia (ANOVA)
mostrados nas tabelas 12, 13 e 14 indicam que o modelo linear € significativo para

descrever a relacao entre area do pico de BVC e concentragdo de BVC.
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Tabela 12: ANOVA para

os resultados da curva analitica 1 de BVC apresentada na

figura 15.

Variacao Soma Graus de Média F P F-
quadratica liberdade quadratica | calculado tabelado

Modelo | 8,04852.10" 1 8,04852.10"® | 150969 | 0,000 4,67*

Residuos | 6,93063.10° 13 5,33126.10°

Falta de

, 1,64154.10° 3 5,4718.10° 1,03 0,419 3,71*

ajuste

Erro puro | 5,28909.10° 10 5,28909.10°

Total 8,04921.10" 14

* F tabelado para nivel de 95% de confianga.

Tabela 13: ANOVA para os resultados da curva analitica 2 de BVC apresentada na

figura 16.
Variacao Soma Graus de Média F P F-
quadratica liberdade quadratica | calculado tabelado
Modelo | 7,69627.10" 1 7,69627.10" 113290 0,000 4,67*
Residuos | 8,8315.10° 13 6,79346.10°
Falta de ° 8
. 2,06686.10 3 6,88953.10 1,02 0,425 3,71*
ajuste
Erro puro | 6,76464.10° 10 676464.10°
Total 7,69716.10™ 14

* F tabelado para nivel de 95% de confianga.
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Tabela 14: ANOVA para os resultados da curva analitica inter-dias de BVC

apresentada na figura 17.

Variacao Soma Graus de Média F P F-
quadratica liberdade quadratica | calculado tabelado
Modelo | 1,57428.10" 1 1,57428.10" 91157 0,000 4,2*
Residuos | 4,83558.10" 28 1,72699.10°
Falta de 9 9
_ 3,6025.10 3 1,20083.10 0,67 0,578 2,99*
ajuste
Erro puro | 4,47533.10" 25 1,79013.10°
Total 1,57477.10" 29

* F tabelado para nivel de 95% de confianga.

A precisdao do método (repetibilidade) foi avaliada mediante determinacdes das
concentracdes de BVC em 3 niveis de concentragdes realizadas em triplicata em 2 dias
diferentes. As concentracdes obtidas na precisao intra-dia 1 foram determinadas a partir
da equacéo obtida com a regressao da curva analitica 1 (tabela 15) e as concentragdes
obtidas na preciséo intra-dia 2 foram determinadas a partir da curva analitica 2 (tabela
16).

A precisdao intermediaria do método (inter-dias) foi avaliada mediante
determinacdes das concentracbes de BVC em 3 niveis de concentracdes obtidas a
partir da curva analitica inter-dias. Esses resultados podem ser observados na tabela

17.

A precisao foi avaliada a partir do célculo de desvio padrao relativo (DPR) dos
resultados de concentracées de BVC obtidos.
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Tabela 15: Resultados de precisdo do método intra-dia 1 para o método de teor de
BVC.

Area do pico de [BVC] obtida Média DP DPR (%)

BVC (ng/mL)

1019048 29,22

1007559 28,88 28,89 0,33 1,16

996702 28,56

2073060 60,75

2098867 61,52 61,34 0,52 0,85

2106288 61,74

4075855 120,65

4086379 120,97 120,72 0,22 0,18

4072050 120,54

Tabela 16: Resultados de precisdo do método intra-dia 2 para o método de teor de
BVC.

Area do pico de [BVC] obtida Média DP DPR (%)

BVC (ng/mL)

1016280 29,49

1067269 31,05 30,56 0,93 3,05

1070717 31,15

1966824 58,56

2024101 60,31 59,84 1,12 1,87

2034982 60,64

3981967 120,20

4034698 121,81 121,35 1,00 0,83

4042170 122,04
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Tabela 17: Resultados de precisao intermediaria para o método de teor de BVC.

Area do pico de [BVC] obtida Média DP DPR (%)
BVC (ng/mL)
29,40 29,31
29,05 30,85 29,71 0,95 3,21
28,72 30,96
61,27 58,06
62,05 59,79 60,60 1,59 2,63
62,28 60,12
121,85 119,01
122,16 120,60 121,03 1,16 0,96
121,73 120,83

Todos os valores de DPR obtidos foram inferiores a 5%, que é o valor maximo
preconizado pela ANVISA (2003) e ICH (1996) para que um meétodo seja considerado

preciso, portanto as variacées obtidas em cada triplicata sdo consideradas aceitaveis,

com isso 0 método desenvolvido para determinacao do teor de BVC em NC poliméricas

€ preciso.

A exatiddo do meétodo foi determinada a partir da andlise de 3 niveis de

concentragdo de BVC em triplicada e em 2 dias diferentes,

totalizando 18

determinacdes. Verificou-se a capacidade do método em recuperar o ativo através da

relacdo entre concentragéo teodrica de BVC com a concentragdo experimental obtida. A

quantificacao foi realizada utilizando a equacao obtida com a curva analitica inter dias.
Esses resultados podem ser observados na tabela 18.
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Tabela 18: Resultados de exatiddo para o método de teor de BVC.

[BVC] tedrica | [BVC] obtida % de [BVC] obtida % de
(ng/mL) (ng/mL) Recuperacao (ng/mL) Recuperacao
30,00 29,40 97,99 29,31 97,71
30,00 29,05 96,83 30,85 102,85
30,00 28,72 95,73 30,96 103,19
60,00 61,27 102,12 58,06 96,77
60,00 62,05 103,42 59,79 99,65
60,00 62,28 103,80 60,12 100,20
120,00 121,85 101,54 119,01 99,17
120,00 122,16 101,80 120,60 100,50
120,00 121,73 101,44 120,83 100,69
Média o 100,52 o 100,08
DP - 2,92 _ 2,11
DPR o 2,91 o 2,10
Média (n=18) 100,30
DPR (n=18) 2,47

Todos os resultados obtidos (individuais e médios) ficaram dentro da
especificacao de 95,0 a 105%, o que torna o método exato. A fim de aumentar a
confiabilidade dos resultados construiu-se um histograma de capacidade (figura 18),
que é uma ferramenta estatistica designada a comparar todo conjunto de resultados

com as especificagdes.

Assim como para os resultados de exatidao do método de quantificagdo de BZC
em NC poliméricas, o histograma de capacidade obtido com os resultados de exatidao
do método de quantificacdo de BVC em NC poliméricas, indicou que o processo pode

ser considerado estatisticamente controlado, pois apresentou distribuicdo normal com o
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conjunto de 18 observacbes na variavel recuperacdo, sendo que somente 4,5% dos

dados estao fora dos limites 3o e o0 valor Cpk obtido foi de 0,9.
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Recuperacao

Figura 18: Histograma de capacidade aplicado aos resultados de exatiddo do método
de teor de BVC.

Os valores de limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) encontrados para o
método de determinacdo de teor de BVC em NC poliméricas foram 0,98 pg/mL e 3,26
Hug/mL, respectivamente. Esses resultados foram obtidos a partir da curva analitica
inter-dias.

Todos os parametros de validacdo obtidos para o método analitico em questao
foram considerados satisfatérios por atenderem as especificagdes estabelecidas pela
ANVISA (2003) e ICH (1996). O método, portanto, pode ser considerado especifico,
linear, preciso e exato, dentro do intervalo de concentracdo compreendido entre 10 e
200 pg/mL de BVC, sendo aplicavel a ensaios de determinacdo de teor de BVC em NC
poliméricas, podendo o farmaco ser quantificado até a concentragdo minima de 3,26
ug/mL (LQ).
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4.4. Otimizacao das condicoes de preparo das suspensoes de

nanocapsulas poliméricas: planejamento fatorial 2*"

As NC poliméricas foram preparadas segundo o método de deposicao interfacial
de polimeros pré-formados, como descrito no item 3.2.2.

Os fendmenos que regem a formacéao de NP pelos métodos de nanoprecipitacao
e de deposicao interfacial de polimeros pré-formados sao turbuléncia interfacial, difusao
e efeitos de superficie (efeito Marangoni). Quando a fase organica contendo o polimero
€ vertida sobre a fase aquosa contendo agentes estabilizantes a turbuléncia interfacial &
causada pela diminuicdo da tensao interfacial entre as fases. O solvente organico
difunde pela fase aquosa levando cadeias poliméricas, formando goticulas que se
agregam em NP espontaneamente, devido a continua difusdo do solvente organico na
presenca de agua (MURAKAMI et al., 1999; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004;
DERAKHSHANDEH et al, 2007). As NC sao obtidas pelo método de deposicao
interfacial de polimeros pré-formados pelos mesmos principios com os quais NE séo
formadas, mas durante a difusdo do solvente organico contendo polimero e dleo na
fase aquosa, ocorre emulsificacdo espontanea, onde nanogoticulas de 6leo sao
formadas e o polimero se deposita ao redor dessas nanogoticulas, originando um
invélucro polimérico contendo nucleo oleoso denominado NC (QUINTANAR-
GUERRERQO et al., 1998).

Durante o preparo de NP, diversos fatores sdo importantes para determinar as
propriedades das particulas, tais como concentracdo, composi¢cdo e massa molar do
polimero; tipo e volume do solvente organico; tipo e concentracdo do tensoativo/
estabilizante; volume de fase aquosa; temperatura; velocidade, tempo e tipo de
agitacao (em métodos que envolvem emulsificacdo) (DUAN et al., 2006).

A composi¢do quali e quantitativa de formulagdes com nano ou microparticulas
poliméricas sao fatores determinantes para garantir propriedades adequadas e

estabilidade das formulacdes. Por isso, planejar o preparo de formulacées contendo
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nano ou microparticulas através de planejamentos fatoriais tem sido uma estratégia
muito utilizada atualmente a fim de estimar os contrastes dos parametros envolvidos no
preparo dessas formulagbes sobre determinadas propriedades, como diametro,
eficiéncia de associacédo do farmaco, entre outras (VANDERVOORT & LUDWIG, 2002;
BHAVSAR et al., 2006; DERAKHSHANDEH et al., 2007; MONDAL et al., 2008).

A fim de definir condicbes quantitativas ideais para a obtencdo de NC
satisfatérias, um planejamento fatorial 2*" foi aplicado ao preparo de NC de PLGA e
PCL contendo BZC.

Segundo a matriz do planejamento fatorial 2*' foram preparadas, através do
método de deposicao interfacial de polimeros pré-formados, 8 formulacdes em duplicata
de maneira aleatéria. Os fatores variados em 2 niveis foram concentragdes de polimero
(PLGA ou PCL), Miglyol, Tween 80 e Span 60. A escolha da variacdo dos niveis foi
baseada em testes preliminares e pesquisa em literatura. Os efeitos dos fatores foram
avaliados sobre quatro respostas: diametro de particulas, polidispersao (PDI), potencial

zeta e eficiéncia de associagao.

Os resultados absolutos obtidos com o planejamento aplicado ao preparo de
suspensoes de NC de PLGA com BZC e NC de PCL com BZC estdo descritos nas

tabelas 19 e 20, respectivamente.

60



Resultados e discussao

Tabela 19: Matriz do planejamento fatorial 2*" e resultados de diametro, polidispersdo
(PDI), potencial zeta e eficiéncia de associacao, obtidos a partir do planejamento para
suspensdes de NC de PLGA com BZC.

Eficiéncia de

Diametro Potencial .

Formulacado |A|B|C|D PDI associacao

(nm) zeta (mV)

(%)
1.1 o I 100,7 0,093 -33,6 62,21
1.2 I 110,8 0,087 -27,9 61,36
2.1 +l - 93,9 0,066 -30,5 66,32
2.2 i 102,6 0,094 -31,5 65,81
3.1 Sl 133,7 0,143 -30,5 68,73
3.2 N EAREE: 129,1 0,128 -36,8 71,42
4.1 + |- 122,1 0,136 -39,9 46,34
4.2 i 117,3 0,133 -30,9 53,18
5.1 A 99,4 0,126 -25,2 52,09
5.2 A 94,0 0,174 -31,2 53,44
6.1 i 115,7 0,096 -12,9 43,53
6.2 I 100,2 0,107 -34,0 41,90
7.1 A 157,9 0,154 -37,7 63,35
7.2 A 132,5 0,144 -35,1 62,94
8.1 |+ 179,9 0,166 -14,9 73,37
8.2 | 138,7 0,111 -22,9 73,79

A: PLGA; B: Miglyol; C: Span 60; D: Tween 80
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Tabela 20: Matriz do planejamento fatorial 2*" e resultados de diametro, polidispersdo
(PDI), potencial zeta e eficiéncia de associacao, obtidos a partir do planejamento para
suspensodes de NC de PCL com BZC.

Eficiéncia de

Diametro Potencial .

Formulacado |A|B|C|D PDI associacao

(nm) zeta (mV)

(%)
1.1 o I 150,3 0,058 -30,0 55,12
1.2 I 161,3 0,096 -23,0 56,19
2.1 o 209,2 0,229 -29,0 74,15
2.2 i 200,3 0,207 -31,0 63,22
3.1 Sl 186,1 0,118 -40,3 74,06
3.2 N EAREE: 190,7 0,128 -39,4 74,09
4.1 + |- 216,9 0,134 -41,0 68,88
4.2 i 208,2 0,102 -42.3 69,24
5.1 A 135,6 0,112 -29,0 74,15
5.2 S I [ g 132,3 0,110 -33,8 74,05
6.1 i 150,0 0,222 -33,7 68,75
6.2 i 156,0 0,202 -30,2 68,70
7.1 S+ 156, 1 0,101 -35,2 70,72
7.2 S+ 149,4 0,093 -34,2 70,75
8.1 N 183,6 0,071 -32,7 87,75
8.2 |+ 193,0 0,070 -32,1 87,94

A: PCL; B: Miglyol; C: Span 60; D: Tween 80

Algumas andlises para os resultados mostrados nas tabelas 19 e 20 seréo

mostrados a seguir.
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4.4.1. Efeito dos fatores sobre o diametro, polidispersao, potencial zeta e

eficiéncia de associacdo de Benzocaina em nanocapsulas poliméricas

Os didmetros das NC de PLGA e de PCL contendo BZC foram determinados
pela técnica de espalhamento de luz, como descrito no item 3.2.4.2.

Para avaliar a influéncia da variacao dos fatores em 2 niveis sobre o diametro de
particula de NC de PLGA e PCL contendo BZC, foram construidos graficos de Pareto, a
partir dos resultados de diametro obtidos com o planejamento fatorial 2*', descritos nas
tabelas 19 e 20, respectivamente.

A figura 19 apresenta os contrastes dos fatores concentracdo de PLGA, Miglyol,
Snan AN e Tween 80 snhre n didmetrn das NC. de Pl GA

Miglyol

Tween 80

PLGA I
0

1 2 3 4 5
Efeito sobre o tamanho

rigura 19: CIello a0s ldlores soore 0 aidimeuo ads NU Jde rFLuaA corienao BZC.

Resultados obtidos com 95,0% de confianga.
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Na tabela 21 estdo descritos os valores estimados dos efeitos sobre o didmetro
das NC de PLGA. Para testar a significancia estatistica dos efeitos causados pelas
variagcdes nos fatores estudados, realizou-se anadlise de variancia (ANOVA) para os
resultados obtidos, estes resultados estdo descritos na tabela 21.

Tabela 21: Estimativa dos efeitos e valores de p (ANOVA) para variagao de diametro de
NC de PLGA com BZC.

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PLGA +1,54 0,8524
Miglyol + 36,74 0,0010

Span 60 + 13,51 0,1242
Tween 80 +1,76 0,8311

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

Segundo os resultados observados na figura 19 e tabela 21, somente o efeito
causado pela variagdo de Miglyol obteve p<0,05, indicando que este efeito €
significativamente diferente de zero, com nivel de confian¢a de 95,0%. O valor numérico
estimado de efeito do Miglyol sobre o didmetro das NC (+ 36,74) apresenta sinal
positivo, 0 que representa que quanto maior a concentracdo de Miglyol, maior o
didmetro de particula. As variagbes na concentracdo de PLGA, Span 60 e Tween 80

nao causaram alteracdes estatisticamente significativas sobre o diametro de particula.

Resultados diferentes foram encontrados a partir do planejamento fatorial 2*"
aplicado ao preparo de NC de PCL contendo BZC.

A figura 20 apresenta um grafico de Pareto com os contrastes dos fatores
concentracao de PCL, Miglyol, Span 60 e Tween 80. Esses resultados foram obtidos a
partir dos resultados de didametro NC de PCL descritos na tabela 20.
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Span 60 . -+
- -
PCL
Miglyol
Tween 80

0 2 4 6 8 10 12
Efeito sobre o tamanho

Figura 20: Efeito dos fatores sobre o diametro das NC de PCL contendo BZC.
Resultados obtidos com 95,0% de confianga.

Tabela 22: Estimativa dos efeitos e valores de p (ANOVA) para variagao de diametro de
NC de PCL com BZC.

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PCL + 31,93 0,0000
Miglyol + 23,63 0,0000
Span 60 - 33,38 0,0000
Tween 80 + 10,33 0,0043

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

Segundo os resultados obtidos com a ANOVA (tabela 22) e observados na figura
20, as variacdes de todos os fatores estudados sdo capazes de causar alteracdes
estatisticamente significativas sobre o didametro de NC de PCL contendo BZC.
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O fator que exerce maior influéncia significativa sobre o diametro das NC de PCL
com BZC é a concentragcdo de Span 60, sendo que o aumento da concentracdo de
Span favorece a diminuicdo no didmetro das particulas.

O segundo fator a mais influenciar o diametro de particula significativamente é a
concentracdo de PCL, em seguida concentracdes de Miglyol e Tween, sendo que,

quanto maior a concentracao destes fatores, maior o didametro de particula.

O aumento do didmetro de particula em fungdo do aumento da concentragédo de
polimero pode ser explicado por dois motivos: a) com o aumento da concentracdo de
polimero, ha maior nimero de unidades de cadeias poliméricas se agregando por
volume de solvente, assim, interacbes polimero-polimero sao favorecidas e mais
cadeias poliméricas permanecem associadas durante o processo de difusdo, levando a
formag&o de particulas maiores; b) o aumento da concentracdo de polimero aumenta a
viscosidade da fase organica, proporcionando maior resisténcia para a transferéncia de
massa, com isso, a difusdo do polimero da fase organica para a fase aquosa é reduzida
e nanoparticulas maiores sao formadas (GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).

Galindo-Rodriguez e colaboradores (2004) avaliaram a influéncia de fatores
como concentracdo de polimero, tensoativos e volume e tipo de solvente organico
sobre as propriedades de nanoparticulas obtidas pelos métodos de salting-out,
emulsificacao-difusdo do solvente e nanoprecipitacao. Os resultados demonstraram que
0 aumento da concentracdo de polimero favoreceu o aumento do didmetro de particula

em todos os casos.

Além da concentracdo de polimero, a natureza do polimero também é fator
importante sobre o didmetro de particula e eficiéncia de associacdo (MUNDARGI et al.,
2008).

Blanco & Alonso (1997) estudaram o efeito do tipo de polimero sobre as
propriedades de nanoparticulas. Os polimeros utilizados foram PLGA de massa molar
12, 34 e 80 kDa. Os resultados demonstraram que com aumento de massa molar,
observou-se aumento tanto no didmetro de particula quanto na eficiéncia de associacéo

do ativo na nanoparticula.
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Outros fatores importantes sobre as propriedades de nanoparticulas sao
natureza e concentragdo do tensoativo/ estabilizante e do 6leo. O aumento da
concentracdo de tensoativo pode favorecer tanto aumento, quanto diminuicdo do
didmetro das nanoparticulas, dependendo da natureza do tensoativo. A natureza do
6leo também exerce influéncia sobre as propriedades de nanoparticulas (BOUCHEMAL
et al., 2004).

Bouchemal e colaboradores (2004) avaliaram o diametro de particulas em
nanoemulsées em funcédo de diferentes tipos de édleos, tensoativos e solventes. A
viscosidade do 6leo e HLB de tensoativos sao determinantes para o diametro de
nanoparticulas. Os resultados demonstraram que quanto mais viscoso o 6leo, menor o
didmetro de particula, assim, particulas menores foram obtidas com a-tocoferol e hexil-
laurato se comparadas as particulas preparadas com Myritol e Miglyol. Quanto ao tipo
de tensoativo, quanto maior o HLB, ou seja, maior a hidrofilicidade, menor o diametro
de particula. Particulas menores foram obtidas com a combinacdo dos tensoativos
Lipoid S75 e Pluronic F68 e maiores com os tensoativos Span 85 e Tween 20. Os
resultados também demonstraram que a mistura de acetona (miscivel em agua) com

um solvente imiscivel em agua produz nanoparticulas menores e menos polidispersas.

Esses resultados ajudam a explicar os resultados obtidos na figura 20. Embora o
grafico indique que o aumento da concentracdo de Span 60, que é um tensoativo
lipofilico, favorece a diminuicdo do diametro de nanoparticulas de PCL, enquanto o
aumento da concentracdo de Tween 80, tensoativo hidrofilico, favorece a formacao de
particulas maiores, o correto ndo é avaliar a influéncia de cada tensoativo
individualmente e sim o efeito do uso associado desses dois tensoativos através do
balanco hidrofilico/ lipofilico (HLB). Em nosso estudo, a maior concentracdo de Span
empregada foi 40 mg, contra 60 mg de Tween; portanto, o0 aumento da concentracao de
Span para 40 mg se associado ao uso concomitante de 60 mg de Tween continua
apresentando HLB alto, favorecendo a obtengéo de particulas menores.

No caso tanto das NC de PLGA quanto de PCL, o aumento da concentracao de
Miglyol favoreceu aumento do diametro das particulas (Figuras 19 e 20) e aumento de
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polidispersidade em NC de PLGA (Figura 21). O Miglyol em concentracbes maiores
pode agir dificultando a difusdo da acetona para a agua, gerando nanoparticulas
maiores. Além disso, com aumento da concentragdo de Miglyol ha favorecimento da
associacao de farmaco, como pode ser observado para NC de PCL na figura 26, pois
maior quantidade de farmaco permanece disperso no componente oleoso, levando ao
aumento do didmetro de NC de PCL.

Duan e colaboradores (2006) avaliaram a influéncia do tipo de solvente orgéanico,
tipo e concentracao de polimero, concentracao de tensoativo e volume de fase organica
e aquosa sobre propriedades de nanoparticulas poliméricas preparadas pelo método de
dupla emulsificagdo. Os resultados demonstraram que, quando a fase organica é
composta por um solvente miscivel em agua, como a acetona, e um solvente imiscivel
em agua, como o diclorometano, a dispersdo do solvente miscivel em agua resulta na
reducao da tensdo superficial e particulas menores sdo formadas. Em relacéo ao tipo e
concentracao de polimero, aumentos na concentracdo e massa molar do PLGA
favorecem a obtencao de particulas maiores. Quanto ao tensoativo (Dextran 70), o
aumento da concentracdo de tensoativo favoreceu a diminuicdo do didmetro de
particula. Finalmente, observou-se que quando a taxa de fase aquosa/ organica diminui,
ou seja, aumenta a proporcao de agua de 1/3 para 1/8, o diametro de particula diminui,
pois a dispersdo no meio e a mudanga de viscosidade do meio sdao mais lentas,

gerando nanoparticulas mais homogéneas e estaveis.

Ainda no trabalho de Duan e colaboradores (2006) foram descritos outros fatores
que podem ser importantes para determinar o diametro de nanoparticulas poliméricas.
A evaporacdo muito rapida do solvente pode causar explosdo das goticulas e
consequente formagdo de nanoparticulas com poros nas superficies. O periodo de
agitacao muito prolongado pode desfavorecer a estabilidade das nanoparticulas.

Os indices de polidispersdao das NC de PLGA e de PCL contendo BZC foram
determinados pela técnica de espalhamento de luz, como descrito no item 3.2.4.

A fim de avaliar a influéncia da variacdo dos fatores em 2 niveis sobre a
polidispersdo de NC de PLGA e PCL contendo BZC, foram construidos graficos de
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Pareto a partir dos resultados de polidispersao descritos nas tabelas 19 e 20,

respectivamente.

Na figura 21, tém-se os efeitos das variagbes dos fatores estudados sobre a
polidispersao das NC de PLGA contendo BZC. A estimativa dos efeitos e ANOVA para
os resultados de polidispersao obtidos estdo descritas na tabela 23.

I [z
Tween 80 -
0 : 2 3 4

Efeito sobre a polidisperséo

Figura 21: Efeito dos fatores sobre a polidispersdo das NC de PLGA contendo BZC.

Resultados obtidos com 95,0% de confianga.

Tabela 23: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a polidispersao e valores de p
(ANOVA) para variagao de polidispersdao em NC de PLGA com BZC.

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PLGA -0,0175 0,1513
Miglyol + 0,034 0,0129

Span 60 + 0,025 0,0527
Tween 80 + 0,007 0,5342

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga
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Segundo os resultados observados na figura 21 e tabela 23, assim como para o
didmetro de particulas de PLGA, somente a variagao de Miglyol obteve p<0,05 sobre a
polidispersao, indicado que variacbes na concentracdo de Miglyol sdo capazes de
causar alteragdes estatisticamente significativas na polidispersdo. Observou-se que
quanto maior a concentracdo de Miglyol, maior o indice de polidispersdao das NC de
PLGA com BZC. As variacdes na concentracdo de PLGA, Span 60 e Tween 80 nao

causaram alteracOes estatisticamente significativas sobre a polidispersdao das NC.

Para as NC de PCL contendo BZC, embora seja observado efeito importante na
polidispersao com a variacdo na concentracao de PCL e Miglyol, a variagdo de nenhum
dos fatores foi capaz de causar alteragdes significativas na polidispersdao das NC, como

pode ser observado na figura 22 e tabela 24.

PCL i+

- -
Miglyol
Span 60
Tween 80

0 04 0,8 1,2 1,6 2 24
Efeito sobre a polidispersao

Figura 22: Efeito dos fatores sobre a polidispersao das NC de PCL contendo BZC.
Resultados obtidos com 95,0% de confianga.
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Tabela 24: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a polidispersao e valores de p
(ANOVA) para variagéo de polidispersdo em NC de PCL com BZC.

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PCL + 0,053 0,0566
Miglyol + 0,052 0,0576
Span 60 -0,011 0,6514
Tween 80 + 0,005 0,8536

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

Os valores de potencial zeta das NC de PLGA e de PCL contendo BZC foram
determinados pela técnica de espalhamento de luz, pois a variacao na freqiiéncia da luz
espalhada é proporcional a mobilidade eletroforética refletindo, assim, a carga
superficial das particulas.

Para avaliar a influéncia da variagdo dos fatores em 2 niveis sobre o potencial
zeta de NC de PLGA e PCL contendo BZC, foram construidos graficos de Pareto a
partir dos resultados de potencial zeta descritos nas tabelas 19 e 20, respectivamente.

Na figura 23 estdo demonstrados os efeitos das variagdes 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 estdo descritos na tabela
25.
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Efeito sobre o potencial zeta

o

Figura 23: Efeito dos fatores sobre o potencial zeta das NC de PLGA contendo BZC.
Resultados obtidos com 95,0% de confianga.

Tabela 25: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre o potencial zeta e valores de p
(ANOVA) para variagéo do potencial zeta em NC de PLGA com BZC.

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PLGA + 5,063 0,1883
Miglyol -2,738 0,4628

Span 60 + 5,963 0,1273
Tween 80 + 3,563 0,3438

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

A partir dos resultados demonstrados na figura 23 e tabela 25 é possivel afirmar
que a variagcao de nenhum dos fatores é capaz de causar alteragdes significativas no
potencial zeta das NC de PLGA com BZC.
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Resultados distintos foram encontrados na avaliacdo da influéncia dos fatores
sobre o potencial zeta de NC de PCL com BVC, como podem ser observados na figura
24 e tabela 26.

Miglyol

.-

Span 60

PCL

Tween 80

0 1 2 3 4
Efeito sobre o potencial zeta

Figura 24: Efeito dos fatores sobre o potencial zeta das NC de PCL contendo BZC.

Resultados obtidos com 95,0% de confianga.

Tabela 26: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre o potencial zeta e valores de p
(ANOVA) para variagao do potencial zeta em NC de PCL com BZC.

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PCL -0,788 0,7148
Miglyol - 7,088 0,0070
Span 60 +1,79 0,4133
Tween 80 + 0,188 0,9304

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga
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Segundo os resultados observados na figura 24 e tabela 26, o aumento da
concentracao de Miglyol causa decréscimo estatisticamente significativo do potencial
zeta de NC de PCL contendo BZC. Variagdes na concentracdo dos demais fatores
estudados nao foram capazes de causar alteragdes estatisticamente significativas no
potencial zeta.

Poucos trabalhos relatam a influéncia dos componentes de formulacbes de
nanoparticulas sobre o potencial zeta, pois € uma propriedade pouco afetada. Nossos
resultados mostram que para NC de PLGA (Figura 23) a alteracdo de nenhum dos
fatores foi capaz de produzir variacdes significativas sobre o valor de potencial zeta e,
somente para NC de PCL observou-se que o aumento de Miglyol favorece a diminuicao

do potencial zeta (Figura 24).

Quintanar-Guerrero e colaboradores (1998) avaliaram a influéncia de diferentes
concentracdes de polimero sobre o didmetro e potencial zeta de nanocépsulas de PLA
preparadas pelo método de emulsificacdo-difusdo do solvente. Os resultados
demonstraram que o aumento da concentracdo de polimero leva ao aumento do
didmetro das NC, ja o potencial zeta ndo sofreu nenhuma alteracéo significativa com as

variagdes na concentracado de polimero.

No trabalho de Vandervoort & Ludwig (2002) uma série de estabilizantes foram
comparados ao PVA a partir de um planejamento fatorial 22 e avaliou-se diametro e
potencial zeta de nanoparticulas de PLGA obtidas pelo método de dupla emulsificacao.
Variando a natureza dos estabilizantes, foram obtidas nanoparticulas de diametro que
variaram de 300 a 3000nm. Os valores de potencial zeta variaram de 0 a -50 mV em
funcdo de alteragcdes na natureza dos estabilizantes. A maioria das particulas
apresentou potencial zeta negativo, sendo que as produzidas com carbopol e

poloxamer apresentaram potencial zeta negativo mais pronunciado.

Gorner e colaboradores (1999) avaliaram a influéncia da concentracdo de
polimero e farmaco sobre o diametro, polidispersao, potencial zeta e eficiéncia de
associagao de lidocaina em nanoparticulas produzidas pelo método de emulsificagcéo-
evaporagdo do solvente. Resultados demonstraram que o aumento da concentracdo de
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PLA 90 associado ao aumento da concentracdo de farmaco levou a obtencdo de
particulas maiores, aumento de eficiéncia de associacao e potencial zeta mais negativo,

enquanto ndo foram observadas alteragbes na polidispersao.

Além dos demais parametros descritos acima, a eficiéncia de associagcéo de BZC
em NC de PLGA e de PCL foi avaliada através do método de ultrafiliracdo-
centrifugacao, descrito no item 3.2.7, utilizando metodologia analitica descrita no item
3.2.1.2.

Para avaliar a influéncia da variacao dos fatores em 2 niveis sobre a eficiéncia de
associacdao de BZC em NC de PLGA e PCL, foram construidos graficos de Pareto a
partir dos resultados de taxa de associacao descritos nas tabelas 19 e 20,

respectivamente.

Na figura 25 estdo demonstrados os efeitos das variagcdes nos fatores estudados
sobre a eficiéncia de associacao de BZC em NC de PLGA. A estimativa dos efeitos dos

fatores sobre o potencial zeta e ANOVA para os resultados de taxa de associacao

Tween 80 . -+
N -
Miglyol
PLGA
Span 60

0 0,5 1 1,5 2 25 3
Efeito sobre a eficiéncia de associacao

Figura 25: Efeito dos fatores sobre a eficiéncia de associacdo das NC de PLGA
contendo BZC. Resultados obtidos com 95,0% de confianca.
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Tabela 27: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a eficiéncia de associacao e valores
de p (ANOVA) para variagao taxa de associacdo em NC de PLGA com BZC.

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PLGA - 3,913 0,3736
Miglyol + 8,308 0,0762

Span 60 - 3,87 0,3786
Tween 80 + 11,27 0,0230

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

Embora variacbes na concentracdo de Miglyol causem algum efeito sobre a
eficiéncia de associacdo, segundo os resultados obtidos com a ANOVA (tabela 27) e
visualizados na figura 25, somente variagdes na concentracao de Tween sdo capazes
de causar alteragdes estatisticamente significativas sobre a eficiéncia de associacao,
sendo que o aumento da concentragcdao de Tween aumenta a eficiéncia de associacao
de BZC em NC de PLGA.

Resultados diferentes foram encontrados com as variacdes dos fatores sobre a
eficiéncia de associacdo de NC de PCL contendo BZC, como mostram os resultados

apresentados na figura 26 e tabela 28.
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Efeito sobre a eficiéncia de associacao

Figura 26: Efeito dos fatores sobre a eficiéncia de associacado das NC de PCL contendo

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

Tabela 28: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a eficiéncia de associagao e valores
de p (ANOVA) para variagao taxa de associacdo em NC de PCL com BZC

Fontes de variacao Estimativa dos efeitos p*
PCL + 3,51 0,0225
Miglyol + 10,07 0,0000
Span 60 + 9,91 0,0000
Tween 80 + 8,71 0,0001

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

Para NC de PCL contendo BZC, variagbes de todos os fatores promovem
alteragbes estatisticamente significativas na eficiéncia de associacao de BZC nas NC. O

fator que exerce maior influéncia € a concentragao de Miglyol, em seguida Span, Tween

77



Resultados e discussao

e PCL, sendo que o aumento da concentracdo desses fatores promove aumento na
eficiéncia de associacao.

Os resultados de eficiéncia de associagdo de BZC em NC de PLGA (Figura 25) e
PCL (Figura 26) mostraram que para NC de PCL o aumento da concentracdo de
polimero aumentou a eficiéncia de associacdo do farmaco; entretanto, o fator mais
influente foi 0 aumento da concentracao de Miglyol, isso ocorreu, pois devido a natureza
lipofilica do farmaco, provavelmente grande parte dele esta disperso no Miglyol, assim,
o0 aumento da concentracdo de Miglyol, favorece aumento da concentragéo de farmaco

presente nas nanocapsulas (no nucleo oleoso).

Tanto para a formacdo de NC de PLGA quanto de PCL, o aumento da
concentragdao de Tween favoreceu aumento da eficiéncia de associagdo da BZC nas
nanoparticulas, sendo que para as NC de PCL, o aumento da concentracdo de Span
também favoreceu aumento da eficiéncia de associacdo do farmaco. Os tensoativos
estabilizam as nanoparticulas, evitando formacdo de agregados através de
impedimento estérico ou estabilizagdo 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 associacdo do farmaco na nanoparticula polimérica
(SAHOO et al., 2002).

Budhian e colaboradores (2007) avaliaram a influéncia da concentracdo de
polimero, volume de solvente e concentracdo de tensoativo sobre o didmetro de
particula e eficiéncia de associacdo de haloperidol em nanoparticulas poliméricas
preparadas pelos métodos de emulsificacdo por processos de homogeneizacdo-
evaporacao do solvente ou sonicacdo-evaporacao do solvente e nanoprecipitacdo. Os
resultados demonstraram que o aumento da concentracdo de polimero levou ao
aumento tanto do didmetro de particula quanto da eficiéncia de associacao do farmaco
na nanoparticula. O aumento da concentragdo do polimero aumenta a viscosidade da
fase organica e, com isso, as forgcas de viscosidade se opdem ao estresse de
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cisalhamento causado pela homogeneizagcdo ou sonicacdo, estresses esses,
necessarios, para quebrar as goticulas, formando nanoparticulas. O aumento da
eficiéncia de associagdo do farmaco nas nanoparticulas causado pelo aumento da
concentragdo de polimero se deve ao aumento da viscosidade da fase orgénica que
aumenta a resisténcia de difusdo das moléculas do farmaco da fase organica para a

fase aquosa, permitindo maior associacao do farmaco nas nanoparticulas.

Foi constatado no estudo de Budhian e colaboradores (2007) que a variagdo no
volume de solvente organico ndo causou alteracdes significativas no didmetro de
particulas obtidas por sonicacdo; entretanto, quanto menor o volume de solvente
organico, maior a eficiéncia de associacdo do farmaco nas nanoparticulas. Este
aumento de eficiéncia pode ser devido a diminuicdo do tempo de evaporagao, que
diminui o tempo no qual as nanoparticulas ainda estdo no estado liquido e, com isso, ha
menos tempo para o farmaco difundir para a fase externa, aumentando seu teor nas

nanoparticulas.

O aumento da concentragdo de PVA causou aumento no diametro de particula
nos resultados obtidos por Budhian e colaboradores (2007). Esse fato, muito
provavelmente se deve ao aumento da area interfacial provocado pelas cadeias de
PVA.

Ainda no estudo de Budhian e colaboradores (2007), demonstrou-se que o
aumento do volume de fase aquosa favorece a obtencdo de nanoparticulas maiores
pelos métodos que envolvem homogeneizacdo e sonicacdo, pois nesses casos a
energia de estresse é a mesma, enquanto o volume do sistema € maior. Com isso,
obtém-se particulas maiores. Pelo método de nanoprecitacdo, resultados diferentes
foram encontrados, pois 0s mecanismos que regem a formagéo das nanoparticulas sao
diferentes. Prevalecem mecanismos de difusdo; assim, quanto maior o volume da fase
aquosa, menor o diametro das particulas. O aumento do volume de fase aquosa
também pode influenciar a eficiéncia de associagdo do farmaco nas nanoparticulas,
sendo que o aumento de volume da fase aquosa aumenta o teor de farmaco nas
nanoparticulas obtidas pelos métodos de homogeneizacdo e sonicacdo. Em
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contrapartida, o aumento de volume da fase aquosa, diminui o teor de farmaco em
nanoparticulas obtidas por nanoprecipitacdo, provavelmente devido a perda de farmaco

para a fase aquosa.

A partir dos resultados obtidos com o planejamento fatorial, observou-se que a
composicao quantitativa das nanocapsulas poliméricas € importante para determinar
propriedades de nanoparticulas, como didmetro, polidispersdo, potencial zeta e
eficiéncia de associacao. Além da composicdo qualitativa, a composicdo quantitativa
também é determinante sobre as propriedades de nanoparticulas, visto que resultados
diferentes foram obtidos com diferentes polimeros (PLGA e PCL). Neste sentido,
diversos trabalhos descrevem a influéncia da composicdo quali e quantitativa de
nanoparticulas sobre suas propriedades, sendo que a principal propriedade a ser
avaliada é sempre o diametro de particula (BLANCO & ALONSO, 1997; QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998; GORNER et al., 1999; BOUCHEMAL et al., 2004; DUAN et
al., 2006; BUDHIAN et al., 2007; MUNDARGI et al., 2008).

Diversos trabalhos usam planejamentos fatoriais a fim de estimar os contrastes
dos parametros envolvidos no preparo de formulagbes de nanoparticulas sobre
determinadas propriedades, como diametro, eficiéncia de associacao do farmaco, entre
outras (VANDERVOORT & LUDWIG, 2002; BHAVSAR et al, 2006;
DERAKHSHANDEH et al., 2007; MONDAL et al., 2008).

Mondal e colaboradores (2007) avaliaram o efeito de variagdes na concentragéo
de polimero, tensoativo (Span 20) e propor¢do de fase orgénica e aquosa sobre o
didmetro de nanoparticulas de PLGA. Tal estudo foi realizado a partir de um
planejamento fatorial 2°. Os resultados demonstraram que ha diminuicdo significativa
no didmetro das nanoparticulas em 3 casos: quando ha aumento simultaneo da
concentragdo de tensoativo e volume da fase organica ou diminuigdo da concentragéo
de polimero associada ao aumento de volume de fase orgéanica, ou ainda, quando ha
diminuicdo da concentragdo de polimero associada ao aumento da concentracdo de

tensoativo.
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Derakhshandeh e colaboradores (2007) estudaram a influéncia da concentracao
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
concentragdo de polimero e menor os volumes de fase organica e aquosa, maior a

eficiéncia de associacao.

Uma vez que a industria farmacéutica visa produzir formulagdes de baixo custo,
a etapa de desenvolvimento de formulacdo é importante para garantir a obtencao de
formulagbes com propriedades adequadas, sem que haja gasto excessivo de material.
Como formulacbes contendo nanoparticulas poliméricas apresentam custo
relativamente elevado se comparado a formulagdes farmacéuticas convencionais, o
parametro escolhido como determinante para a escolha das formulagcbes adequadas
neste estudo foi a eficiéncia de associacdo, ja que todas as demais propriedades,
embora tenham apresentado algumas variacées em funcéo de alteracées na proporcao
dos componentes da formulacdo, apresentaram-se dentro dos padrdes de normalidade
esperados para estes sistemas. Com isso, foram escolhidas como formulagdes
adequadas as correspondentes aos numeros 3 e 8 do planejamento fatorial, tanto para
as NC de PLGA quanto de PCL contendo BZC, pois estas apresentaram maior
eficiéncia de associacdo do farmaco nas nanoparticulas e didmetro adequado para a

via de administracéo.

Nanocapsulas de PLGA contendo BVC foram formuladas de acordo com a
formulagédo 8 do planejamento fatorial. Embora, esta formulagdo tenha apresentado
maior eficiéncia de associagao para NC de PLGA e PCL com BZC, nao se pode garantir
que esta seja a melhor formulacao para as NC de PLGA com BVC, pois como mostrado
nos resultados do planejamento fatorial, a alteragéo de apenas 1 fator, como o farmaco,
pode causar alteragdes significativas nas propriedades das NC. Uma vez que os
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resultados iniciais do desenvolvimento de NC de PLGA com BVC se mostraram
promissores, futuramente, otimizar as condigdes de preparo através de planejamento

fatorial se faz necessario.

Outra etapa fundamental do desenvolvimento de formulacdes é a avaliagdo da
estabilidade fisico-quimica para assegurar sua seguranga e eficacia farmacéutica.

4.5. Estabilidade das suspensoes de nanocapsulas poliméricas

Para avaliacdo da estabilidade das suspensdes de NC poliméricas foram
determinadas algumas propriedades fisico-quimicas como didmetro, polidispersao,
potencial zeta, pH e eficiéncia de associagcdo em fungédo do tempo (zero, 15, 60 e 120

dias), sendo todas amostras armazenadas em frascos ambar e a temperatura ambiente.

Foram preparadas suspensdes de NC de PLGA e PCL contendo BZC e PLGA
contendo BVC, empregando-se os niveis de concentracao de matérias-primas descritas
no planejamento fatorial para as formulacdes identificadas como 3 e 8 para NC de
PLGA e PCL com BZC e somente a formulacdo 8 para NC de PLGA contendo BVC.
Assim, nas formulacdes identificadas como 3 foram empregados 50 mg de polimero
(PLGA ou PCL), 40 mg de BZC, 200 mg de Miglyol e 20 mg de Span 60 dissolvidos em
30 mL de acetona, e 60 mg de Tween 80 dissolvidos em 30 mL de 4gua. Ja nas
formulacdes identificadas como 8 foram empregados 100 mg de polimero (PLGA ou
PCL), 40 mg de BZC ou 25 mg de BVC, 200 mg de Miglyol e 40 mg de Span 60
dissolvidos em 30 mL de acetona e 60 mg de Tween 80 dissolvidos em 30 mL de agua.
Todas as formulagdes tiveram como etapa final do processo a reducao do volume até
10 mL.

Nas figuras de 27 a 31 sédo observados graficos de distribuicdo de diametro de

particulas por intensidade obtidos pelo software DTS nano a partir de medidas de

82



Resultados e discussao

espalhamento de luz para NC de PLGA contendo BZC (formulacées 3 e 8), NC de PCL
contendo BZC (formulagbes 3 e 8) e NC de PLGA contendo BVC (formulagdo 8),

respectivamente.

Size Distribution by Intensity
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— Record 27: amostra 3 PLGA dia 120 1 — Record 36: amostra 3 PLGA dia zero 1

Figura 27: Distribuicdo de tamanho de particula (nm) por intensidade (%) da
formulagéo 3 de PLGA com BZC nos tempos zero, 15, 60 e 120 dias.
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Figura 28: Distribuicdo de tamanho de particula (nm) por intensidade (%) da
formulagéo 8 de PLGA com BZC nos tempos zero, 15, 60 e 120 dias.
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Size Distribution by Intensity

= N
——+—

—
o
t t

Intensity (%)

Size (d.nm)

1000 10000

Record 15: amostra 3 PCL dia 15 1
Record 31: amostra 3 PCL 120 dias 1

Record 23: amostra 3 PCL dia 60 1
Record 35: amostra 3 PCL dia zero 1

Figura 29: Distribuicdo de tamanho de particula (nm) por intensidade (%) da

formulagéo 3 de PCL com BZC nos tempos zero,

15, 60 e 120 dias.
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Figura 30: Distribuicdo de tamanho de particula (nm) por intensidade (%) da

formulagéo 8 de PCL com BZC nos tempos zero,

84

15, 60 e 120 dias.



Resultados e discussao

Size Distribution by Intensity

— N
(4] o
—t—+—

Intensity (%)
=

1000 10000

Size (d.nm)
— Record 8: BVC PLGA - dia zero Record 10: BVC PLGA - dia 15
—— Record 14: BVC PLGA - dia 60 — Record 16: BVC PLGA - dia 120,
— Record 17: BVC PLGA - dia 30

Figura 31: Distribuicdo de tamanho de particula (nm) por intensidade (%) da

formulagéo 8 de PLGA com BVC nos tempos zero, 15, 60 e 120 dias.

A partir dos resultados apresentados nas figuras de 27 a 31 observou-se que
para todas as formulac¢des a distribuicdo de tamanho manteve-se constante e unimodal
no periodo de até 120 dias, indicando boa estabilidade das suspensdes de NC.

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

funcdo do tempo, sendo estes apresentados nas figuras 32, 33 e 34.
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Figura 32: Didmetro (nm) de particula em funcdo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para formulacbes 3 e 8 de NC de PLGA com BZC.

Segundo a figura 32, observou-se que o diametro das particulas da formulagéao 3
permaneceram constante até 60 dias e em 120 dias, um aumento no didmetro das
particulas foi observado, o diametro variou de 133 nm para 159 nm apds 120 dias de
armazenamento. O aumento do diametro de particula pode estar associado a possivel
formacao de agregados indicando, assim, que quanto ao didmetro, essa formulacédo s6
€ estavel em um periodo de até 60 dias. Em contrapartida, também pode ser observado
na figura 32 que o didmetro de particula na formulacédo 8 apresentou pequeno aumento
até 15 dias que em seguida diminui, tendendo a permanecer constante em até 120
dias. As diferencas na composicao dessas duas fomulacbées € a maior concentracao de
polimero e de Span na formulagdo 8. A menor estabilidade da formulagdo 3 pode estar
relacionada a baixa concentracdo de Span, que provavelmente nado esta sendo

suficiente para estabilizar as nanoparticulas.
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Figura 33: Didmetro (nm) de particula em funcao do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para formulacbes 3 e 8 de NC de PCL com BZC.

Na figura 33, observou-se que tanto a formulacao 3 quanto 8 de NC de PCL com
BZC apresentaram aumento no didmetro das particulas em até 15 dias, sendo este
mais pronunciado na formulacdo 3. No entanto ap6s 15 dias houve diminuicdo no
didmetro das particulas na formulagéo 3, que variou de 197 nm, chegando a 206 nm em
15 dias e decaindo para 198 nm em 120 dias. J& na formulagédo 8 o didmetro variou de
209 nm chegando a 214 em 15 dias e permanecendo constante até 120 dias. As
variacbes de didmetro nas duas formulagdes foram muito pequenas, ndo sendo
significativas; portanto, ambas podem ser consideradas estaveis quanto ao diametro em

fungéo do tempo de armazenamento.

A mesma andlise foi realizada para a formulacdao de NC de PLGA contendo BVC,
sendo os resultados apresentados na figura 34.
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Figura 34: Diametro (nm) de particula em funcdo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para suspensao de NC de PLGA com BVC.

A figura 34 demonstrou que o didmetro de particulas em NC de PLGA com BVC
que apresentava diametro inicial de 147 nm, sofreu aumento até 60 dias e, apds esse

tempo foi observada diminuicdo no diametro de particula.

Resultados semelhantes foram encontrados na literatura para diametro de
nanoparticulas poliméricas (GUTERRES et al., 1995; POHLMANN et al, 2002;
MULLER et al., 2004)

Outro parametro investigado foi a polidispersao, indice que pode ser indicativo de
estabilidade uma vez que representa a faixa de distribuicdo de diametro de particula.
Valores altos de indice de polidispersao indicam heterogeneidade do didmetro de
particulas em suspensao, variacées nos valores de polidispersdao em funcao do tempo
indicam formacado de populacdes de particulas com didmetros que ndo existiam
inicialmente, podendo ser decorrente de agregacdo ou quebra/ degradagcdo de
particulas. indices de polidispersdo menores que 0,2 sdo ideais por representarem que
a distribuicao do didmetro de particulas se encontra em uma estreita faixa de diametros.
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Nas figuras de 35 a 37 tém-se os graficos de polidispersdo das particulas em

fungéo do tempo.
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Figura 35: Polidispersao de particulas em funcdo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para formulagcbes 3 e 8 de NC de PLGA com BZC.
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Figura 36: Polidispersdao de particulas em funcdo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para formulacdes 3 e 8 de NC de PCL com BZC.
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Figura 37: Polidispersdao de particulas em funcdo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para suspensao de NC de PLGA com BVC.

Como demonstrado na figura 35, comportamentos distintos foram observados
entre as formulagdes 3 e 8 de NC de PLGA com BZC com relagéo a polidispersdo em
fungdo do tempo de armazenamento. Para a formulagdo 3 o valor inicial de
polidispersdao foi de 0,128, diminuindo para 0,092 até 15 dias e aumentando
gradualmente em seguida, chegando a 0,126 em 60 dias e 0,156 em 120 dias. Ja para
a formulacao 8, o indice de polidispersdo aumentou de 0,166 para 0,196 em 15 dias,
decaindo para 0,153 em 60 dias e apresentando discreto aumento até 120 dias,
chegando a 0,168.

Na figura 36, o indice de polidispersdo da formulacdo 3 de NC de PCL
apresentou aumento até 15 dias de armazenamento, passando de 0,064 para 0,092 em
15 dias e decaindo para 0,051 até 60 dias, tendo pequeno aumento até 120 dias,
chegando a 0,064. Ja na formulagdo 8 de NC de PCL com BZC, houve aumento da
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polidispersao em 15 dias passando de 0,055 para 0,102 em 15 dias e permanecendo
praticamente constante em até 120 dias.

A polidisperséo da suspensdo de NC com BVC diminui ap6s 15 dias, passando
de 0,121 para 0,117, diminuicdo esta gradual até 60 dias, chegando a 0,091 e em
seguida aumentou até 0,116 em 120 dias, como pode ser observado na figura 37.

Todos os resultados demonstrados nas figuras 35, 36 e 37 indicaram bons
indices de polidisperséo, estando todos abaixo de 0,2.

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

Nas figuras de 38 a 40, tém-se os graficos de potencial zeta das particulas em
fungéo do tempo.
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Figura 38: Potencial zeta de particulas em funcao do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para formulacbes 3 e 8 de NC de PLGA com BZC.
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Figura 39: Potencial zeta de particulas em fungcédo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para formulacdes 3 e 8 de NC de PCL com BZC.
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Figura 40: Potencial zeta de particulas em fungcédo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para suspensdes de NC de PLGA com BVC.
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A figura 38 mostra que para a formulagdo 3 de NC de PLGA com BZC, o valor
inicial de potencial zeta foi -30,4 mV, passando para -20,6 mV até 15 dias, -15,8 mV em
60 dias, mantendo-se constante em até 120 dias. Ja para a formulacéo 8, o valor inicial
de potencial zeta foi de -17,6 mV, mudando para -33,7 mV em 15 dias e para -18,5 mV
em 60 dias, mantendo-se constante em até 120 dias. Em médulo, quanto maior o valor

de potencial zeta, mais estavel a suspenséo de nanoparticulas.

A figura 39 indica que em ambas formulagbes de NC de PCL com BZC,
observou-se melhora dos valores de potencial zeta em fungao do tempo, como pode ser
observado na figura 39. Os valores de potencial zeta variaram de -14,4 mV iniciais para
-21,2 mV em 120 dias para a formulacao 3 de NC de PCL com BZC e de -18,7 mV para
-23,2 mV em 120 dias.

A suspensao de NC de PLGA com BVC apresentou valor de potencial zeta inicial
de -40,1 mV que mudou progressivamente, chegando a -29,3 mV em 120 dias (Figura
40). Dentre todas as formulacdes analisadas, esta foi a que apresentou melhor valor de
potencial zeta em 120 dias de armazenamento, podendo ser considerada a mais

estavel das formulacées estudadas.

As taxas de associacdo de farmaco nas nanoparticulas foram avaliadas em

funcdo do tempo, como se pode observar nas figuras de 41 a 43.
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Figura 41: Taxa de associacado (%) do farmaco nas particulas em funcdo do tempo
(zero, 15, 60 e 120 dias) para formulacdes 3 e 8 de NC de PLGA com BZC.
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Figura 42: Taxa de associacao (%) do farmaco nas particulas em funcdo do tempo
(zero, 15, 60 e 120 dias) para formulacées 3 e 8 de NC de PCL com BZC.
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Figura 43: Taxa de associacdo (%) do farmaco nas particulas em funcédo do tempo
(zero, 15, 60 e 120 dias) para suspensao de NC de PLGA com BVC.

Segundo a figura 41, as formulagcbes 3 e 8 de NC de PLGA com BZC
apresentaram pouca diferenga na eficiéncia de associacdo de BZC nas NC, entretanto
até 120 dias houve grande decréscimo na taxa de associacdo do farmaco na
formulacdo 3, enquanto que na formulacdo 8 a taxa de associacdo aumentou. As
variagées na taxa de associagdo do farmaco na formulagao 3 foram de 70,08% iniciais
para 56,9% em 120 dias, enquanto para formulacdo 8 foram de 73,58% iniciais para
73,75% em 120 dias.

A partir dos resultados da figura 42, observou-se que na formulagdo 8 houve
queda da eficiéncia de associacao do farmaco nas NC de PCL em 120 dias, enquanto
que na formulagéo 3 a eficiéncia de associacao se manteve constante em até 120 dias.
A taxa de associagdo inicial de BZC nas NC de PCL variou de 74,08 % iniciais para
72,68 % em 120 dias na formulacao 3, ja na formulacao 8 a variacéo foi de 87,85 %
inicial para 73,75 % em 120 dias.

Na suspensédo de NC de PLGA com BVC, observou-se constante queda na taxa

de associacdo em até 60 dias e a partir desse periodo houve estabilizacdo da taxa de
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associacdao em até 120 dias (Figura 43). A variacdo na taxa de associacao foi de 75,85
% iniciais até 65,58% em 120 dias.

Segundo Muller e colaboradores, 2004, a queda na eficiéncia de associagéo de
farmacos nas NC pode estar associada a precipitacdo de nanocristais de farmaco
durante a formagdo das NC estabilizados pelos tensoativos. Estes nanocristais
apresentam a mesma distribuicdo de didmetro das NC e por isso ndo passam pela
membrana utilizada no método de ultrafiltragdo-centrifugagcdo. Com o tempo, esses

nanocristais se agregam e precipitam e com isso a taxa de farmaco nas NC diminui.

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

Nas figuras 44 e 45, tém-se os graficos de taxa de pH em fung¢éo do tempo.
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Figura 44: Valores de pH nas particulas em fungédo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)
para formulacdes 3 e 8 de NC de PLGA com BZC.
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Figura 45: Valores de pH nas particulas em fungédo do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias)

para formulacdes 3 e 8 de NC de PCL com BZC.

Em todas as formulagdes (Figuras 44 e 45), observou-se declinio nos valores de

pH suspensdes de NC em funcédo do tempo. A diminuicdo no valor do pH pode estar

associada a degradacdo do polimero. No caso de NC de PLGA, por exemplo, a

degradacdo 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 funcédo do tempo

aumenta a concentracado de grupos carboxilicos, diminuindo o pH (POHLMANN et al.,

2002).
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4.6. Ensaios de liberacao in vitro de Benzocaina e de Bupivacaina em

nanocapsulas poliméricas

A liberagdo de farmacos a partir de NP depende de varios fenébmenos, como
desorcdo da superficie das particulas, difusdo através de poros da matriz ou parede
polimérica, difusdo através da matriz ou parede polimérica, desintegracéo, dissolucéo e
erosao da matriz ou parede polimérica (POLAKOVIC et al., 1999; SCHAFFAZICK et al.,
2003; SONAJE et al., 2007).

A investigagdo do perfil de liberacdo de farmacos de NP pode fornecer
informacdes importantes a respeito dos mecanismos que governam a liberacao de
farmacos através de NP (POLAKOVIC et al., 1999).

O perfil de liberagdo de farmacos a partir de NP depende da natureza do
sistema. No caso de sistemas matriciais como as NE, onde o farmaco se encontra
uniformemente distribuido na matriz polimérica, a liberagcdo ocorre, por difusdo ou
erosdo da matriz, seguindo cinética de primeira ordem. A rapida liberacao inicial que
ocorre nestes casos pode ser atribuida a porgdo de farmaco adsorvida na superficie
das particulas. J& a liberagdo de farmacos através de sistemas reservatorios, como as
NC é governada, preferencialmente, por difusdo através da parede polimérica
(SOPPIMATH et al., 2001).

O método de difusdo do farmaco através de membrana de dialise, utilizado neste
trabalho, pode ser empregado a fim de determinar o perfil de liberagdo do farmaco em
NP. Diversos trabalhos empregam este método para este fim (VERGER et al., 1998;
YONCHEVA et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2005; VENKATRAMAN et al., 2005; DILLEN
et al., 2006; SONAJE et al., 2007).

Durante os estudos de eficiéncia de associagéo, a concentracao total (100%) de
BZC encontrada nas suspensdes de NC foi de aproximadamente 3,5 mg/mL, podendo a

perda de massa de farmaco ser atribuida ao processo de preparo das formulagdes.
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Assumindo que nas suspensoes de NC a concentracao de BZC era de 3,5 mg/mL e,
adicionou-se 1,5 mL dessas suspensdes ao compartimento doador, apds total liberagéo
do farmaco em 150 mL de &gua (compartimento aceptor), a concentracdo maxima
esperada seria de 35 pg/mL de BZC. Sendo esta a concentragdo correspondente a
100% de farmaco liberado, os valores de concentragdo determinados a partir da curva
analitica validada da BZC durante os ensaios de liberacao, foram convertidos em % de
BZC liberada. Os perfis de liberacado da BZC a partir de NC de PLGA e PCL podem ser
observados nas figuras 46 e 47, respectivamente. Em ambas figuras, sdo observados
também, os perfis de liberacdo da BZC livre. Para possibilitar a solubilizacdo da BZC

livre utilizada neste ensaio, utilizou-se solucdo aquosa contendo 5% de etanol.
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Figura 46: Perfil de liberacao da BZC livre e a partir de NC de PLGA em funcéo do
tempo.
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Figura 47: Perfil de liberacdo da BZC livre e a partir de NC de PCL em fungcdo do
tempo.

Os perfis de liberacdo da BZC livre e BZC em NC poliméricas seguiram cinética
de primeira ordem. Este modelo mostrou-se adequado, uma vez que os perfis de
liberagdo de BZC em NC de PLGA e BZC livre ajustados a cinética de primeira ordem
apresentaram R? de 0,9926 e 0,9918, respectivamente. Resultados semelhantes foram
obtidos para a liberagéo de BZC a partir de NC de PCL que apresentou R? de 0,9965.

A fim de verificar se as diferencas entre as concentracdes de BZC em todos os
tempos dos ensaios de liberacdo de BZC livre e BZC em NC de PLGA e PCL, sao
estatisticamente significativas, realizou-se ANOVA. Esses resultados podem ser
observados nas tabelas 29 e 30.
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Tabela 29: Concentracbes médias de BZC obtidas a partir dos ensaios de liberacao de

BZC livre e BZC em NC de PLGA (n=3)

Tempo [BZC] livre (ug/mL) |[BZC] em NC de PLGA p*
(min.) (ng/mL)
15 3,59 £1,45 0,98 £ 0,05 0,02104
30 6,83 £ 1,25 1,83 £ 0,02 0,00155
60 10,39 £ 0,33 3,64 £ 0,03 0,00004
120 14,96 + 0,01 6,88 £ 0,79 0,00005
180 17,43 £0,20 12,44 + 0,03 0,00005
240 21,43 £ 0,33 16,72 £ 0,20 0,00036
300 25,74 £1,23 19,68 £ 0,34 0,00112
360 27,69 £ 0,74 22,73 £ 0,25 0,00099
420 29,23 £ 0,78 23,97 £ 0,09 0,00061
480 30,72 £ 0,26 25,50 £ 0,87 0,00105
1440 33,97 £ 0,31 33,65 + 0,59 0,60121

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

A partir dos resultados apresentados na tabela 29, observou-se que as
concentragdes médias de BZC liberadas a partir de NC de PLGA sao estatisticamente
diferentes (p<0,05) das concentra¢des de BZC obtidas com o ensaio de BZC livre entre
o periodo de 15 a 480 minutos. Resultados semelhantes foram obtidos para a liberacao
de BZC a partir de NC de PCL (Figura 30).
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Tabela 30: Concentracbes médias de BZC obtidas a partir dos ensaios de liberacdo de

BZC livre e BZC em NC de PCL (n=3)

Tempo [BZC] livre (ng/mL) [BZC] em NC de PCL p*
(min.) (ng/mL)
15 3,59 £1,45 0,95 £ 0,04 0,01998
30 6,83 £ 1,25 2,51 £0,02 0,00269
60 10,39 £ 0,33 4,56 + 0,03 0,00007
120 14,96 + 0,01 9,05 £ 0,03 0,00000
180 17,43 £ 0,20 13,15+ 0,03 0,00010
240 21,43 £0,33 16,39 £ 0,23 0,00030
300 25,74 +1,23 18,23 + 1,05 0,00099
360 27,69 £ 0,74 19,87 £ 0,20 0,00015
420 29,23 £ 0,78 20,94 + 0,30 0,00016
480 30,72 £ 0,26 22,66 + 0,07 0,00002
1440 33,97 + 0,31 32,45 + 0,64 0,05463

* Resultados obtidos com 95,0% de confianga

Os resultados apresentados nas figuras 46 e 47 e tabelas 29 e 30 mostram que a
liberagédo de BZC a partir de NC de PLGA e de PCL ocorre de maneira mais lenta se
comparada a liberacdo da BZC livre. Essa diferenca no perfil de liberacdo pode ser
atribuida aos mecanismos de liberacao das NC, que inicialmente, provavelmente, esta
ocorrendo por desorcdo do farmaco da superficie da nanoparticula polimérica e em
seguida é mantida por difusdo do farmaco através da parede polimérica (SOPPIMATH
et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A liberacdo de BZC a partir de NC de PLGA e de PCL apresentou perfil
semelhante, entretanto, a liberacao a partir de NC de PCL ocorreu mais lentamente.

Isso ocorreu, pois a natureza do polimero pode influenciar na liberacdo do farmaco.
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Sabendo-se que a PCL apresenta degradacao mais lenta que o PLGA, este pode ser
um importante fator responsavel por tornar a liberacdo de farmacos a partir de NC de
PCL mais lenta (SONAJE et al., 2007). Além disso, a PCL apresenta carater mais
hidrofobico que o PLGA, favorecendo maior interacdo com o farmaco, também

hidrofébico, diminuindo a velocidade de liberacao.

Nao foi possivel realizar ensaios de liberagao in vitro para a suspensao de NC de
PLGA contendo BVC devido a sensibilidade da metodologia analitica que ndo permitiu

a quantificacao da BVC em ensaios sob condi¢des sink.

Conhecer o perfil de liberacdo de farmacos € importante para direcionar o
desenvolvimento de formulagdes objetivando obtencao de propriedades desejaveis. No
caso de anestésicos locais, buscam-se perfis de liberacao lentos e continuados,
capazes de aumentar o tempo de atividade anestésica e diminuir os efeitos toxicos.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho permitiu a obtencdo de diversas informagdes importantes a
respeito do desenvolvimento de formulagdes contendo NC de PLGA e PCL com os
anestésicos locais BZC e BVC a partir do método de deposicao interfacial de polimeros

pre-formados.

A partir do planejamento fatorial 2*' foi possivel otimizar as condicdes de
preparo das NC poliméricas, estimando as concentracdes ideais de polimero, 6leo e
tensoativo para obtencdo de NC com propriedades satisfatérias de diametro,
polidispersao, potencial zeta e eficiéncia de associacdo, bem como avaliar a influéncia
de cada um desses fatores sobre as propriedades das NC.

As suspensdes de NC poliméricas contendo anestésicos locais apresentaram
boa estabilidade fisico-quimica em funcao do tempo quanto ao diametro, polidispersao,
potencial zeta, pH e eficiéncia de associagao.

A cinética de liberacdo de BZC a partir de NC poliméricas se mostrou mais lenta
e sustentada se comparada a cinética de liberacdo da BZC livre, podendo esta
caracteristica favorecer o aumento do tempo da atividade anestésica e diminuicdo da
toxicidade, que séo as principais caracteristicas desejaveis para os anestésicos locais.

Os resultados apresentados neste trabalho sao referentes a etapas iniciais do
desenvolvimento de novas formulagdes nanotecnoldgicas que visam a obtengcdo de
sistemas carreadores com propriedades adequadas, estabilidade fisico-quimica,
segurancga (baixa toxicidade) e que promovam a melhora das propriedades terapéuticas
dos anestésicos locais. Os resultados abrem perspectivas para estudos pré-clinicos e

clinicos, uma vez que os resultados mostraram-se bastante promissores.
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