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“De tudo ficaram três coisas: 

A certeza de que estamos sempre começando... 

A certeza de que precisamos continuar... 

A certeza de que seremos interrompidos antes de 

terminar... 

Portanto devemos: 

Fazer da interrupção, um caminho novo... 

Da queda, um passo de dança... 

Do medo, uma escada... 

Do sonho, uma ponte... 

Da procura, um encontro...” 

 

(Fernando Pessoa) 
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RESUMO 
 
 

As principais características desejáveis para um anestésico local incluem 

longa duração de ação e baixa toxicidade sistêmica. Uma alternativa que tem se 

mostrado capaz de promover estes efeitos desejáveis é a liberação sustentada de 

fármacos através da veiculação destes em sistemas carreadores, como as 

nanopartículas. Nanopartículas poliméricas são sistemas carreadores que 

apresentam diâmetro inferior a 1µm e são classificadas como nanoesferas ou 

nanocápsulas. As nanocápsulas são constituídas por um invólucro polimérico 

disposto ao redor de um núcleo, geralmente oleoso, enquanto as nanoesferas são 

formadas somente por uma matriz polimérica. Os estágios iniciais do 

desenvolvimento de novas formulações contendo nanocarreadores de fármacos 

envolvem a otimização das condições de preparo, caracterização físico-química, 

avaliação da estabilidade e determinação do perfil de liberação do fármaco 

carreado, sendo esta a proposta desse trabalho. 

A otimização de formulações de nanocápsulas: a) de poli(ácido-lático-co-

ácido-glicólico) contendo o anestésico local benzocaína; b) de poli (ácido lático-co-

glicólico) contendo bupivacaína e de c) de poli(ε-caprolactona) contendo 

benzocaína, foi alcançada a partir de um planejamento fatorial, onde as 

propriedades avaliadas foram diâmetro das partículas, polidispersão, potencial 

zeta e eficiência de associação do fármaco nas nanocápsulas, em função de 

variações nas concentrações de polímero, óleo e tensoativos. Propriedades físico-

químicas das suspensões de nanocápsulas (das partículas, polidispersão, 

potencial zeta e eficiência de associação do fármaco) poliméricas foram avaliadas 

em função do tempo, a fim de determinar a estabilidade das formulações. 

Nenhuma das formulações estudadas apresentou grandes alterações dessas 

propriedades em função do tempo, sendo consideradas estáveis por um período 

de até 120 dias de armazenamento em temperatura ambiente. Foram obtidas 

nanocápsulas poliméricas de diâmetro, polidispersão, potencial zeta, eficiência de 

associação, perfil de liberação in vitro e estabilidade adequadas para a finalidade 

e via de administração infiltrativa. Os resultados apresentados são referentes a 



 xx 

estudos iniciais do desenvolvimento dessas novas formulações visando reduzir a 

toxicidade, aumentar a solubilidade de anestésicos locais e abrem perspectivas 

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

 

 

Palavras-chave: nanopartículas, nanocápsulas, poli (ácido lático-co-glicólico), 

poli(ε-caprolactona), anestésicos locais, benzocaína, bupivacaína. 
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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 µm 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(ε-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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 1 

1. INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, muitos estudos vem sendo realizados com a intenção de 

desenvolver novas formulações farmacêuticas baseadas em nanocarreadores, sendo 

que estas têm demonstrado inúmeras vantagens frente a formulações convencionais, 

tornando esta linha de pesquisa uma promissora e inovadora área do setor 

farmacêutico (RAWAT et al., 2006; ANTON et al., 2008). 

A evolução histórica dos nanocarreadores começou no início do século 20, 

quando Paul Ehrlich propôs o modelo conhecido como “bala mágica”, em que o fármaco 

seria ligado ao transportador e direcionado ao alvo específico, onde exibiria sua 

atividade farmacológica.  Os anos de 1950 e 1960 foram marcados por grande 

progresso no desenvolvimento de sistemas miniaturizados (nano e micropartículas) 

como sistemas de liberação, tendo como um dos pioneiros o Dr. Peter Paul Speiser. 

Mas foi entre os anos entre 1970 e o início de 1980 que é dada atenção especial foi 

dada ao desenvolvimento de nanopartículas como carreadores para liberação de 

fármacos, tendo como foco principal promover melhoria nesses sistemas, destacando-

se as nanopartículas associadas a cadeias de polietilenoglicol (PEGladas), destinadas a 

aumentar o tempo de permanência na circulação sanguínea (SANTOS & CASTANHO, 

2002; KAYSER et al., 2005; KREUTER, 2007). 

O desenvolvimento de novos sistemas transportadores que possibilitam o 

direcionamento da molécula carreada ao alvo específico (órgão, tecido, célula), a fim de 

satisfazer as necessidades terapêuticas dos pacientes ao nível exigido, continua a ser o 

principal desafio para a Biotecnologia farmacêutica. Nesse contexto ocorreu a evolução 

da Nanobiotecnologia, campo multidisciplinar que envolve a combinação 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 aplicação em diagnóstico e em terapia, onde a vetorização de moléculas em 
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nanocarreadores pode levar a inúmeras vantagens frente aos sistemas convencionais, 

como capacidade em atravessar barreiras biológicas (barreira hematoencefálica, por 

exemplo), modulação da distribuição do fármaco e diminuição da toxicidade (promissor 

para a terapia do câncer, entre outras), aumento do tempo de circulação de substâncias 

lábeis ou rapidamente eliminadas (como proteínas e peptídeos), veiculação de 

fármacos hidrofóbicos, promovendo sua solubilização, entre outras (KREUTER, 2007; 

MORALES, 2007). 

Nanocarreadores são materiais ou dispositivos nanométricos compostos de 

diferentes materiais biodegradáveis naturais ou sintéticos, como lipídios, polímeros e 

até mesmo compostos organometálicos. Existem diversos tipos de nanocarreadores, 

como esquematizado na Figura 1; dentre eles destacam-se os nanotubos, lipossomas, 

nanopartículas lipídicas sólidas (SLN), nanoesferas, nanocápsulas, micelas poliméricas 

e dendrímeros (RAWAT et al., 2006). 
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a) nanotubos 

 
b) lipossomas c) nanopartículas lipídicas 

sólidas 

 
 

 
d) nanoesferas 

 
e) nanocápsulas f) micelas poliméricas 

  

g) dendrímeros 
 

h) nanopartículas funcionalizadas 

Figura 1: Diferentes tipos de nanocarreadores. (a) nanotubos de carbono, (b) 

lipossomas de fosfolipídios, (c) nanopartículas lipídicas sólidas, (d e e) nanopartículas 

poliméricas, (d) nanoesferas, (e) nanocápsulas, (f) micelas poliméricas, (g) dendrímero 

formado pela polimerização de várias unidades monoméricas, (h) nanopartícula 

funcionalizada (adaptado de RAWAT et al., 2006). 

 

 

 

 

 

Lipídio 
(sólido) 

Sítios catalíticos 
ativos 
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1.1. Nanopartículas poliméricas 
 
 

Nanopartículas poliméricas (NP) são carreadores de fármacos ou outras 

moléculas ativas e que apresentam diâmetro compreendido entre 10 e 1000 nm. 

Dependendo do método de preparo e materiais empregados podem ser obtidas 

nanoesferas (NE) ou nanocápsulas (NC). As NC (Figura 2) são constituídas por um 

invólucro polimérico e núcleo (geralmente oleoso). Nestas, o fármaco pode ser 

encontrado dissolvido no núcleo oleoso ou adsorvido na parede polimérica. Já as NE 

(Figura 3) são constituídas de matriz polimérica e não apresentam óleo em sua 

composição. Neste sistema o fármaco 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). 

 

                                

         

Figura 2: Representação esquemática do corte transversal de nanocápsulas. a) 

fármaco dissolvido no núcleo oleoso e b) fármaco adsorvido à parede polimérica.  

 

Parede  
polimérica 

a)                                                 b)    fármaco Núcleo 
oleoso 
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Figura 3: Representação esquemática do corte transversal de nanoesferas. a) fármaco 

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

 

 

Os fármacos são liberados através desses sistemas a partir de mecanismos que 

envolvem a dessorção do fármaco das NP, difusão através de poros na matriz ou 

parede polimérica, difusão através da matriz ou parede polimérica, desintegração, 

dissolução e erosão da matriz polimérica. Estes fenômenos promovem a liberação 

modificada dos fármacos incorporados nas NP (GÖPFERICH, 1996; POLAKOVIC et al., 

1999; SONAJE et al., 2007). 

As vantagens da aplicação de sistemas nanoparticulados poliméricos como 

carreadores de moléculas incluem: a) a possibilidade de modulação do diâmetro e das 

características das NP que, por possuírem diâmetro pequeno, permitem a 

administração intravenosa, ao contrário de muitos outros sistemas coloidais; b) o 

controle e sustentação da liberação do fármaco no sítio de ação específico, alterando 

sua distribuição e eliminação do organismo, aumentando a eficácia terapêutica e 

diminuindo os efeitos colaterais resultantes do acúmulo do fármaco em tecidos não 

específicos; c) a possibilidade de controlar a degradação da NP e a conseqüente 

liberação do fármaco podem ser modulados com a escolha dos constituintes da matriz 

polimérica; d) o direcionamento a sítios específicos através da modificação da 

superfície de NP, onde podem ser incorporados ligantes, como partículas metálicas ou 

anticorpos, sendo esta uma boa estratégia, principalmente, para a terapia do câncer; e) 

Matriz 
polimérica 

fármaco 

a)                                b)      
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administração por várias vias, incluindo oral, nasal, parenteral, intra-ocular e tópica; f) 

boa estabilidade física, química e biológica, fácil preparo e boa reprodutibilidade 

(GÖPFERICH, 1996; SINHA et al., 2004; MOHANRAJ & CHEN, 2006; TORCHILIN, 

2006; NAIR & LAURENCIN, 2007). 

 

 

1.1.1. Matérias-primas utilizadas na preparação de nanopartículas poliméricas 

 

 

As NP são constituídas basicamente por polímero, tensoativo, óleo 

(nanocápsulas) e fármaco, além do solvente orgânico que é utilizado no processo de 

preparação e posteriormente eliminado (SCHAFFAZICK et al., 2003; MORALES, 2007). 

A preparação de NP como carreadores de fármacos impõe algumas restrições 

físico-químicas e biológicas quanto aos polímeros utilizados. A via de administração é 

um dos fatores mais importantes na escolha do polímero a ser utilizado na formulação. 

Em caso de administração parenteral o polímero deve ser biodegradável; já para o caso 

de administração oral ou local o polímero não precisa necessariamente ser 

biodegradável, mas sempre deve ser biocompatível. (DURÁN et al., 2006; MORALES, 

2007). 

Polímeros biocompatíveis são materiais que podem ser implantados/ 

administrados no organismo e que, quando em contato com os tecidos ou órgãos não 

provocam qualquer reação adversa. Os materiais biocompatíveis bem como seus 

produtos de degradação não devem provocar resposta inflamatória ou tóxica (NAIR & 

LAURENCIN, 2007). Já polímeros biodegradáveis são materiais que em contato com 

elementos do sistema biológico, como tecidos, células, enzimas, etc, sofrem 

degradação total ou parcial (DURÁN et al., 2006). 

Existem vários polímeros utilizados no preparo de NP; entretanto, os poliésteres 

alifáticos são os mais atrativos para sistemas injetáveis, devido à sua 
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biodegradabilidade, disponibilidade, biocompatibilidade, ausência de toxicidade e pela 

facilidade em incorporar uma ampla variedade de fármacos (PICOS et al., 2000). A 

degradação de poliésteres alifáticos pode ser resultado de ação enzimática e/ou 

hidrólise da ligação éster e pode ser afetada pelas propriedades desses polímeros, tais 

como: composição química, massa molar, solubilidade, hidrofobicidade/hidrofilicidade, 

temperatura de transição, estrutura (cristalina ou amorfa), entre outras (DURÁN et al., 

2006; NAIR & LAURENCIN, 2007). 

Dentre os poliésteres alifáticos existentes, os mais utilizados são o poli (ácido 

lático) (PLA), poli (ácido glicólico) (PGA), poli (ácido lático-co-glicólico) (PLGA), poli(ε-

caprolactona) (PCL), poli(hidroxivalerato) (PHV) e poli(hidroxibutirato) (PHB)  

(SCHAFFAZICK et al., 2003; MORALES, 2007). Existem ainda os polímeros naturais, 

como quitosana, alginato e gelatina, que podem ser empregados no preparo de NP 

(REIS et al., 2006). A velocidade de degradação desses polímeros pode ser regulada 

por variações na composição, na massa molar do polímero e nos métodos de preparo 

das nanopartículas (DURÁN et al., 2006). 

O PGA (Figura 4) é um polímero altamente cristalino, apresenta pouca 

solubilidade em solventes orgânicos, temperatura de transição entre 35 e 40o C, 

temperatura de fusão de 200o C, é bastante sensível à hidrólise (entre 1 e 2 meses) e 

apresenta biodegradação muito rápida, tornando-se inadequado para utilização em 

sistemas de liberação modificada (NAIR & LAURENCIN, 2007). 

O ácido lático por ser uma molécula quiral apresenta dois isômeros ativos, L e D. 

A polimerização desses monômeros leva a formação de um polímero semi-cristalino. Já 

a polimerização da mistura racêmica leva a formação de um polímero amorfo. O poli 

(ácido L-lático) (PLLA) é um polímero cristalino, com temperatura de transição entre 60 

e 65o C, temperatura de fusão de 175o C, é mais resistente a hidrólise se comparado ao 

PGA e apresenta biodegradação mais lenta. O poli (ácido DL-lático) (PDLLA) (Figura 4) 

é um polímero amorfo com temperatura de transição vítrea entre 55 e 60o C e 

apresenta biodegradação rápida se comparado ao PLLA, que é o mais indicado para 

utilização em sistemas de liberação modificada (NAIR & LAURENCIN, 2007). 
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a)     b) 

              

Figura 4: a) Estrutura química do poli (ácido glicólico) e b) poli (ácido lático). 

 

A associação do PLA ao PGA, formando o copolímero poli-lático-co-glicólico 

(PLGA) (Figura 5) aumenta a hidrofobicidade, diminuindo a velocidade de 

biodegradação do polímero, além de seus produtos de degradação não afetarem as 

funções normais das células do organismo (KILIC et al., 2005; DURÁN et al., 2006). 

Tanto o PLLA quanto o PDLLA são usados na copolimerização com o PGA, sendo que 

a estabilidade é influenciada com a variação nas proporções 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). 

 

 

Figura 5: Estrutura química do poli (ácido lático-co-glicólico). 

 

A PCL (Figura 6) é um polímero semi-cristalino, solúvel em vários solventes 

orgânicos com temperatura de fusão baixa (entre 55 e 60o C) e temperatura de 
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transição vítrea em -60o C e apresenta degradação mais lenta se comparado ao PLA, 

PGA e PLGA (SINHA et al., 2004). 

 

 

Figura 6: Estrutura química do poli(caprolactona). 

 

Os poliésteres alifáticos apresentam boa aplicabilidade, no entanto, quando 

administrados intravenosamente são reconhecidos pelo organismo como corpos 

estranhos e eliminados quase que instantaneamente da circulação sanguínea antes de 

exercerem sua função, por ação de macrófagos do sistema reticuloendotelial, 

principalmente pelas células de Kupffer. Para superar essa limitação muitos esforços 

estão sendo realizados a fim de desenvolver copolímeros anfifílicos na tentativa de 

reduzir ou minimizar a interação dos polímeros 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 princípio da copolimerização é a estabilização estérica, através da 

condensação de uma porção hidrofóbica (PLA ou PCL, por exemplo) e uma porção 

hidrofílica, geralmente polietilenoglicol (PEG), formando os chamados copolímeros 

bloco (dibloco ou tribloco). A porção hidrofílica causa estabilização estérica e o 

copolímero não é reconhecido pelas opsoninas, deixando de ser imediatamente 

fagocitado prolongando, assim, sua circulação na corrente sanguínea (SINHA et al., 

2004; DUAN et al., 2006; BREUNIG et al., 2007). 

Os copolímeros constituem boa estratégia para incorporação de fármacos para 

administração intravenosa. No entanto, a incorporação de fármacos com solubilidade 

em água relativamente elevada nestes copolímeros é baixa, o que promove perda de 

fármaco na porção aquosa durante a formação da nanopartícula e, portanto, estes 
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casos requerem o desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas de incorporação 

(GOVENDER et al., 2000; AVGOUSTAKIS et al., 2003). 

Existem alguns critérios para a escolha do óleo constituinte das NC, tais como 

ausência de toxicidade, elevada estabilidade físico-química, incapacidade de solubilizar 

o polímero e alta afinidade pelo fármaco. Os óleos mais utilizados são os triacilgliceróis 

de cadeia média ou longa (Miglyol®, Myritol®, α-tocoferol, hexil laurato). Algumas 

propriedades do óleo utilizado no preparo de NC, tais como densidade e viscosidade 

podem interferir no diâmetro das partículas obtidas (BOUCHEMAL et al., 2004; 

MORALES, 2007). 

Tensoativos são fundamentais para evitar agregação das NP após o preparo e 

durante o armazenamento por promoverem estabilização física e/ou química das 

mesmas.  Segundo o balanço hidrofílico-lipofílico (HLB), os tensoativos podem ser 

classificados em tensoativos de alta hidrofilia (hidrofílicos) ou de baixa hidrofilia 

(lipofílicos), sendo que para o preparo de NP os tensoativos mais utilizados são os de 

alta hidrofilia não-iônicos como os polissorbatos (Tween®) e os poloxamers (Pluronic®) 

(BOUCHEMAL et al., 2004). 

De maneira geral, fármacos lipofílicos possuem maior afinidade com a matriz 

polimérica e com o núcleo oleoso das nanocápsulas, sendo mais eficientemente 

incorporados em relação aos hidrofílicos (MORALES, 2007). 

Os solventes orgânicos empregados no preparo de NP são classificados 

segundo a Conferência Internacional de Harmonização (ICH) de acordo com os 

possíveis riscos a saúde: classe 1 - solventes que devem ser evitados, classe 2 - 

solventes que devem ser limitados (exemplos: tolueno e clorofórmio), classe 3 - 

solventes com baixa toxicidade potencial (exemplos: acetato de etila e acetona). A 

escolha do solvente orgânico deve levar em conta além da menor toxicidade, a 

capacidade de solubilizar o fármaco, o polímero e o método, já que alguns métodos 

exigem utilização de solventes orgânicos miscíveis em água e outros não (REIS et al., 

2006).  
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1.1.2. Métodos de preparação de nanopartículas poliméricas  

 
 

Os métodos de preparação de NP podem ser baseados na polimerização in situ 

de monômeros ou na precipitação de polímeros pré-formados naturais ou sintéticos 

(SOPPIMATH et al., 2001; REIS et al., 2006; MORALES, 2007). 

Métodos de polimerização in situ envolvem formação do polímero no momento 

da preparação das NP e podem ser obtidos por polimerização em emulsão ou 

polimerização interfacial. As limitações desses métodos envolvem a exigência de 

solventes orgânicos tóxicos e a dificuldade de purificação, levando a presença de 

moléculas residuais tóxicas (monômeros) decorrentes da polimerização deficiente. 

Devido a estas limitações, foi proposto o uso de polímeros pré-formados para o preparo 

de NP, sendo estes os mais utilizados atualmente (REIS et al., 2006). 

Os métodos baseados em polímeros pré-formados mais utilizados são: 

nanoprecipitação, deposição interfacial de polímero pré-formado, emulsificação/ difusão 

do solvente, emulsificação/ evaporação do solvente, dupla emulsificação e salting-out 

(SCHAFFAZICK et al., 2003; REIS et al., 2006). 

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

(1988), onde a fase orgânica constituída de solvente (s) orgânico (s) miscível (s) em 

água contendo o fármaco e o polímero é adicionada, sob agitação moderada, à fase 

aquosa contendo o tensoativo e finalmente o solvente orgânico é removido por 

evaporação (FESSI et al., 1988). É possível obter nanocápsulas por uma adaptação do 

método de nanoprecipitação (método de deposição interfacial de polímero pré-

formado), adicionando-se um óleo e um tensoativo de baixa hidrofilia a fase orgânica 

(FESSI et al., 1989). Esses métodos (nanoprecipitação e deposição interfacial de 

polímero pré-formado) são vantajosos, pois não requerem homogeneização de alta 

energia, são relativamente fáceis, rápidos, facilmente escalonáveis e o solvente 

empregado, geralmente, é a acetona, considerada menos tóxica que solventes como o 
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diclorometano, comumente empregado em métodos que envolvem emulsificação 

(BUDHIAN et al., 2007). 

No método de emulsificação/evaporação do solvente o polímero e o fármaco são 

dissolvidos em um solvente imiscível em água e emulsionados em uma solução aquosa 

contendo tensoativo, formando uma emulsão óleo em água (O/A). O solvente é 

evaporado e o polímero precipita formando NP (SOPPIMATH et al., 2001; REIS et al., 

2006). 

O método de emulsificação/difusão do solvente se baseia na formação inicial de 

uma emulsão óleo em água preparada a partir de uma fase orgânica contendo o 

polímero, o fármaco e o tensoativo em um solvente parcialmente miscível em água, e 

de uma solução aquosa contendo o estabilizante. Deve-se pré-saturar o solvente 

orgânico com água para garantir o equilíbrio termodinâmico. Após formação de emulsão 

primária o solvente orgânico é deslocado para a fase aquosa externa pela adição de 

excesso de água, conduzindo a precipitação do polímero, formado NP (QUINTANAR-

GUERRERO et al., 1996). 

Os métodos de emulsificação evaporação do solvente e emulsificação difusão do 

solvente exigem homogeneização de alta energia (sonicador de ponta ou utilizando 

homogeneização em altas velocidades com ultra-turrax®) e o diâmetro da partícula pode 

ser controlado com a modulação da velocidade e tempo de agitação ou sonicação 

(REIS et al., 2006; BUDHIAN et al., 2007). 

O método de salting-out é uma modificação do método de emulsificação difusão 

do solvente, onde a fase aquosa apresenta adicionalmente cloreto de sódio ou cálcio. 

Esse método leva a alta eficiência de incorporação de fármacos, pois a adição de sal 

favorece a saturação da fase aquosa e assim, o fármaco tende a associar com a NP 

(ALLÉMANN et al., 1993; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004). 

Os métodos descritos acima, geralmente, não são eficientes para associação de 

moléculas hidrofílicas. Uma alternativa que vem se mostrado eficiente é a formação de 

NP pelo método de dupla emulsificação, que consiste na formação de uma emulsão 
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água em óleo, onde o fármaco e o tensoativo dissolvidos em água são emulsionados 

em uma fase orgânica contendo solvente imiscível em água e o polímero. Essa primeira 

emulsão formada é adicionada a uma fase aquosa contendo ou não cloreto de sódio ou 

cálcio (salting-out). Todo processo é realizado sob homogeneização de alta energia e 

finalmente o solvente é evaporado (ALLÉMANN et al., 1992; MCCARRON et al., 2006). 

Outros métodos que podem ser eficientes para a incorporação de fármacos e 

biomoléculas hidrofílicas são os que utilizam polímeros 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 evolução dos métodos de preparo de NP se deve a vários aspectos: a) 

necessidade do uso de reagentes menos tóxicos; b) simplicidade do processo; c) 

economia; d) possibilidade de escalonamento; e) otimização para obtenção de 

propriedades desejáveis. Dependendo das características físico-químicas do fármaco é 

possível escolher o método de preparo que levará a uma associação eficiente e 

estabilidade satisfatória. O método escolhido deve minimizar a perda de fármaco e 

garantir sua atividade farmacológica. Além disso, passos pós-preparação como a 

avaliação da estabilidade deve ser sempre investigada. 

 

 

1.2. Anestésicos locais 
 
 

Anestésicos locais (AL) são moléculas cuja atividade farmacológica primária 

envolve o bloqueio reversível da condução nervosa (COVINO & VASSALO, 1985; 

COLLINS, 1993). Embora vários modelos físico-químicos tenham sido propostos para 

explicar como os AL bloqueiam a condução nervosa, o principal mecanismo envolve 

sua interação em um ou mais sítios específicos nos canais de sódio voltagem-

dependentes presentes nas membranas neurais (GOODMAN & GILMAN, 1996; RANG 

et al., 2004; FRACETO et al., 2006). Estudos recentes mostram que os AL interagem 
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com os canais de sódio tanto na forma ionizada quanto na forma não-ionizada e, assim, 

estabilizam o potencial da membrana, bloqueando a condução nervosa (FRACETO et 

al., 2006; FRACETO et al., 2008). 

A cocaína, alcalóide isolado das folhas de Erithroxylon coca em 1860, foi o 

primeiro AL e teve sua ação demonstrada ao ser utilizada como anestésico oftálmico. 

Após ter sido empregada na clínica durante alguns anos, a cocaína foi substituída por 

outras substâncias, devido aos seus efeitos tóxicos como dependência física e psíquica. 

Em 1905, o primeiro substituto sintético da cocaína, a procaína, foi obtida por síntese 

orgânica dando início à busca de novos compostos com propriedade anestésica 

(COLLINS, 1993; RANG et al., 2004). 

A estrutura dos AL apresenta características distintas: na maioria são moléculas 

anfifílicas que contém um grupamento aromático (porção hidrofóbica), uma cadeia 

intermediária e grupamento amino (porção hidrofílica). Aqueles que possuem uma 

ligação éster entre o grupo aromático e o grupo amino são classificados como 

aminoésteres (procaína, benzocaína e tetracaína). Já os que possuem uma ligação 

amida entre tais grupos são classificados como aminoamidas (lidocaína, mepivacaína, 

ropivacaína e bupivacaína). Os aminoésteres são, em geral, mais potentes que as 

amino-amidas; no entanto, são hidrolizados pelas esterases plasmáticas. Desde a 

década de 70 aminoamidas são os anestésicos de escolha para uso clínico, sendo a 

tendência mundial a de desenvolver aminoamidas mais potentes, pelo fato de serem 

menos tóxicas e mais resistentes à hidrólise quando comparadas aos amino-ésteres 

(COVINO & VASSALO, 1985; de JONG, 1994, MALAMED, 2001). 

A toxicidade dos AL é proporcional à sua potência (KNUDSEN et al., 1997).  A 

hidrofobicidade aumenta a potência, duração de ação e a toxicidade dos AL, pois a 

associação destes com as bicamadas lipídicas (hidrofóbicas) aumenta sua distribuição 

para os locais de ação e reduz a metabolização. Além disso, acredita-se que os sítios 

de ação de AL nos canais de sódio voltagem-dependente sejam hidrofóbicos 
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favorecendo, assim, a interação dos AL mais hidrofóbicos e das formas não ionizadas 

dos mesmos (GOODMAN & GILMAN, 1996; LI et al., 2002).  

Os principais efeitos tóxicos dos AL são decorrentes de sua absorção sistêmica, 

após administração regional, e podem levar à neurotoxicidade e/ou cardiotoxicidade 

(RANG et al., 2004). A absorção dos AL pela circulação sanguínea é afetada pela 

hidrofobicidade, pKa e taxa de ligação a proteínas plasmáticas dos compostos 

(MCLURE & RUBIN, 2005).   

A neurotoxicidade causada pelos AL pode ser evidenciada pelo aparecimento de 

agitação, tremores, convulsões, depressão respiratória e podendo levar ao coma e até 

morte. A cardiotoxicidade pode causar fibrilações e arritmias (HORLOCKER & WEDEL, 

2002; RANG et al., 2004). Os mecanismos moleculares responsáveis por esses efeitos 

indesejáveis ainda não foram inteiramente estabelecidos. Entretanto, estudos revelaram 

que os AL modificam o fluxo de íons através de canais de sódio, potássio e cálcio, e 

afetam processos metabólicos intracelulares ao se ligarem a receptores β-adrenérgicos, 

resultando na inibição do AMP cíclico e, consequentemente, na sinalização deste 

segundo mensageiro. Um destes mecanismos moleculares ou a associação destes são 

responsáveis pelos efeitos tóxicos 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. Bupivacaína 

 
 

A bupivacaína, BVC, (Figura 7) é um AL da classe das aminoamidas, que 

juntamente com dois outros AL desta classe, a lidocaína e a ropivacaína têm sido os 

fármacos de escolha na terapia da dor aguda e crônica, sendo encontrada 

comercialmente em apresentações que variam de 0,25 a 0,75% em massa de BVC 

(GUPTA, 1991; de ARAÚJO et al., 2005). 
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Figura 7: Estrutura química da bupivacaína. 

 

O uso da BVC na clínica se deve à sua potência e capacidade de produzir 

anestesia prolongada. Sua longa duração de ação, aliada à sua tendência em fornecer 

um bloqueio mais sensorial que motor, tornou-a de uso popular para promover 

anestesia prolongada durante o trabalho de parto ou no período pós-operatório 

(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 

dissociação dos canais de sódio, durante a diástole ventricular (CLARKSON & 

HONDEGHEM, 1985). 

A BVC, por possuir estereocentro, apresenta dois isômeros, a dextrobupivacaína 

(R(+)BVC) e a levobupivacaína (S(-)BVC), com comportamentos farmacológicos 

independentes em decorrência da estereoseletividade. Os efeitos tóxicos associados ao 

uso da BVC levaram à pesquisa de novos AL (CLARKSON & HONDEGHEM, 1985; 

CASATI et al., 2002; CANGIANI et al., 2007), sendo a ropivacaína (um isômero com 

substituinte propila ao invés de butila, como na bupivacaína) lançada no mercado a 

partir dos anos 80, como alternativa, menos tóxica, que a BVC. Como a síntese da 

ropivacaína é estereoseletiva, levando ao isômero levógiro, concluiu-se que a 

estereoseletividade estava relacionada à cardiotoxicidade destes AL (de ARAÚJO et al., 

2005; UDELSMANN et al., 2007; DAVID et al., 2007). Comparando-se a BVC racêmica 

a, S(-)BVC e a ropivacaína, a primeira é mais cardiotóxica, seguida da S(-) BVC e por 
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último a ropivacaína 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 responsável pela cardiotoxicidade da 

BVC racêmica  e pela sua refratariedade  à reanimação cardiorespiratória, a partir daí, 

desenvolveu-se a levobupivacaína, S(-)BVC (ALBRIGHT, 1979; de ARAÚJO et al., 

2005; CANGIANI et al., 2007). 

 

 

1.2.2. Benzocaína 

 
 

A benzocaína (etil 4-aminobenzoato), BZC, (Figura 8), derivado do ácido para-

aminobenzóico, é o mais antigo dos agentes atualmente disponíveis da classe dos 

aminoésteres. Por apresentar baixa solubilidade em água, sua utilização é limitada para 

administração injetável. A BZC é eficaz e amplamente utilizada como anestésico tópico 

para anestesia de superfície das membranas mucosas, onde é absorvida e sofre 

metabolização hepática através da interação 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 química da benzocaína. 

 

As propriedades da anestesia tópica são influenciadas pelo local de aplicação e 

pela forma farmacêutica de administração. A BZC pode ser preparada sob várias 

formas farmacêuticas para anestesia tópica e sua concentração/ dosagem varia de 

acordo com a forma farmacêutica, local de administração e finalidade (COVINO & 

VASSALO, 1985). 

A BZC é comercializada, geralmente, em associação com anti-sépticos ou 

antibióticos de uso tópico, e pode ser encontrada em diversas formas farmacêuticas e 

dosagens, como pastilhas (3 mg – 10 mg de BZC por pastilha), solução oral – spray (4 

– 6 mg/mL de BZC), géis para uso odontológico infantil (6mg/g de BZC), podendo ser 

encontrada também sem associações como géis, soluções e cremes em concentrações 

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 útil também em procedimentos cirúrgicos menores, como pré 

anestésico em odontologia e para diminuir a sensação de irritação das gengivas 

durante o nascimento dos dentes em bebês (FDA, 2006; SO & FARRINGTON, 2008). O 

FDA está ciente das reações adversas da BZC e está revendo seu banco de dados, 
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mas ainda não há previsões de quando e se este fármaco será 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 remoção de 

um elétron do átomo de ferro (Fe2+ para Fe3+), formando a metemoglobina, sendo esta, 

incapaz de ligar ao oxigênio de maneira reversível (SO & FARRINGTON, 2008). 

Em circunstâncias normais, a metemoglobina pode ser convertida à hemoglobina 

por ação da hemoglobina redutase em processo dependente de NADH, portanto, 

pacientes com deficiência desse co-fator ou da enzima hemoglobina redutase 

apresenta maior risco de desenvolver metemoglobinemia, que pode ser ainda mais 

acentuada após administração de BZC (SO & FARRINGTON, 2008).  

Os mecanismos da metemoglobinemia induzida por BZC ainda não estão bem 

elucidados. Alguns pesquisadores propuseram que a BZC causa a oxidação da 

hemoglobina levando à formação de metemoglobina mais rapidamente que a redução 

de metemoglobina em hemoglobina (NGUYEN et al., 2000). Outros pesquisadores 

afirmaram que a BZC é um oxidante indireto, com a teoria de que em sua 

metabolização há produção de um radical livre que é capaz de oxidar a hemoglobina 

levando à formação de metemoglobina (WRIGHT et al., 1999).  

 

 

1.2.3. Anestésicos locais e sistemas carreadores 

 
 

Como as características desejáveis para um AL incluem longa duração de ação, 

seletividade para o bloqueio sensorial em relação ao motor e diminuição da toxicidade 

sistêmica (KUZMA et al., 1997; de ARAÚJO et al., 2003), uma alternativa que tem se 

mostrado capaz de promover estes efeitos desejáveis é a liberação modificada destes 

fármacos através da veiculação em sistemas carreadores. Os sistemas de liberação 

têm como objetivo promover liberação lenta e continuada, diminuindo a toxicidade 



Introdução 

 20 

sistêmica destes fármacos de ação regional (SIMONETTI & ANDRADE, 1996; KUZMA 

et al., 1997; de ARAÚJO et al., 2003). De fato os sistemas de liberação de fármacos 

são capazes de compartimentalizar a substância ativa e direcioná-la a sítios ativos 

específicos, além de poder controlar a velocidade de liberação, sem alterar a estrutura 

química da molécula transportada (OLIVEIRA et al., 2004).  

A veiculação de anestésicos locais tem sido estudada por muitos grupos de 

pesquisas e também em nosso laboratório, podendo ser obtida pela formação de 

complexos de inclusão com ciclodextrinas (DOLLO et al., 1996; IRIE e UEKAMA, 1997; 

LOFTSSON e MASSON, 2001; PINTO et al, 2005; de ARAÚJO et al., 2005; de 

ARAÚJO et al., 2006; MORAES et al., 2007 a, b, c; de ARAÚJO et al., 2008a), 

encapsulação em lipossomas (SIMONETTI & ANDRADE, 1996; de ARAÚJO 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 ARAÚJO et al., 2008b; CEREDA 

et al., 2008), associação a micropartículas poliméricas (LE GUÉVELLO et al., 1993; 

COLOMBO et al., 2005; ROSE et al., 2005; HOLGADO et al., 2008; KRANZ & 

BODMEIER, 2008;) e associação a sistemas nanoestruturados poliméricos (GÖRNER 

et al., 1999; GOVENDER et al., 1999; POLAKOVIC et al., 1999; GOVENDER et al., 

2000). 

Neste sentido, o desenvolvimento de uma nova forma farmacêutica para a BZC e 

a BVC reside na dimensão do mercado de anestésicos locais que, no Brasil movimenta 

cerca de R$ 30.000.000,00/ano segundo levantamento da Indústria Farmacêutica 

Nacional. A venda de anestésicos locais tópicos exclusivamente em farmácias, 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 está concentrado na 

venda direta a clínicas dermatológicas e de cirurgia plástica. Há, portanto, um mercado 

potencial expressivo para inovação e desenvolvimento de propriedade intelectual. 
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2. OBJETIVOS 

 
 
2.1. Gerais  
 
 

Este trabalho teve como objetivo introduzir uma nova abordagem tecnológica de 

sistemas de liberação modificada para os anestésicos locais bupivacaína (R25-S75) e 

benzocaína em nosso grupo de pesquisa, através do desenvolvimento de nanocápsulas 

poliméricas, utilizando polímeros biodegradáveis (PLGA e PCL), objetivando futura 

aplicação clínica.  
 

 

2.2. Específicos 

 

-  Otimização das melhores condições de preparo das NC de PLGA e PCL contendo 

anestésicos locais pelo método de deposição interfacial de polímero pré-formado; 

-  Desenvolvimento e validação de metodologias analíticas por CLAE (Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência) para quantificação de BZC e BVC em NC poliméricas 

em estudos de determinação de teor do fármaco nas NC (eficiência de 

associação) bem como em ensaios de liberação; 

-  Caracterização físico-química (pH, distribuição de tamanho e potencial zeta ) das 

NC poliméricas contendo anestésicos locais; 

-  Determinação da eficiência de associação dos anestésicos locais nas NC 

poliméricas; 

-  Avaliação da estabilidade das suspensões de NC (pH, distribuição de tamanho, 

potencial zeta e teor) em função do tempo; 

-  Determinação do perfil de liberação dos anestésicos locais em NC poliméricas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 
3.1. Materiais 
 
 
· Bupivacaina - doação Cristália Indústria Química e Farmacêutica  

· Benzocaína - Sigma®  

· Poli-(DL-latico-co-glicólico) (PLGA) 50:50, 45.000 – 75.000 Da - Sigma® 

· Poli-(ε-caprolactona) (PCL), 65.000 Da - Sigma® 

· Polissorbato 80 (Tween 80) - Sigma® 

· Monoestearato de sorbitano (Span 60) - Sigma® 

· Triglicerídios de ácidos cáprico e caprílico (Miglyol 810) 

· Acetona grau espectroscópico analítico - Merck® 

· Acetonitrila grau CLAE – Merck® 

· Fosfato de sódio monobásico grau espectroscópico analítico – Synth 

· Fosfato de sódio dibásico grau espectroscópico analítico – Synth 

· Dispositivos de ultrafiltração de celulose regenerada de 30 kDa (Millipore®) 

· Microcentrífuga, MC 12V - Du Pont, Sorvall 

· Evaporador rotativo, R-114 - Büchi® 

· Bomba a vácuo, V-500 - Büchi® 

· Potenciômetro -Tecnal® 

· Analisador de partículas Zetasizer Nano ZS– Malvern e software DTS nano 

· Sistema de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência - Shimadzu  

o Sistema controlador, CBM 20A  

o Bombas A e B, LC 6 AD  

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 cromatográfica Gemini C18 fase reversa, 5µ 110A, 150 x 4,60mm 

(Phenomenex) 
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3.2. Metodologia 
 
 

 
3.2.1. Desenvolvimento e validação de métodos analíticos para determinação do 

teor de Benzocaína e de Bupivacaína em nanocápsulas poliméricas 

 

 
3.2.1.1. Princípio da técnica 
 

O teor de BZC e de BVC em NC poliméricas foi determinado através de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) de fase reversa, sendo desenvolvidos 

dois métodos distintos, um para cada fármaco. 

A CLAE é uma importante técnica analítica de separação e, atualmente, seu 

emprego é considerado indispensável para o desenvolvimento de formulações 

farmacêuticas. Dentre as vantagens da técnica estão o tempo reduzido da análise, alta 

resolução, boa análise qualitativa e quantitativa, excelente sensibilidade, seletividade, 

versatilidade e mecanização (COLLINS et al., 2007). 

Em um equipamento de CLAE, o solvente é bombeado em alta pressão por uma 

coluna que contém partículas da fase estacionária. Nela, efetua-se a separação dos 

componentes da mistura de acordo com a fase móvel, fase estacionária e a natureza 

dos componentes analisados. A fase móvel sai da coluna e passa por um sistema de 

detecção, onde são detectadas alterações de alguma propriedade física específica. 

Esta variação é convertida num sinal elétrico que é registrado e tratado 

matematicamente por um processador, obtendo-se assim, o cromatograma (CIOLA, 

1998).  

Em geral, a CLAE é um processo dinâmico de adsorção. As moléculas da 

amostra, ao mover-se através da coluna, tendem a interagir com os locais de superfície 

de adsorção. Dependendo da modalidade de CLAE, tipos diferentes de forças de 

adsorção podem estar presentes no processo da retenção. As interações hidrofóbicas 
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são as principais forças envolvidas nas separações de fase reversa. As interações 

polares estão presentes na modalidade de fase normal. As interações iônicas são 

responsáveis pela retenção na cromatografia de troca iônica. Todas estas interações 

são do tipo competidor, onde as moléculas da amostra competem com as moléculas da 

fase móvel para os locais de adsorção (KAZAKEVICH & MCNAIR, 2000). 

O princípio da técnica de CLAE de fase reversa consiste em separar compostos 

com base em interações hidrofóbicas entre o composto a ser analisado, a fase 

estacionária (apolar) e a fase móvel (menos apolar), sendo a partição, o principal 

mecanismo envolvido. Variando a natureza dos grupos funcionais da fase estacionária, 

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 analítica desenvolvida para determinação do teor de 

Benzocaína e de Bupivacaína em nanocápsulas poliméricas 

 

 

Durante o desenvolvimento das metodologias analíticas, as condições dos 

métodos foram ajustadas a fim de obter picos simétricos referente à BZC e à BVC. As 

condições dos métodos desenvolvidos para quantificação de BZC e de BVC em NC 

poliméricas estão descritas nas tabelas 1 e 2, respectivamente. 

 

 

 

 



Materiais e Métodos 

 26 

 

Tabela 1: Condições do método analítico de determinação de teor de BZC em NC 

poliméricas. 

Analito Benzocaína  

Fase móvel Acetonitrila / Água Milli-Q (80:20, v/v) 

Diluente Acetonitrila 

Volume de injeção 20 µL 

Fluxo 1 mL/min 

Temperatura Ambiente (25ºC) 

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

Coluna 

cromatográfica 

Phenomenex, Gemini, C18 fase reversa, 5µ 110A, 150 x    

4,60mm 

 

 

 

Tabela 2: Condições do método analítico de determinação de teor de BVC em NC 

poliméricas. 

Amostra Bupivacaína 

Fase móvel Acetonitrila / tampão fosfato pH 7,4, 5mM (85:15, v/v) 

Diluente Acetonitrila 

Volume de injeção 20 µL 

Fluxo 1,2 mL/min 

Temperatura Ambiente (25ºC) 

Detector (λ) Ultravioleta (UV), λ = 220nm 

Coluna 

cromatográfica 

Phenomenex, Gemini, C18 fase reversa, 5µ 110A, 150 x 

4,60mm 
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3.2.1.3. Validação 

 
 

A metodologia analítica foi validada segundo parâmetros estabelecidos pela 

International Conference on the Harmonization of Technical Requirements for the 

Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 1996) e Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (BRASIL, 2003).  

Validação é o ato ou efeito de validar, tornar válido, legítimo ou legal. Visa a 

diminuição e controle dos fatores que levam à imprecisão ou inexatidão de um dado 

gerado (LANÇAS, 2004). 

A validação deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda 

às exigências das aplicações analíticas, assegurando confiabilidade dos resultados. Os 

parâmetros avaliados na validação de uma metodologia analítica, geralmente são 

especificidade, linearidade, intervalo, exatidão, precisão (repetibilidade e precisão 

intermediária) e limites de quantificação e detecção (ICH, 1996; BRASIL, 2003; ERMER 

& MILLER, 2005). 

 

 

3.2.1.3.1. Especificidade 

 
 

Especificidade é a capacidade que o método possui em medir exatamente um 

composto em presença de outros componentes (ICH, 1996; BRASIL, 2003). A 

especificidade dos métodos analíticos para determinação do teor de BZC e de BVC em 

NC poliméricas foi avaliada mediante injeções da fase móvel, diluente e NC sem adição 

de fármaco. Um método é considerado específico quando nenhum pico (s) 

correspondente aos componentes da fase móvel, diluente ou do placebo coeluem com 

o pico correspondente ao ativo (ERMER & MILLER, 2005). 
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3.2.1.3.2. Linearidade 
 

 

Linearidade é a capacidade de uma metodologia analítica em demonstrar que os 

resultados obtidos são diretamente proporcionais à concentração do composto na 

amostra, dentro de um intervalo especificado. O critério mínimo aceitável do coeficiente 

de correlação (r) deve ser = 0,99 (ICH, 1996; BRASIL, 2003). As linearidades dos 

métodos foram determinadas a partir de três curvas analíticas em dois dias diferentes, 

totalizando seis curvas para cada fármaco, apresentando cada uma cinco 

concentrações compreendidas entre 2,5 e 40 µg/mL para BZC e entre 10 e 200 µg/mL 

para BVC.  

  

 
3.2.1.3.3. Intervalo 
 

 

Quando o método é considerado satisfatório para os parâmetros de linearidade, 

precisão e exatidão dentro da faixa de intervalo escolhida, sendo a concentração mais 

baixa dessa faixa de concentração deve estar acima do limite de quantificação, o 

intervalo é considerado adequado para quantificação do ativo dentro da faixa de 

concentração especificada (ICH, 1996; BRASIL, 2003; LANÇAS, 2004). 

 

 

3.2.1.3.4. Precisão 
 

 

Precisão é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos em uma série de 

medidas de uma amostragem múltipla de uma mesma amostra. Repetibilidade 

(precisão intra-dia) é a concordância entre os resultados dentro de um curto período de 

tempo com o mesmo analista e mesma instrumentação. Precisão intermediária reflete a 
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concordância entre os resultados das mesmas amostras em dias diferentes (BRASIL, 

2003). 

A repetibilidade ou precisão foi avaliada a partir do cálculo de desvio padrão 

relativo (DPR) (equação 1). 

 

                                              100´=
CMD

DP
DPR                                  (equação 1) 

 

onde, DP é o desvio padrão e CMD, a concentração média determinada.  

 

O valor máximo aceitável deve ser definido de acordo com a metodologia 

empregada, a concentração do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do 

método, não se admitindo valores superiores a 5% (BRASIL, 2003). 

 

 

3.2.1.3.5. Exatidão 
 

 

A exatidão de um método analítico é a proximidade dos resultados obtidos pelo 

método em estudo em relação ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003). 

 A exatidão é expressa pela relação entre a concentração média determinada 

experimentalmente e a concentração teórica correspondente, segundo a equação 2 

(BRASIL, 2003). 

 

 

                                 100´=
CT

CMD
Exatidão                      (equação 2) 

 

onde, CT é a concentração teórica. 
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3.2.1.3.6. Limites de detecção e quantificação 
 

 

Limite de detecção é a menor quantidade do analito presente em uma amostra 

que pode ser detectado, porém não necessariamente quantificado, sob as condições 

experimentais estabelecidas (ICH, 1996; BRASIL, 2003).  

Limite de quantificação é a menor quantidade do analito em uma amostra que 

pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as condições 

experimentais estabelecidas (ICH, 1996; BRASIL, 2003).   

A estimativa do limite de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram realizadas a 

partir de dados obtidos com as regressões lineares das curvas analíticas aplicados às 

equações 3 e 4, respectivamente (ICH, 1996; BRASIL, 2003). 

 

                                           
IC

DP
LD

3´
=                                             (equação 3) 

                 

                                           
IC

DP
LQ

10´
=                                             (equação 4) 

onde, DP é o desvio padrão do intercepto com o eixo y e IC é a inclinação da 

curva analítica média. 
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3.2.2. Preparo das nanocápsulas poliméricas 
 
 
 

As preparações das NC de PLGA e PCL foram realizadas segundo o método de 

deposição interfacial de polímero pré-formado descrito inicialmente por Fessi et al. 

(1989). 

O método envolve a mistura de uma fase orgânica em outra aquosa. A fase 

orgânica foi constituída do polímero, solvente orgânico (acetona), triglicerídeos de ácido 

cáprico e caprílico (Miglyol 810), monoestearato de sorbitano (Span 60) e o fármaco. A 

fase aquosa foi composta por solução aquosa de Polissorbato 80 (Tween 80). Após 

dissolução dos componentes de ambas as fases, a fase orgânica foi inserida, 

lentamente, sob a fase aquosa com o auxílio de um funil. A suspensão resultante foi 

mantida sob agitação por 10 minutos e em seguida o solvente orgânico foi eliminado e a 

suspensão foi concentrada até o volume final de 10 mL, com  auxílio de um evaporador 

rotativo (FESSI et al., 1989).  

 

 

3.2.3. Otimização do preparo das suspensões de nanocápsulas poliméricas: 

planejamento fatorial 24-1 

 
 

A influência da quantidade empregada de alguns dos componentes utilizados no 

preparo das suspensões de NC poliméricas foi avaliada a partir de um planejamento 

fatorial 24-1. 

Em um planejamento fatorial, determina-se a influência de fatores sobre as 

respostas de interesse. Para estudar o efeito de qualquer fator (k) sobre uma dada 

resposta, precisa-se variar o nível do fator e observar o resultado que essa variação 

produz sobre a resposta. O número de ensaios necessários para se fazer um 

planejamento fatorial 2k completo aumenta rapidamente com k, o número de fatores 
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investigados. Muitas vezes, a informação desejada pode ser obtida a partir de um 

número bem menor de ensaios, correspondente a uma fração do número de ensaios do 

planejamento completo. Isso é possível, pois o número de interações de ordem alta 

aumenta com o número de fatores, mas na maioria dos casos, essas interações têm 

valores pequenos e são destituídas de qualquer importância prática. Além disso, 

quando o número de fatores aumenta, crescem as chances de que um ou mais deles 

não afetem significativamente a resposta, seja por meio de efeitos principais, seja por 

meio de efeitos de interação. Por essas razões são feitos planejamentos fatoriais 

fracionários (BARROS NETO et al., 2007). 

No planejamento fatorial 24-1, seus contrastes não misturam os efeitos principais 

com interações de dois fatores e sim com interações de três fatores, que em princípio 

devem ser menos significativas. Os contrastes fornecem ótimas aproximações dos 

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

As proporções ideais dos componentes das fases orgânica e aquosa das 

suspensões de NC de PLGA ou PCL contendo BVC ou BZC foram determinadas a 

partir de um planejamento fatorial fracionário 24-1 (Tabela 3). 

Foram variadas proporções de quatro fatores (polímero, Miglyol, Span 60 e 

Tween 80) em 2 níveis, 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 

orgânica permaneceram constantes, sendo estes 30 mL cada. As concentrações de 

fármaco também foram constantes, 40 mg de BZC e 25 mg de BVC, sendo a 

concentração final após redução do volume das suspensões 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 

diâmetro, polidispersão, potencial zeta e a eficiência de associação dos AL nas NC de 

PLGA e de PCL. As formulações referentes a cada ensaio foram preparadas em 

duplicata, segundo o item 4.2. 
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Os cálculos realizados para determinação da influência dos fatores variados sob 

as propriedades das NC foram realizados utilizando o software Statgraphics Plus 5.1. 

 

 

Tabela 3: Matriz do planejamento fatorial fracionário 24-1 aplicado ao preparo de NC 

poliméricas. 

Formulação Polímero Miglyol Span 60 Tween 80 

1 - - - - 

2 + - - + 

3 - + - + 

4 + + - - 

5 - - + + 

6 + - + - 

7 - + + - 

8 + + + + 

 
 
 

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

Níveis Polímero 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. Polidispersão e diâmetro 

 
 
 
3.2.4.1. Princípio da técnica 
 

 

A técnica de espalhamento dinâmico de luz foi utilizada para determinação do 

diâmetro médio e da distribuição de tamanho (polidispersão) das NC. 

Quando um feixe de luz incide sobre amostra constituída de partículas, a 

intensidade da luz espalhada oscila a um ritmo dependente do diâmetro das partículas. 

Essas flutuações ocorrem, em conseqüência do movimento Browniano, que ocorre em 

partículas quando suspensas em algum líquido. A partir da equação de Stokes-Einstein 

(equação 5) é possível obter o raio hidrodinâmico da partícula e conseqüentemente o 

diâmetro da partícula (PATTY & FRISKEN, 2006). 

             

                                               3                           (equação 5) 

 

 

onde, Rh é o raio hidrodinâmico, K é a constante de Boltzmann, T é a 

temperatura absoluta, η é a viscosidade da amostra e D o coeficiente de difusão 

translacional das partículas. 
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3.2.4.2. Determinação da polidispersão e diâmetro 
 
 
 

A avaliação do tamanho (diâmetro) e polidispersão das NC foram realizadas 

diluindo as suspensões de NC com água (Milli-Q) 50 vezes e utilizando um analisador 

de partículas Zetasizer (Malvern) à 25ºC. A distribuição de tamanho foi dada pelo índice 

de polidispersão.  

 

 

3.2.5. Potencial zeta  

 
 
 
3.2.5.1. Princípio da técnica 
 

 

O potencial zeta é o potencial elétrico no plano hidrodinâmico de cisalhamento. 

Em geral, partículas em suspensão possuem carga na superfície, criando uma camada 

ao redor da partícula que difere do meio dispersante. Com o movimento Browniano das 

partículas, essa camada se move com elas até o eletrodo de carga oposta à carga da 

camada que recobre as partículas. Portanto, o potencial zeta é a medida do potencial 

elétrico entre a superfície externa da camada compacta que se desenvolve ao redor da 

partícula e o meio dispersante. 

O potencial zeta reflete a carga na superfície das nanopartículas. Esse 

parâmetro pode ser influenciado pela composição da partícula e meio dispersante 

(SCHAFFAZICK et al., 2003).  

Nanopartículas devem apresentar valor de potencial zeta relativamente alto para 

garantir a estabilidade físico-química da suspensão, pois grandes forças repulsivas 

tendem a evitar agregação em função de colisões ocasionais entre NP adjacentes 

(SCHAFFAZICK et al., 2003). Essas colisões podem ser minimizadas através de 
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repulsão estérica ou eletrostática. Na ausência de mecanismos estéricos, a estabilidade 

de nanopartículas é determinada pelo balanço de forças repulsivas e atrativas que as 

partículas apresentam ao se aproximarem umas das outras. Assim, quanto maior o 

valor do potencial zeta, independente da carga, maior as chances das partículas não se 

agregarem. Nanopartículas com potencial zeta de aproximadamente (±) 30 são mais 

estáveis em suspensão (MOHANRAJ & CHEN, 2006). 

O potencial zeta é determinado por eletroforese e pode ser obtido também em 

um equipamento de espalhamento de luz, pois a variação na freqüência da luz 

espalhada é proporcional à mobilidade eletroforética. 

 
 
3.2.5.2. Determinação do potencial zeta 

 
 

O valor de potencial zeta, dado em mV foi determinado através de um analisador 

de potencial zeta e diâmetro de partículas, Zetasizer (Malvern). As análises foram 

realizadas diluindo as suspensões de NC em água (Milli-Q) 50 vezes. 

 

 

3.2.6. pH  
 

 

É importante avaliar possíveis alterações de pH, em função do tempo para 

assegurar a estabilidade das suspensões de nanoesferas, pois alteração no pH pode 

ser indicativo de degradação do polímero. (SCHAFFAZICK et al., 2003).  

O monitoramento do pH das suspensões de NC poliméricas foi realizado em 

função do tempo, utilizando um potenciômetro calibrado com soluções tampão de pH 

7,0 e 4,0. 
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3.2.7. Eficiência de associação de Benzocaína e de Bupivacaína em nanocápsulas 

poliméricas 

 
 

O total (100%) de fármaco (BZC e BVC) presente na suspensão de NC 

poliméricas foi determinado diluindo as suspensões em acetonitrila (ACN). A suspensão 

de NC de BZC foi diluída até a concentração de 20 µg/mL de BZC e a suspensão de 

NC de BVC foi diluída até a concentração de 100 µg/mL de BVC.  A ACN extrai esses 

fármacos das NC, solubilizando-os totalmente. Esta solução foi filtrada em membrana 

Millipore® de 0,22 µm e quantificada por CLAE segundo metodologias descritas no item 

4.1.2.  

O teor de fármaco associado às NC foi determinado pelo método de 

ultrafiltração/centrifugação, que consiste em submeter a suspensão de NC à 

centrifugação a 280 g por 10 minutos em dispositivos de ultrafiltração constituídos de 

celulose regenerada de 30 kDa (Microcon – Millipore®) e quantificar o ultrafiltrado em 

CLAE. Só atravessa a membrana de 30 kDa o fármaco livre, sendo assim, por diferença 

entre 100% de fármaco e fármaco não associado as NC, determina-se a taxa de 

fármaco associado as nanopartículas. A quantificação do total de fármaco presente na 

suspensão de NC (100%) e do fármaco não associado às NC foi realizada por CLAE a 

partir da equação da reta da curva analítica previamente validada. Diversos trabalhos 

empregam essa técnica para determinar a eficiência de associação de fármacos em NP 

(GAMISANS et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003; KILIC et al., 2005).  

 

 

3.2.8. Estabilidade 
 

A estabilidade das suspensões de NC de PLGA e de PCL contendo BZC e de 

PLGA contendo BVC foi avaliada a partir de determinações de diâmetro, polidispersão, 
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potencial zeta, taxa de associação e pH, em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias), 

sendo as suspensões armazenadas em frascos âmbar, à temperatura ambiente. 

 

 

3.2.9. Ensaios de liberação in vitro de Benzocaína e Bupivacaína em 

nanopartículas poliméricas 

 

Os ensaios de liberação in vitro foram realizados utilizando sistemas de dois 

compartimentos para observar a liberação dos fármacos livres e quando associados às 

NC poliméricas. Nesse sistema, utilizou-se uma membrana de celulose (Spectrapore, 

com poro para exclusão 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 água contida em um béquer (compartimento aceptor) sob 

agitação leve constante (PAAVOLA et al., 1995). O ensaio foi realizado em triplicata e 

sob condição 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. Análise estatística 

 
 

Todos os cálculos estatísticos e representações gráficas aplicadas aos 

resultados de validação e otimização de formulação (planejamento fatorial, ANOVA) 

foram realizados no software Statgraphics Plus 5.1®. Os cálculos estatísticos e 

representações gráficas aplicadas aos resultados de ensaio de liberação foram obtidos 

com o software Origin 6.0®. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 
4.2. Desenvolvimento e validação de metodologia analítica para 

determinação do teor de Benzocaína em nanocápsulas 

poliméricas 

 

As condições cromatográficas escolhidas durante o desenvolvimento da 

metodologia analítica para determinação do teor de BZC em NC poliméricas foram 

consideradas adequadas, já 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 retenção do pico correspondente a BZC teria que apresentar tempo 

de retenção superior a 1,25 minutos para ser aceitável, e este apresentou 

aproximadamente 1,5 minutos, tempo viável para a análise, possibilitando corrida 

cromatográfica de apenas 2,5 minutos. 

 

 
 
Figura 9: Cromatograma da BZC na concentração de 40µg/mL, obtido sob condições 

cromatográficas descritas no item 3.2.1.2. 
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O método foi considerado específico, pois nenhum pico correspondente a 

componentes da fase móvel, diluente ou do placebo coeluiram com o pico 

correspondente ao ativo. 

A linearidade do método foi avaliada a partir de três curvas analíticas em dois 

dias diferentes (Figuras 10 e 11), com concentrações de BZC compreendidas entre 2,5 

e 40 µg/mL, totalizando seis curvas analíticas (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Curva analítica 1 da BZC (n=3) e parâmetros obtidos com a regressão linear 

da curva analítica. 
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R = 0,99979 
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Figura 11: Curva analítica 2 da BZC (n=3) e parâmetros obtidos com a regressão linear 

da curva analítica. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 12: Curva analítica inter-dias da BZC (n=6) e parâmetros obtidos com a 

regressão linear da curva analítica inter-dias. 
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Y = A + B * X 

A = 14348,6 

B = 111835,0 

R = 0,99977 
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Os resultados da análise de variância (ANOVA) das 3 curvas analíticas descritos 

nas tabelas 5, 6 e 7 demonstraram, através do teste F, que o modelo linear é adequado 

para descrever a relação significativa entre área do pico de BZC e concentração de 

BZC. As condições para que o modelo seja adequado para expressar os resultados 

são: 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 é 

adequado para descrever os resultados obtidos. Esse teste é realizado através da 

comparação da variabilidade residual do modelo atual com a variabilidade entre os 

valores observados da replicata independente da variável x. Os valores de p˂0,01 na 

tabela ANOVA, indicam que os resultados são suficientes para serem usados na 

observação dos dados. 

O R2 indica que a variação de área no modelo linear é 99,9593% explicada na 

curva analítica 1, 99,9566% na curva analítica 2 e 99,953 % na curva analítica inter-

dias. Os coeficientes de correlação (R) maiores que 0,999 indicam que existe forte 

relação entre as variáveis concentração e área do pico de BZC. Os valores de R e as 

respectivas equações obtidas com as regressões lineares podem ser observados nas 

figuras 10, 11 e 12. 
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Tabela 5: ANOVA para os resultados da curva analítica 1 de BZC apresentada na 

figura 10. 

Variação Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F 

calculado 

p F 

tabelado 

Modelo 3,47906.1013 1 3,47906.1013 31925,21 0,0000 4,67* 

Resíduos 1,41668.1010 13 1,41668.109    

Falta de 

ajuste 
1,91104.109 3 6,37012.108 0,52 0,6782 3,71* 

Erro puro 1,22558.1010 10 1,22558.109    

Total 3,48048.1013 14     

* F tabelado para nível de 95% de confiança. 
 
 
 

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

figura 11. 

Variação Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F 

calculado 

p F 

tabelado 

Modelo 3,50223.1013 1 3,50223.1013 31925,21 0,0000 4,67* 

Resíduos 1,52038.1010 13 1,16952.109    

Falta de 

ajuste 
6,82289.109 3 2,2743.109 2,71 0,1011 3,71* 

Erro puro 8,38087.109 10 8,38087.108    

Total 3,50375.1013 14     

* F tabelado para nível de 95% de confiança. 
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Tabela 7: ANOVA para os resultados da curva analítica inter-dias de BZC apresentada 

na figura 12. 

Variação Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F 

calculado 

p F 

tabelado 

Modelo 6,97892.1013 1 6,97892.1013 59487,40 0,0000 4,2* 

Resíduos 3,28489.1010 28 1,17318.109    

Falta de 

ajuste 
5,60706.109 3 1,86902.109 1,72 0,1895 2,99* 

Erro puro 2,72419.1010 25 1,08967.109    

Total 6,9822.1013 29     

* F tabelado para nível de 95% de confiança. 
 
 
 

 

Com base nos resultados obtidos, comprovou-se estatisticamente a linearidade 

do método, sendo este modelo (linear) ideal para expressar a relação entre área e 

concentração de BZC.  

A precisão do método (repetibilidade) foi avaliada mediante determinações das 

concentrações de BZC, em 3 níveis de concentrações realizadas em triplicata, em 2 

dias diferentes. As concentrações obtidas na precisão intra-dia 1 foram determinadas a 

partir da curva analítica 1 (tabela 8) e as concentrações obtidas na precisão intra-dia 2 

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

A precisão intermediária do método (inter-dias) foi avaliada mediante 

determinações das concentrações de BZC em 3 níveis de concentrações obtidas a 

partir da curva analítica inter-dias. Esses resultados podem ser observados na tabela 

10. 
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A precisão foi avaliada a partir do cálculo de desvio padrão relativo (DPR) dos 

resultados de concentração de BZC obtidos. 

 

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

Área do pico de 

BZC 

[BZC] obtida 

(µg/mL) 

Média DP DPR (%) 

1739664 15,53 

1742584 15,55 

1747698 15,60 

15,56 0,04 0,23 

3340187 29,86 

3395939 30,36 

3391766 30,32 

30,18 0,28 0,92 

6453541 58,64 

6553936 58,64 

6644005 59,45 

58,91 0,47 0,79 

 

 

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

Área do pico de 

BZC 

[BZC] obtida 

(µg/mL) 

Média DP DPR (%) 

1759507 15,51 

1762154 15,53 

1752153 15,45 

15,50 0,05 0,30 

3347762 29,69 

3403097 30,18 

3400558 30,16 

30,01 0,28 0,93 

6468317 57,54 

6568215 58,43 

6660709 59,26 

58,41 0,86 1,47 
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Tabela 10: Resultados de precisão intermediária para o método de teor de BZC. 

Área do pico de 

BZC 

[BZC] obtida 

(µg/mL) 

Média DP DPR (%) 

15,43 15,60 

15,45 15,63 

15,50 15,54 

15,53 0,08 0,52 

29,74 29,81 

30,24 30,30 

30,20 30,28 

30,09 0,25 0,84 

58,47 57,71 

58,48 58,60 

59,28 59,43 

58,66 0,93 1,07 

 

Todos os valores de DPR obtidos foram inferiores a 5%, que é o valor máximo 

preconizado pela ANVISA e ICH para que um método seja preciso. Portanto, as 

variações obtidas em cada triplicata são consideradas aceitáveis e com isso o método 

desenvolvido para determinação do teor de BZC em NC poliméricas pode ser 

considerado preciso (ICH, 1996; BRASIL, 2003).  

A exatidão do método foi determinada a partir da análise de 3 níveis de 

concentração de BZC em triplicada e em 2 dias diferentes, totalizando 18 

determinações. Calculou-se a porcentagem de recuperação de BZC que o método foi 

capaz de obter com base na relação entre concentração teórica de BZC com a 

concentração experimental obtida. A quantificação foi realizada utilizando a curva 

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

[BZC] teórica 

(µg/mL) 

[BZC] obtida 

(µg/mL) 

% de 

Recuperação 

[BZC] obtida 

(µg/mL) 

% de 

Recuperação 

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 __ 2,32 __ 2,87 

DPR __ 2,31 __ 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 aceitação estabelecidos para as concentrações analisadas (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 13), que é uma ferramenta estatística 

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

avaliação 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 estão fora 

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

distribuição normal. O 3s representa que 99,7% dos dados se encontram a uma 
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distância do valor médio a 3 vezes o desvio padrão. Neste caso, somente 5,4% dos 

dados estão fora dos limites 3s, ou seja, os desvios encontrados estão dentro da 

normalidade, indicando que o conjunto de 18 observações na variável recuperação 

apresenta distribuição normal e que os erros experimentais ou falhas no processo não 

são significativos. Assim, o processo está estatisticamente controlado (BARROS NETO 

et al., 2007).  

O índice de capacidade (Cpk) foi concebido com a finalidade de comparar a 

distribuição dos resultados com a especificação. Valores de Cpk ˃ 2 são considerados 

ideais, mas índices próximos a 1 são considerados aceitáveis. Neste caso o valor de 

Cpk foi 0,9. 

 

 

     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Histograma de capacidade aplicado aos resultados de exatidão do método 

de determinação do teor de BZC. 

 
 

Os resultados obtidos com o histograma de capacidade complementam e 

comprovam os resultados da tabela 11, confirmando a exatidão do método. 
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Os valores de limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) encontrados para o 

método de determinação de teor de BZC em NC poliméricas foram 0,25 µg/mL e 0,85 

µg/mL, respectivamente. Esses resultados foram obtidos a partir da regressão linear da 

curva analítica inter-dias. 

Todos os parâmetros de validação obtidos para o método analítico proposto 

foram considerados satisfatórios por atenderem as especificações estabelecidas pela 

ANVISA (2003) e ICH (1996). O método, portanto, pode ser considerado específico, 

linear, preciso e exato, dentro do intervalo de concentração compreendido entre 2,5 e 

40 µg/mL de BZC, sendo aplicável a ensaios de determinação de teor de BZC em NC 

poliméricas e ensaios in vitro de liberação de BZC em NC poliméricas, podendo o 

fármaco ser quantificado até a concentração mínima de 0,85 µg/mL. 

 

 
 
4.3. Desenvolvimento e validação de metodologia analítica para 

determinação do teor de Bupivacaina em nanocápsulas 

poliméricas 

 
 

As condições cromatográficas escolhidas durante o desenvolvimento da 

metodologia analítica para determinação do teor de BVC em NC poliméricas foram 

consideradas adequadas, já que foi obtido um pico simétrico e bem resolvido 

correspondente a BVC (Figura 14). 

O pico correspondente a BVC apresentou tempo de retenção 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 cromatográfica de 

apenas 4,0 minutos. 
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Figura 14: Cromatograma da BVC na concentração de 200 µg/mL, obtido sob 

condições cromatográficas descritas no item 3.2.1.2. 

 
 

O método foi considerado específico, pois nenhum pico correspondente a 

componentes da fase móvel, diluente ou do placebo coeluiram com o pico 

correspondente ao ativo. 

A linearidade do método foi avaliada a partir de três curvas analíticas em dois 

dias diferentes (Figuras 15 e 16), com concentrações de BVC compreendidas entre 10 

e 200 µg/mL, totalizando seis curvas analíticas (Figura 17).  
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Figura 15: Curva analítica 1 da BVC (n=3) e parâmetros obtidos com a regressão linear 

da curva analítica. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16: Curva analítica 2 da BVC (n=3) e parâmetros obtidos com a regressão linear 

da curva analítica. 
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Figura 17: Curva analítica da BVC (n=6) e parâmetros obtidos com a regressão linear 

da curva analítica. 

 

 

Assim como os resultados apresentados para validação da metodologia analítica 

para quantificação de BZC em NC poliméricas, os resultados obtidos com as 

regressões lineares mostradas nas figuras 15, 16 e 17 indicam que existe forte relação 

entre as variáveis (R˃0,99), sendo que a variação de área no modelo é 99,9914% 

explicada na curva analítica 1, 99,9885% na curva analítica 2 e 99,9693 % na curva 

analítica inter-dias. Além disso, os resultados de análise de variância (ANOVA) 

mostrados nas tabelas 12, 13 e 14 indicam que o modelo linear é significativo para 

descrever a relação entre área do pico de BVC e concentração de BVC. 
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Tabela 12: ANOVA para os resultados da curva analítica 1 de BVC apresentada na 

figura 15. 

Variação Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F 

calculado 

p F- 

tabelado 

Modelo 8,04852.1013 1 8,04852.1013 150969 0,000 4,67* 

Resíduos 6,93063.109 13 5,33126.108    

Falta de 

ajuste 
1,64154.109 3 5,4718.108 1,03 0,419 3,71* 

Erro puro 5,28909.109 10 5,28909.108    

Total 8,04921.1013 14     

* F tabelado para nível de 95% de confiança. 
 
 
 

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

figura 16. 

Variação Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F 

calculado 

p F- 

tabelado 

Modelo 7,69627.1013 1 7,69627.1013 113290 0,000 4,67* 

Resíduos 8,8315.109 13 6,79346.108    

Falta de 

ajuste 
2,06686.109 3 6,88953.108 1,02 0,425 3,71* 

Erro puro 6,76464.109 10 676464.108    

Total 7,69716.1013 14     

* F tabelado para nível de 95% de confiança. 
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Tabela 14: ANOVA para os resultados da curva analítica inter-dias de BVC 

apresentada na figura 17. 

Variação Soma 

quadrática 

Graus de 

liberdade 

Média 

quadrática 

F 

calculado 

p F- 

tabelado 

Modelo 1,57428.1014 1 1,57428.1014 91157 0,000 4,2* 

Resíduos 4,83558.1010 28 1,72699.109    

Falta de 

ajuste 
3,6025.109 3 1,20083.109 0,67 0,578 2,99* 

Erro puro 4,47533.1010 25 1,79013.109    

Total 1,57477.1014 29     

* F tabelado para nível de 95% de confiança. 
 
 
 

A precisão do método (repetibilidade) foi avaliada mediante determinações das 

concentrações de BVC em 3 níveis de concentrações realizadas em triplicata em 2 dias 

diferentes. As concentrações obtidas na precisão intra-dia 1 foram determinadas a partir 

da equação obtida com a regressão da curva analítica 1 (tabela 15) e as concentrações 

obtidas na precisão intra-dia 2 foram determinadas a partir da curva analítica 2 (tabela 

16). 

A precisão intermediária do método (inter-dias) foi avaliada mediante 

determinações das concentrações de BVC em 3 níveis de concentrações obtidas a 

partir da curva analítica inter-dias. Esses resultados podem ser observados na tabela 

17. 

A precisão foi avaliada a partir do cálculo de desvio padrão relativo (DPR) dos 

resultados de concentrações de BVC obtidos. 

 



Resultados e discussão 

 55 

Tabela 15: Resultados de precisão do método intra-dia 1 para o método de teor de 

BVC. 

Área do pico de 

BVC 

[BVC] obtida 

(µg/mL) 

Média DP DPR (%) 

1019048 29,22 

1007559 28,88 

996702 28,56 

28,89 0,33 1,16 

2073060 60,75 

2098867 61,52 

2106288 61,74 

61,34 0,52 0,85 

4075855 120,65 

4086379 120,97 

4072050 120,54 

120,72 0,22 0,18 

 

 

Tabela 16: Resultados de precisão do método intra-dia 2 para o método de teor de 

BVC. 

Área do pico de 

BVC 

[BVC] obtida 

(µg/mL) 

Média DP DPR (%) 

1016280 29,49 

1067269 31,05 

1070717 31,15 

30,56 0,93 3,05 

1966824 58,56 

2024101 60,31 

2034982 60,64 

59,84 1,12 1,87 

3981967 120,20 

4034698 121,81 

4042170 122,04 

121,35 1,00 0,83 
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Tabela 17: Resultados de precisão intermediária para o método de teor de BVC. 

Área do pico de 

BVC 

[BVC] obtida 

(µg/mL) 

Média DP DPR (%) 

29,40 29,31 

29,05 30,85 

28,72 30,96 

29,71 0,95 3,21 

61,27 58,06 

62,05 59,79 

62,28 60,12 

60,60 1,59 2,63 

121,85 119,01 

122,16 120,60 

121,73 120,83 

121,03 1,16 0,96 

 

 

Todos os valores de DPR obtidos foram inferiores a 5%, que é o valor máximo 

preconizado pela ANVISA (2003) e ICH (1996) para que um método seja considerado 

preciso, portanto as variações obtidas em cada triplicata são consideradas aceitáveis, 

com isso o método desenvolvido para determinação do teor de BVC em NC poliméricas 

é preciso.  

A exatidão do método foi determinada a partir da análise de 3 níveis de 

concentração de BVC em triplicada e em 2 dias diferentes, totalizando 18 

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

relação entre concentração teórica de BVC com a concentração experimental obtida. A 

quantificação foi realizada utilizando a equação obtida com a curva analítica inter dias. 

Esses resultados podem ser observados na tabela 18. 
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Tabela 18: Resultados de exatidão para o método de teor de BVC. 

[BVC] teórica 

(µg/mL) 

[BVC] obtida 

(µg/mL) 

% de 

Recuperação 

[BVC] obtida 

(µg/mL) 

% de 

Recuperação 

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 __ 100,52 __ 100,08 

DP __ 2,92 __ 2,11 

DPR __ 2,91 __ 2,10 

Média (n=18) 100,30 

DPR (n=18) 2,47 

 

 

Todos os resultados obtidos (individuais e médios) ficaram dentro da 

especificação 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 estatística designada a comparar todo conjunto de resultados 

com as especificações.  

Assim como para os resultados de exatidão do método de quantificação de BZC 

em NC poliméricas, o histograma de capacidade obtido com os resultados de exatidão 

do método de quantificação de BVC em NC poliméricas, indicou que o processo pode 

ser considerado estatisticamente controlado, pois apresentou distribuição normal com o 
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conjunto de 18 observações na variável recuperação, sendo que somente 4,5% dos 

dados estão fora dos limites 3s e o valor Cpk obtido foi de 0,9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Figura 18: Histograma de capacidade aplicado aos resultados de exatidão do método 

de teor de BVC. 

 
 

Os valores de limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) encontrados para o 

método de determinação de teor de BVC em NC poliméricas foram 0,98 µg/mL e 3,26 

µg/mL, respectivamente. Esses resultados foram obtidos a partir da curva analítica 

inter-dias. 

Todos os parâmetros de validação obtidos para o método analítico em questão 

foram considerados satisfatórios por atenderem as especificações estabelecidas pela 

ANVISA (2003) e ICH (1996). O método, portanto, pode ser considerado específico, 

linear, preciso e exato, dentro do intervalo de concentração compreendido entre 10 e 

200 µg/mL de BVC, sendo aplicável a ensaios de determinação de teor de BVC em NC 

poliméricas, podendo o fármaco ser quantificado até a concentração mínima de 3,26 

µg/mL (LQ). 
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4.4. Otimização das condições de preparo das suspensões de 

nanocápsulas poliméricas: planejamento fatorial 24-1 

 
 

As NC poliméricas foram preparadas segundo o método de deposição interfacial 

de polímeros pré-formados, como descrito no item 3.2.2. 

Os fenômenos que regem a formação de NP pelos métodos de nanoprecipitação 

e de deposição interfacial de polímeros pré-formados são turbulência interfacial, difusão 

e efeitos de superfície (efeito Marangoni). Quando a fase orgânica contendo o polímero 

é vertida sobre a fase aquosa contendo agentes estabilizantes a turbulência interfacial é 

causada pela diminuição da tensão interfacial entre as fases. O solvente orgânico 

difunde pela fase aquosa levando cadeias poliméricas, formando gotículas que se 

agregam em NP espontaneamente, devido à contínua difusão do solvente orgânico na 

presença de água (MURAKAMI et al., 1999; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004; 

DERAKHSHANDEH et al., 2007). As NC são obtidas pelo método de deposição 

interfacial de polímeros pré-formados pelos mesmos princípios com os quais NE são 

formadas, mas durante a difusão do solvente orgânico contendo polímero e óleo na 

fase aquosa, ocorre emulsificação espontânea, onde nanogotículas de óleo são 

formadas e o polímero se deposita ao redor dessas nanogotículas, originando um 

invólucro polimérico contendo núcleo oleoso denominado NC (QUINTANAR-

GUERRERO et al., 1998). 

Durante o preparo de NP, diversos fatores são importantes para determinar as 

propriedades das partículas, tais como concentração, composição e massa molar do 

polímero; tipo e volume do solvente orgânico; tipo e concentração do tensoativo/ 

estabilizante; volume de fase aquosa; temperatura; velocidade, tempo e tipo de 

agitação (em métodos que envolvem emulsificação) (DUAN et al., 2006). 

A composição quali e quantitativa de formulações com nano ou micropartículas 

poliméricas são fatores determinantes para garantir propriedades adequadas e 

estabilidade das formulações. Por isso, planejar o preparo de formulações contendo 
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nano ou micropartículas através de planejamentos fatoriais tem sido uma estratégia 

muito utilizada atualmente a fim de estimar os contrastes dos parâmetros envolvidos no 

preparo dessas formulações sobre determinadas propriedades, como diâmetro, 

eficiência de associação do fármaco, entre outras (VANDERVOORT & LUDWIG, 2002; 

BHAVSAR et al., 2006; DERAKHSHANDEH et al., 2007; MONDAL et al., 2008). 

A fim de definir condições quantitativas ideais para a obtenção de NC 

satisfatórias, um planejamento fatorial 24-1 foi aplicado ao preparo de NC de PLGA e 

PCL contendo BZC.  

Segundo a matriz do planejamento fatorial 24-1 foram preparadas, através do 

método de deposição interfacial de polímeros pré-formados, 8 formulações em duplicata 

de maneira aleatória. Os fatores variados em 2 níveis foram concentrações de polímero 

(PLGA ou PCL), Miglyol, Tween 80 e Span 60. A escolha da variação dos níveis foi 

baseada em testes preliminares e pesquisa em literatura. Os efeitos dos fatores foram 

avaliados sobre quatro respostas: diâmetro de partículas, polidispersão (PDI), potencial 

zeta e eficiência de associação.  

Os resultados absolutos obtidos com o planejamento aplicado ao preparo de 

suspensões de NC de PLGA com BZC e NC de PCL com BZC estão descritos nas 

tabelas 19 e 20, respectivamente. 
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Tabela 19: Matriz do planejamento fatorial 24-1 e resultados de diâmetro, polidispersão 

(PDI), potencial zeta e eficiência de associação, obtidos a partir do planejamento para 

suspensões de NC de PLGA com BZC. 

Formulação  A B C D 
Diâmetro 

(nm) 
PDI 

Potencial 

zeta (mV) 

Eficiência de 

associação 

(%) 

1.1 - - - - 100,7 0,093 -33,6 62,21 
1.2 - - - - 110,8 0,087 -27,9 61,36 
2.1 + - - + 93,9 0,066 -30,5 66,32 
2.2 + - - + 102,6 0,094 -31,5 65,81 
3.1 - + - + 133,7 0,143 -30,5 68,73 
3.2 - + - + 129,1 0,128 -36,8 71,42 
4.1 + + - - 122,1 0,136 -39,9 46,34 
4.2 + + - - 117,3 0,133 -30,9 53,18 
5.1 - - + + 99,4 0,126 -25,2 52,09 
5.2 - - + + 94,0 0,174 -31,2 53,44 
6.1 + - + - 115,7 0,096 -12,9 43,53 
6.2 + - + - 100,2 0,107 -34,0 41,90 
7.1 - + + - 157,9 0,154 -37,7 63,35 
7.2 - + + - 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 24-1 e resultados de diâmetro, polidispersão 

(PDI), potencial zeta e eficiência de associação, obtidos a partir do planejamento para 

suspensões de NC de PCL com BZC. 

Formulação  A B C D 
Diâmetro 

(nm) 
PDI 

Potencial 

zeta (mV) 

Eficiência de 

associação 

(%) 

1.1 - - - - 150,3 0,058 -30,0 55,12 
1.2 - - - - 161,3 0,096 -23,0 56,19 
2.1 + - - + 209,2 0,229 -29,0 74,15 
2.2 + - - + 200,3 0,207 -31,0 63,22 
3.1 - + - + 186,1 0,118 -40,3 74,06 
3.2 - + - + 190,7 0,128 -39,4 74,09 
4.1 + + - - 216,9 0,134 -41,0 68,88 
4.2 + + - - 208,2 0,102 -42,3 69,24 
5.1 - - + + 135,6 0,112 -29,0 74,15 
5.2 - - + + 132,3 0,110 -33,8 74,05 
6.1 + - + - 150,0 0,222 -33,7 68,75 
6.2 + - + - 156,0 0,202 -30,2 68,70 
7.1 - + + - 156,1 0,101 -35,2 70,72 
7.2 - + + - 149,4 0,093 -34,2 70,75 
8.1 + + + + 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 análises para os resultados mostrados nas tabelas 19 e 20 serão 

mostrados a seguir. 
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4.4.1. Efeito dos fatores sobre o diâmetro, polidispersão, potencial zeta e 

eficiência de associação de Benzocaína em nanocápsulas poliméricas  

 
 

Os diâmetros 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 influência da variação dos fatores em 2 níveis sobre o diâmetro de 

partícula de NC de PLGA e PCL contendo BZC, foram construídos gráficos de Pareto, a 

partir dos resultados de diâmetro obtidos com o planejamento fatorial 24-1, descritos nas 

tabelas 19 e 20, respectivamente.  

A figura 19 apresenta os contrastes dos fatores concentração de PLGA, Miglyol, 

Span 60 e Tween 80 sobre o diâmetro das NC de PLGA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Efeito dos fatores sobre o diâmetro das NC de PLGA contendo BZC. 

Resultados obtidos com 95,0% de confiança. 
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Na tabela 21 estão descritos os valores estimados dos efeitos sobre o diâmetro 

das NC de PLGA. Para testar a significância estatística dos efeitos causados pelas 

variações nos fatores estudados, realizou-se análise de variância (ANOVA) para os 

resultados obtidos, estes resultados estão descritos na tabela 21. 

 

Tabela 21: Estimativa dos efeitos e valores de p (ANOVA) para variação de diâmetro de 

NC de PLGA com BZC. 

Fontes de variação 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 confiança 

 

    

Segundo os resultados observados na figura 19 e tabela 21, somente o efeito 

causado pela variação de Miglyol obteve p˂0,05, indicando que este efeito é 

significativamente diferente de zero, com nível de confiança de 95,0%. O valor numérico 

estimado de efeito do Miglyol sobre o diâmetro das NC (+ 36,74) apresenta sinal 

positivo, o que representa que quanto maior a concentração de Miglyol, maior o 

diâmetro de partícula. As variações na concentração de PLGA, Span 60 e Tween 80 

não causaram alterações estatisticamente significativas sobre o diâmetro de partícula. 

Resultados diferentes foram encontrados a partir do planejamento fatorial 24-1 

aplicado ao preparo de NC de PCL contendo BZC. 

A figura 20 apresenta um gráfico de Pareto com os contrastes dos fatores 

concentração de PCL, Miglyol, Span 60 e Tween 80. Esses resultados foram obtidos a 

partir dos resultados de diâmetro NC de PCL descritos na tabela 20. 
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Figura 20: Efeito dos fatores sobre o diâmetro das NC de PCL contendo BZC. 

Resultados obtidos com 95,0% de confiança. 

 

 

Tabela 22: Estimativa dos efeitos e valores de p (ANOVA) para variação de diâmetro de 

NC de PCL com BZC. 

Fontes de variação 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 confiança 

 
 

Segundo os resultados obtidos com a ANOVA (tabela 22) e observados na figura 

20, as variações de todos os fatores estudados são capazes de causar alterações 

estatisticamente significativas sobre o diâmetro de NC de PCL contendo BZC. 
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O fator que exerce maior influência significativa sobre o diâmetro das NC de PCL 

com BZC é a concentração de Span 60, sendo que o aumento da concentração de 

Span favorece a diminuição no diâmetro das partículas.  

O segundo fator a mais influenciar o diâmetro de partícula significativamente é a 

concentração de PCL, em seguida concentrações de Miglyol e Tween, sendo que, 

quanto maior a concentração destes fatores, maior o diâmetro de partícula.  

O aumento do diâmetro de partícula em função do aumento da concentração de 

polímero pode ser explicado por dois motivos: a) com o aumento da concentração de 

polímero, há maior número de unidades de cadeias poliméricas se agregando por 

volume de solvente, assim, interações polímero-polímero são favorecidas e mais 

cadeias poliméricas permanecem associadas durante o processo de difusão, levando à 

formação de partículas maiores; b) o aumento da concentração de polímero aumenta a 

viscosidade da fase orgânica, proporcionando maior resistência para a transferência de 

massa, com isso, a difusão do polímero da fase orgânica para a fase aquosa é reduzida 

e nanopartículas maiores são formadas (GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).  

Galindo-Rodriguez e colaboradores (2004) avaliaram a influência de fatores 

como concentração de polímero, tensoativos e volume e tipo de solvente orgânico 

sobre as propriedades de nanopartículas obtidas pelos métodos de salting-out, 

emulsificação-difusão do solvente e nanoprecipitação. Os resultados demonstraram que 

o aumento da concentração de polímero favoreceu o aumento do diâmetro de partícula 

em todos os casos.  

Além da concentração de polímero, a natureza do polímero também é fator 

importante sobre o diâmetro de partícula e eficiência de associação (MUNDARGI et al., 

2008).  

Blanco & Alonso (1997) estudaram o efeito do tipo de polímero sobre as 

propriedades de nanopartículas. Os polímeros 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 diâmetro de partícula quanto na eficiência de associação 

do ativo na nanopartícula. 
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Outros fatores importantes sobre as propriedades de nanopartículas são 

natureza e concentração do tensoativo/ estabilizante e do óleo. O aumento da 

concentração de tensoativo pode favorecer tanto aumento, quanto diminuição do 

diâmetro das nanopartículas, dependendo da natureza do tensoativo. A natureza do 

óleo também exerce influência sobre as propriedades de nanopartículas (BOUCHEMAL 

et al., 2004).  

Bouchemal e colaboradores (2004) avaliaram o diâmetro de partículas em 

nanoemulsões em função de diferentes tipos de óleos, tensoativos e solventes. A 

viscosidade do óleo e HLB de tensoativos são determinantes para o diâmetro de 

nanopartículas.  Os resultados demonstraram que quanto mais viscoso o óleo, menor o 

diâmetro de partícula, assim, partículas menores foram obtidas com α-tocoferol e hexil-

laurato se comparadas às partículas preparadas com Myritol e Miglyol. Quanto ao tipo 

de tensoativo, quanto maior o HLB, ou seja, maior a hidrofilicidade, menor o diâmetro 

de partícula. Partículas menores foram obtidas com a combinação 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 (miscível em água) com 

um solvente imiscível em água produz nanopartículas menores e menos polidispersas. 

Esses resultados ajudam a explicar os resultados obtidos na figura 20. Embora o 

gráfico indique que o aumento da concentração de Span 60, que é um tensoativo 

lipofílico, favorece a diminuição do diâmetro de nanopartículas de PCL, enquanto o 

aumento da concentração de Tween 80, tensoativo hidrofilico, favorece a formação de 

partículas maiores, o correto não é avaliar a influência de cada tensoativo 

individualmente e sim o efeito do uso associado desses dois tensoativos através do 

balanço hidrofílico/ lipofílico (HLB).  Em nosso estudo, a maior concentração de Span 

empregada foi 40 mg, contra 60 mg de Tween; portanto, o aumento da concentração de 

Span para 40 mg se associado ao uso concomitante de 60 mg de Tween continua 

apresentando HLB alto, favorecendo a obtenção de partículas menores.  

No caso tanto das NC de PLGA quanto de PCL, o aumento da concentração de 

Miglyol favoreceu aumento do diâmetro das partículas (Figuras 19 e 20) e aumento de 
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polidispersidade em NC de PLGA (Figura 21). O Miglyol em concentrações maiores 

pode agir dificultando a difusão da acetona para a água, gerando nanopartículas 

maiores. Além disso, com aumento da concentração de Miglyol há favorecimento da 

associação de fármaco, como pode ser observado para NC de PCL na figura 26, pois 

maior quantidade de fármaco permanece disperso no componente oleoso, levando ao 

aumento do diâmetro de NC de PCL. 

Duan e colaboradores (2006) avaliaram a influência do tipo de solvente orgânico, 

tipo e concentração de polímero, concentração de tensoativo e volume de fase orgânica 

e aquosa sobre propriedades de nanopartículas poliméricas preparadas pelo método de 

dupla emulsificação. Os resultados demonstraram que, quando a fase orgânica é 

composta por um solvente miscível em água, como a acetona, e um solvente imiscível 

em água, como o diclorometano, a dispersão do solvente miscível em água resulta na 

redução da tensão superficial e partículas menores são formadas. Em relação ao tipo e 

concentração de polímero, aumentos na concentração e massa molar do PLGA 

favorecem a obtenção de partículas maiores. Quanto ao tensoativo (Dextran 70), o 

aumento da concentração de tensoativo favoreceu a diminuição do diâmetro de 

partícula. Finalmente, observou-se que quando a taxa de fase aquosa/ orgânica diminui, 

ou seja, aumenta a proporção de água de 1/3 para 1/8, o diâmetro de partícula diminui, 

pois a dispersão no meio e a mudança de viscosidade do meio são mais lentas, 

gerando nanopartículas mais homogêneas e estáveis. 

Ainda no trabalho de Duan e colaboradores (2006) foram descritos outros fatores 

que podem ser importantes para determinar o diâmetro de nanopartículas poliméricas. 

A evaporação muito rápida do solvente pode causar explosão das gotículas e 

conseqüente formação de nanopartículas com poros nas superfícies. O período de 

agitação muito prolongado pode desfavorecer a estabilidade das nanopartículas. 

Os índices de polidispersão 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 influência da variação dos fatores em 2 níveis sobre a 

polidispersão de NC de PLGA e PCL contendo BZC, foram construídos gráficos de 
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Pareto a partir dos resultados de polidispersão descritos nas tabelas 19 e 20, 

respectivamente. 

Na figura 21, têm-se os efeitos das variações dos fatores estudados sobre a 

polidispersão das NC de PLGA contendo BZC. A estimativa dos efeitos e ANOVA para 

os resultados de polidispersão obtidos estão descritas na tabela 23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Resultados obtidos com 95,0% de confiança. 

 

Tabela 23: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a polidispersão e valores de p 

(ANOVA) para variação de polidispersão em NC de PLGA com BZC. 

Fontes de variação 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 confiança 
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Segundo os resultados observados na figura 21 e tabela 23, assim como para o 

diâmetro de partículas de PLGA, somente a variação de Miglyol obteve p˂0,05 sobre a 

polidispersão, indicado que variações na concentração de Miglyol são capazes de 

causar alterações estatisticamente significativas na polidispersão. Observou-se que 

quanto maior a concentração de Miglyol, maior o índice de polidispersão das NC de 

PLGA com BZC. As variações na concentração de PLGA, Span 60 e Tween 80 não 

causaram alterações estatisticamente significativas sobre a polidispersão das NC.  

Para as NC de PCL contendo BZC, embora seja observado efeito importante na 

polidispersão com a variação na concentração de PCL e Miglyol, a variação de nenhum 

dos fatores foi capaz de causar alterações significativas na polidispersão das NC, como 

pode ser observado na figura 22 e tabela 24. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22: Efeito dos fatores sobre a polidispersão das NC de PCL contendo BZC. 

Resultados obtidos com 95,0% de confiança. 
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Tabela 24: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a polidispersão e valores de p 

(ANOVA) para variação de polidispersão em NC de PCL com BZC. 

Fontes de variação 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 confiança 

 
 

Os valores de potencial zeta das NC de PLGA e de PCL contendo BZC foram 

determinados pela técnica de espalhamento de luz, pois a variação na freqüência da luz 

espalhada é proporcional à mobilidade eletroforética refletindo, assim, a carga 

superficial das partículas. 

Para avaliar a influência da variação dos fatores em 2 níveis sobre o potencial 

zeta de NC de PLGA e PCL contendo BZC, foram construídos gráficos de Pareto a 

partir dos resultados de potencial zeta descritos nas tabelas 19 e 20, respectivamente. 

Na figura 23 estão demonstrados os efeitos das variações 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 estão descritos na tabela 

25. 
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Figura 23: Efeito dos fatores sobre o potencial zeta das NC de PLGA contendo BZC. 

Resultados obtidos com 95,0% de confiança. 

 
 

Tabela 25: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre o potencial zeta e valores de p 

(ANOVA) para variação do potencial zeta em NC de PLGA com BZC. 

Fontes de variação 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 confiança 

 
 

A partir dos resultados demonstrados na figura 23 e tabela 25 é possível afirmar 

que a variação de nenhum dos fatores é capaz de causar alterações significativas no 

potencial zeta das NC de PLGA com BZC. 
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Resultados distintos foram encontrados na avaliação da influência dos fatores 

sobre o potencial zeta de NC de PCL com BVC, como podem ser observados na figura 

24 e tabela 26. 

 

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

Resultados obtidos com 95,0% de confiança. 

 
 

Tabela 26: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre o potencial zeta e valores de p 

(ANOVA) para variação do potencial zeta em NC de PCL com BZC. 

Fontes de variação 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 confiança 
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Segundo os resultados observados na figura 24 e tabela 26, o aumento da 

concentração de Miglyol causa decréscimo estatisticamente significativo do potencial 

zeta de NC de PCL contendo BZC. Variações na concentração dos demais fatores 

estudados não foram capazes de causar alterações estatisticamente significativas no 

potencial zeta. 

Poucos trabalhos relatam a influência dos componentes de formulações de 

nanopartículas sobre o potencial zeta, pois é uma propriedade pouco afetada. Nossos 

resultados mostram que para NC de PLGA (Figura 23) a alteração de nenhum dos 

fatores foi capaz de produzir variações significativas sobre o valor de potencial zeta e, 

somente para NC de PCL observou-se que o aumento de Miglyol favorece a diminuição 

do potencial zeta (Figura 24). 

Quintanar-Guerrero e colaboradores (1998) avaliaram a influência de diferentes 

concentrações de polímero sobre o diâmetro e potencial zeta de nanocápsulas de PLA 

preparadas pelo método de emulsificação-difusão do solvente. Os resultados 

demonstraram que o aumento da concentração de polímero leva ao aumento do 

diâmetro das NC, já o potencial zeta não sofreu nenhuma alteração significativa com as 

variações na concentração de polímero. 

No trabalho de Vandervoort & Ludwig (2002) uma série de estabilizantes foram 

comparados ao PVA a partir de um planejamento fatorial 22 e avaliou-se diâmetro e 

potencial zeta de nanopartículas de PLGA obtidas pelo método de dupla emulsificação. 

Variando a natureza dos estabilizantes, foram obtidas nanopartículas de diâmetro que 

variaram de 300 à 3000nm. Os valores de potencial zeta variaram de 0 à -50 mV em 

função de alterações na natureza dos estabilizantes. A maioria das partículas 

apresentou potencial zeta negativo, sendo que as produzidas com carbopol e 

poloxamer apresentaram potencial zeta negativo mais pronunciado. 

Gorner e colaboradores (1999) avaliaram a influência da concentração de 

polímero e fármaco sobre o diâmetro, polidispersão, potencial zeta e eficiência de 

associação de lidocaína em nanopartículas produzidas pelo método de emulsificação-

evaporação do solvente. Resultados demonstraram que o aumento da concentração de 
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PLA 90 associado ao aumento da concentração de fármaco levou a obtenção de 

partículas maiores, aumento de eficiência de associação e potencial zeta mais negativo, 

enquanto não foram observadas alterações na polidispersão. 

Além dos demais parâmetros descritos acima, a eficiência de associação de BZC 

em NC de PLGA e de PCL foi avaliada através do método de ultrafiltração-

centrifugação, descrito no item 3.2.7, utilizando metodologia analítica descrita no item 

3.2.1.2. 

Para avaliar a influência da variação dos fatores em 2 níveis sobre a eficiência de 

associação de BZC em NC de PLGA e PCL, foram construídos gráficos de Pareto a 

partir dos resultados de taxa de associação descritos nas tabelas 19 e 20, 

respectivamente. 

Na figura 25 estão demonstrados os efeitos das variações nos fatores estudados 

sobre a eficiência de associação de BZC em NC de PLGA. A estimativa dos efeitos dos 

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

obtidos estão descritos na tabela 27. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 25: Efeito dos fatores sobre a eficiência de associação das NC de PLGA 

contendo BZC. Resultados obtidos com 95,0% de confiança. 
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Tabela 27: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a eficiência de associação e valores 

de p (ANOVA) para variação taxa de associação em NC de PLGA com BZC. 

Fontes de variação 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 confiança 

 
 

Embora variações na concentração de Miglyol causem algum efeito sobre a 

eficiência de associação, segundo os resultados obtidos com a ANOVA (tabela 27) e 

visualizados na figura 25, somente variações na concentração de Tween são capazes 

de causar alterações estatisticamente significativas sobre a eficiência de associação, 

sendo que o aumento da concentração de Tween aumenta a eficiência de associação 

de BZC em NC de PLGA. 

Resultados diferentes foram encontrados com as variações dos fatores sobre a 

eficiência de associação de NC de PCL contendo BZC, como mostram os resultados 

apresentados na figura 26 e tabela 28. 
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Figura 26: Efeito dos fatores sobre a eficiência de associação das NC de PCL contendo 

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

 
 

Tabela 28: Estimativa dos efeitos dos fatores sobre a eficiência de associação e valores 

de p (ANOVA) para variação taxa de associação em NC de PCL com BZC 

Fontes de variação 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 confiança 
 
 
 

Para NC de PCL contendo BZC, variações de todos os fatores promovem 

alterações estatisticamente significativas na eficiência de associação de BZC nas NC. O 

fator que exerce maior influência é a concentração de Miglyol, em seguida Span, Tween 
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e PCL, sendo que o aumento da concentração desses fatores promove aumento na 

eficiência de associação. 

Os resultados de eficiência de associação de BZC em NC de PLGA (Figura 25) e 

PCL (Figura 26) mostraram que para NC de PCL o aumento da concentração de 

polímero aumentou a eficiência de associação do fármaco; entretanto, o fator mais 

influente foi o aumento da concentração de Miglyol, isso ocorreu, pois devido à natureza 

lipofílica do fármaco, provavelmente grande parte dele está disperso no Miglyol, assim, 

o aumento da concentração de Miglyol, favorece aumento da concentração de fármaco 

presente nas nanocápsulas (no núcleo oleoso). 

Tanto para a formação de NC de PLGA quanto de PCL, o aumento da 

concentração de Tween favoreceu aumento da eficiência de associação da BZC nas 

nanopartículas, sendo que para as NC de PCL, o aumento da concentração de Span 

também favoreceu aumento da eficiência de associação do fármaco. Os tensoativos 

estabilizam as nanopartículas, evitando formação de agregados através de 

impedimento estérico ou estabilização por carga. Essas moléculas ficam localizadas na 

interface entre a fase orgânica e aquosa e, com isso, podem dificultar a difusão do 

fármaco da fase orgânica para fase aquosa e o fármaco tende a ficar associado na 

nanopartícula. Devido a esse efeito interfacial, quanto maior a concentração de 

tensoativo, maior a eficiência de associação do fármaco na nanopartícula polimérica 

(SAHOO et al., 2002).  

Budhian e colaboradores (2007) avaliaram a influência da concentração de 

polímero, volume de solvente e concentração de tensoativo sobre o diâmetro de 

partícula e eficiência de associação de haloperidol em nanopartículas poliméricas 

preparadas pelos métodos de emulsificação por processos de homogeneização-

evaporação do solvente ou sonicação-evaporação do solvente e nanoprecipitação. Os 

resultados demonstraram que o aumento da concentração de polímero levou ao 

aumento tanto do diâmetro de partícula quanto da eficiência de associação do fármaco 

na nanopartícula. O aumento da concentração do polímero aumenta a viscosidade da 

fase orgânica e, com isso, as forças de viscosidade se opõem ao estresse de 
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cisalhamento causado pela homogeneização ou sonicação, estresses esses, 

necessários, para quebrar as gotículas, formando nanopartículas. O aumento da 

eficiência de associação do fármaco nas nanopartículas causado pelo aumento da 

concentração de polímero se deve ao aumento da viscosidade da fase orgânica que 

aumenta a resistência de difusão das moléculas do fármaco da fase orgânica para a 

fase aquosa, permitindo maior associação do fármaco nas nanopartículas. 

Foi constatado no estudo de Budhian e colaboradores (2007) que a variação no 

volume de solvente orgânico não causou alterações significativas no diâmetro de 

partículas obtidas por sonicação; entretanto, quanto menor o volume de solvente 

orgânico, maior a eficiência de associação do fármaco nas nanopartículas. Este 

aumento de eficiência pode ser devido à diminuição do tempo de evaporação, que 

diminui o tempo no qual as nanopartículas ainda estão no estado líquido e, com isso, há 

menos tempo para o fármaco difundir para a fase externa, aumentando seu teor nas 

nanopartículas. 

O aumento da concentração de PVA causou aumento no diâmetro de partícula 

nos resultados obtidos por Budhian e colaboradores (2007). Esse fato, muito 

provavelmente se deve ao aumento da área 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 obtenção de nanopartículas maiores 

pelos métodos que envolvem homogeneização e sonicação, pois nesses casos a 

energia de estresse é a mesma, enquanto o volume do sistema é maior. Com isso, 

obtém-se partículas maiores.  Pelo método de nanoprecitação, resultados diferentes 

foram encontrados, pois os mecanismos que regem a formação das nanopartículas são 

diferentes. Prevalecem mecanismos de difusão; assim, quanto maior o volume da fase 

aquosa, menor o diâmetro das partículas. O aumento do volume de fase aquosa 

também pode influenciar a eficiência de associação do fármaco nas nanopartículas, 

sendo que o aumento de volume da fase aquosa aumenta o teor de fármaco nas 

nanopartículas obtidas pelos métodos de homogeneização e sonicação. Em 
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contrapartida, o aumento de volume da fase aquosa, diminui o teor de fármaco em 

nanopartículas obtidas por nanoprecipitação, provavelmente devido à perda de fármaco 

para a fase aquosa. 

A partir dos resultados obtidos com o planejamento fatorial, observou-se que a 

composição quantitativa das nanocápsulas poliméricas é importante para determinar 

propriedades de nanopartículas, como diâmetro, polidispersão, potencial zeta e 

eficiência de associação. Além da composição qualitativa, a composição quantitativa 

também é determinante sobre as propriedades de nanopartículas, visto que resultados 

diferentes foram obtidos com diferentes polímeros (PLGA e PCL). Neste sentido, 

diversos trabalhos descrevem a influência da composição quali e quantitativa de 

nanopartículas sobre suas propriedades, sendo que a principal propriedade a ser 

avaliada é sempre o diâmetro de partícula (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 parâmetros envolvidos no preparo de formulações de nanopartículas sobre 

determinadas propriedades, como diâmetro, eficiência de associação do fármaco, 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 variações na concentração 

de polímero, tensoativo (Span 20) e proporção de fase orgânica e aquosa sobre o 

diâmetro de nanopartículas de PLGA. Tal estudo foi realizado a partir de um 

planejamento fatorial 23.  Os resultados demonstraram que há diminuição significativa 

no diâmetro das nanopartículas em 3 casos: quando há aumento simultâneo da 

concentração de tensoativo e volume da fase orgânica ou diminuição da concentração 

de polímero associada ao aumento de volume de fase orgânica, ou ainda, quando há 

diminuição da concentração de polímero associada ao aumento da concentração de 

tensoativo.  
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Derakhshandeh e colaboradores (2007) estudaram a influência da concentração 

de polímero (PLGA), estabilizante (PVA) e volumes de fase orgânica e aquosa a partir 

de planejamento fatorial 24, sobre a eficiência de associação do fármaco 

(anticancerígeno) em nanopartículas poliméricas obtidas pelo método de 

nanoprecipitação. Os resultados indicaram que concentração de polímero, bem como 

os volumes de fase orgânica e aquosa exercem influência significativa sobre a 

eficiência de associação do fármaco nas nanopartículas, sendo que quanto maior a 

concentração de polímero e menor os volumes de fase orgânica e aquosa, maior a 

eficiência de associação. 

Uma vez que a indústria farmacêutica visa produzir formulações de baixo custo, 

a etapa de desenvolvimento de formulação é importante para garantir a obtenção de 

formulações com propriedades adequadas, sem que haja gasto excessivo de material. 

Como formulações contendo nanopartículas poliméricas apresentam custo 

relativamente elevado se comparado a formulações farmacêuticas convencionais, o 

parâmetro escolhido como determinante para a escolha das formulações adequadas 

neste estudo foi a eficiência de associação, já que todas as demais propriedades, 

embora tenham apresentado algumas variações em função de alterações na proporção 

dos componentes da formulação, apresentaram-se dentro dos padrões de normalidade 

esperados para estes sistemas. Com isso, foram escolhidas como formulações 

adequadas as correspondentes aos números 3 e 8 do planejamento fatorial, tanto para 

as NC de PLGA quanto de PCL contendo BZC, pois estas apresentaram maior 

eficiência de associação do fármaco nas nanopartículas e diâmetro adequado para a 

via de administração.  

Nanocápsulas de PLGA contendo BVC foram formuladas de acordo com a 

formulação 8 do planejamento fatorial. Embora, esta formulação tenha apresentado 

maior eficiência de associação para NC de PLGA e PCL com BZC, não se pode garantir 

que esta seja a melhor formulação para as NC de PLGA com BVC, pois como mostrado 

nos resultados do planejamento fatorial, a alteração de apenas 1 fator, como o fármaco, 

pode causar alterações 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 condições de preparo através de planejamento 

fatorial se faz necessário. 

Outra etapa fundamental do desenvolvimento de formulações é a avaliação da 

estabilidade físico-química para assegurar sua segurança e eficácia farmacêutica. 

 
 
 
4.5. Estabilidade das suspensões de nanocápsulas poliméricas 

 
 

Para avaliação da estabilidade das suspensões de NC poliméricas foram 

determinadas algumas propriedades físico-químicas como diâmetro, polidispersão, 

potencial zeta, pH e eficiência de associação em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 

dias), sendo todas amostras armazenadas em frascos âmbar e à temperatura ambiente. 

Foram preparadas suspensões de NC de PLGA e PCL contendo BZC e PLGA 

contendo BVC, empregando-se os níveis de concentração de matérias-primas descritas 

no planejamento fatorial para as formulações identificadas como 3 e 8 para NC de 

PLGA e PCL com BZC e somente a formulação 8 para NC de PLGA contendo BVC.   

Assim, nas formulações identificadas como 3 foram empregados 50 mg de polímero 

(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 água. Já nas 

formulações identificadas como 8 foram empregados 100 mg de polímero (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 água. 

Todas as formulações tiveram como etapa final do processo a redução do volume até 

10 mL. 

Nas figuras de 27 a 31 são observados gráficos de distribuição de diâmetro de 

partículas por intensidade obtidos pelo software DTS nano a partir de medidas de 
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espalhamento de luz para NC de PLGA contendo BZC (formulações 3 e 8), NC de PCL 

contendo BZC (formulações 3 e 8) e NC de PLGA contendo BVC (formulação 8), 

respectivamente. 
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Figura 27: Distribuição de tamanho de partícula (nm) por intensidade (%) da 

formulação 3 de PLGA com BZC nos tempos zero, 15, 60 e 120 dias. 
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Figura 28: Distribuição de tamanho de partícula (nm) por intensidade (%) da 

formulação 8 de PLGA com BZC nos tempos zero, 15, 60 e 120 dias. 
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Figura 29: Distribuição de tamanho de partícula (nm) por intensidade (%) da 

formulação 3 de PCL com BZC nos tempos zero, 15, 60 e 120 dias. 
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Figura 30: Distribuição de tamanho de partícula (nm) por intensidade (%) da 

formulação 8 de PCL com BZC nos tempos zero, 15, 60 e 120 dias. 
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Figura 31: Distribuição de tamanho de partícula (nm) por intensidade (%) da 

formulação 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 formulações a distribuição de tamanho manteve-se constante e unimodal 

no período de até 120 dias, indicando boa estabilidade das suspensões de NC. 

A partir dos dados acima, foram construídos gráficos de diâmetro de partícula em 

função do tempo, sendo estes apresentados nas figuras 32, 33 e 34. 
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Figura 32: Diâmetro (nm) de partícula em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

para formulações 3 e 8 de NC de PLGA com BZC. 

 

Segundo a figura 32, observou-se que o diâmetro das partículas da formulação 3 

permaneceram constante até 60 dias e em 120 dias, um aumento no diâmetro das 

partículas foi observado, o diâmetro variou de 133 nm para 159 nm após 120 dias de 

armazenamento. O aumento do diâmetro de partícula pode estar associado a possível 

formação de agregados indicando, assim, que quanto ao diâmetro, essa formulação só 

é estável em um período de até 60 dias. Em contrapartida, também pode ser observado 

na figura 32 que o diâmetro de partícula na formulação 8 apresentou pequeno aumento 

até 15 dias que em seguida diminui, tendendo a permanecer constante em até 120 

dias. As diferenças na composição dessas duas fomulações é a maior concentração de 

polímero e de Span na formulação 8. A menor estabilidade da formulação 3 pode estar 

relacionada à baixa concentração de Span, que provavelmente não está sendo 

suficiente para estabilizar as nanopartículas. 
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Figura 33: Diâmetro (nm) de partícula em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

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

 

Na figura 33, observou-se que tanto a formulação 3 quanto 8 de NC de PCL com 

BZC apresentaram aumento no diâmetro das partículas em até 15 dias, sendo este 

mais pronunciado na formulação 3. No entanto após 15 dias houve diminuição no 

diâmetro das partículas na formulação 3, que variou de 197 nm, chegando a 206 nm em 

15 dias e decaindo para 198 nm em 120 dias. Já na formulação 8 o diâmetro variou de 

209 nm chegando a 214 em 15 dias e permanecendo constante até 120 dias. As 

variações de diâmetro nas duas formulações foram muito pequenas, não sendo 

significativas; portanto, ambas podem ser consideradas estáveis quanto ao diâmetro em 

função do tempo de armazenamento. 

A mesma análise foi realizada para a formulação de NC de PLGA contendo BVC, 

sendo os resultados apresentados na figura 34. 
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Figura 34: Diâmetro (nm) de partícula em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

para suspensão de NC de PLGA com BVC. 

 

A figura 34 demonstrou que o diâmetro de partículas em NC de PLGA com BVC 

que apresentava diâmetro inicial de 147 nm, sofreu aumento até 60 dias e, após esse 

tempo foi observada diminuição no diâmetro de partícula. 

Resultados semelhantes foram encontrados na literatura para diâmetro de 

nanopartículas poliméricas (GUTERRES et al., 1995; POHLMANN et al., 2002; 

MÜLLER et al., 2004) 

Outro parâmetro investigado foi a polidispersão, índice que pode ser indicativo de 

estabilidade uma vez que representa a faixa de distribuição de diâmetro de partícula. 

Valores altos de índice de polidispersão indicam heterogeneidade do diâmetro de 

partículas em suspensão, variações nos valores de polidispersão em função do tempo 

indicam formação de populações de partículas com diâmetros que não existiam 

inicialmente, podendo ser decorrente de agregação ou quebra/ degradação de 

partículas. Índices de polidispersão menores que 0,2 são ideais por representarem que 

a distribuição do diâmetro de partículas se encontra em uma estreita faixa de diâmetros.  
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Nas figuras de 35 a 37 têm-se os gráficos de polidispersão das partículas em 

função do tempo. 
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Figura 35: Polidispersão de partículas em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

para formulações 3 e 8 de NC de PLGA com BZC. 
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Figura 36: Polidispersão de partículas em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

para formulações 3 e 8 de NC de PCL com BZC. 
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Figura 37: Polidispersão de partículas em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

para suspensão de NC de PLGA com BVC. 

 

Como demonstrado na figura 35, comportamentos distintos foram observados 

entre as formulações 3 e 8 de NC de PLGA com BZC com relação a polidispersão em 

função do tempo de armazenamento. Para a formulação 3 o valor inicial de 

polidispersão 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. Já para 

a formulação 8, o índice de polidispersão 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 índice de polidispersão da formulação 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. Já na formulação 8 de NC de PCL com BZC, houve aumento da 
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polidispersão em 15 dias passando de 0,055 para 0,102 em 15 dias e permanecendo 

praticamente constante em até 120 dias. 

A polidispersão da suspensão de NC com BVC diminui após 15 dias, passando 

de 0,121 para 0,117, diminuição 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 

índices de polidispersão, estando todos abaixo de 0,2. 

Outro parâmetro avaliado foi o potencial zeta, que reflete a carga na superfície 

das partículas. Na ausência de mecanismos estéricos, a estabilidade de nanopartículas 

é determinada pelo balanço de forças repulsivas e atrativas que as partículas 

apresentam. Assim, grandes forças repulsivas tendem a evitar agregação. 

Nanopartículas com potencial zeta de aproximadamente (+/-) 30 são mais estáveis em 

suspensão (SCHAFFAZICK et al., 2003; MOHANRAJ & CHEN, 2006). 

Nas figuras de 38 a 40, têm-se os gráficos de potencial zeta das partículas em 

função do tempo. 
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Figura 38: Potencial zeta de partículas em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

para formulações 3 e 8 de NC de PLGA com BZC. 
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Figura 39: Potencial zeta de partículas em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

para formulações 3 e 8 de NC de PCL com BZC. 
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Figura 40: Potencial zeta de partículas em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

para suspensões de NC de PLGA com BVC. 
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A figura 38 mostra que para a formulação 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. Já para a formulação 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 módulo, quanto maior o valor 

de potencial zeta, mais estável a suspensão de nanopartículas.  

A figura 39 indica que em ambas formulações de NC de PCL com BZC, 

observou-se melhora dos valores de potencial zeta em função 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 formulação 3 de NC de PCL com BZC e de -18,7 mV para 

-23,2 mV em 120 dias.  

A suspensão 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 formulações analisadas, esta foi a que apresentou melhor valor de 

potencial zeta em 120 dias de armazenamento, podendo ser considerada a mais 

estável das formulações estudadas. 

As taxas de associação de fármaco nas nanopartículas foram avaliadas em 

função do tempo, como se pode observar nas figuras de 41 a 43. 
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Figura 41: Taxa de associação (%) do fármaco nas partículas em função do tempo 

(zero, 15, 60 e 120 dias) para formulações 3 e 8 de NC de PLGA com BZC. 
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Figura 42: Taxa de associação (%) do fármaco nas partículas em função do tempo 

(zero, 15, 60 e 120 dias) para formulações 3 e 8 de NC de PCL com BZC. 

 

 



Resultados e discussão 

 95 

0 20 40 60 80 100 120
60

64

68

72

76

80

ta
xa

 d
e 

as
so

ci
aç

ão
 (

%
)

tempo (dias)  
Figura 43: Taxa de associação (%) do fármaco nas partículas em função do tempo 

(zero, 15, 60 e 120 dias) para suspensão de NC de PLGA com BVC. 

 

Segundo a figura 41, as formulações 3 e 8 de NC de PLGA com BZC 

apresentaram pouca diferença na eficiência de associação de BZC nas NC, entretanto 

até 120 dias houve grande decréscimo na taxa de associação do fármaco na 

formulação 3, enquanto que na formulação 8 a taxa de associação aumentou. As 

variações na taxa de associação do fármaco na formulação 3 foram de 70,08% iniciais 

para 56,9% em 120 dias, enquanto para formulação 8 foram de 73,58% iniciais para 

73,75% em 120 dias. 

A partir dos resultados da figura 42, observou-se que na formulação 8 houve 

queda da eficiência de associação do fármaco nas NC de PCL em 120 dias, enquanto 

que na formulação 3 a eficiência de associação se manteve constante em até 120 dias. 

A taxa de associação inicial de BZC nas NC de PCL variou de 74,08 % iniciais para 

72,68 % em 120 dias na formulação 3, já na formulação 8 a variação foi de 87,85 % 

inicial para 73,75 % em 120 dias. 

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

de associação em até 60 dias e a partir desse período houve estabilização da taxa de 
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associação em até 120 dias (Figura 43). A variação na taxa de associação foi de 75,85 

% iniciais até 65,58% em 120 dias.  

Segundo Müller e colaboradores, 2004, a queda na eficiência de associação de 

fármacos nas NC pode estar associada à precipitação de nanocristais de fármaco 

durante a formação das NC estabilizados pelos tensoativos. Estes nanocristais 

apresentam a mesma distribuição de diâmetro das NC e por isso não passam pela 

membrana utilizada no método de ultrafiltração-centrifugação. Com o tempo, esses 

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

O último parâmetro de estabilidade investigado para as formulações foi a medida 

de pH das suspensões em função do tempo. A medida de pH indica a presença de 

possíveis degradações nas cadeias poliméricas, gerando assim monômeros (ácidos 

orgânicos) em solução, fazendo com que o pH da suspensão de nanopartículas seja 

alterado (GUTERRES et al., 1995). 

Nas figuras 44 e 45, têm-se os gráficos de taxa de pH em função do tempo. 
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Figura 44: Valores de pH nas partículas em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

para formulações 3 e 8 de NC de PLGA com BZC. 
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Figura 45: Valores de pH nas partículas em função do tempo (zero, 15, 60 e 120 dias) 

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

 

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

pH suspensões de NC em função do tempo. A diminuição no valor do pH pode estar 

associada à degradação do polímero. No caso de NC de PLGA, por exemplo, a 

degradação do polímero produz ácido lático livre, causando diminuição do pH 

(GUTERRES et al., 1995). Resultados semelhantes também foram encontrados na 

literatura para NC de PCL, demonstrando que a hidrólise de PCL em função do tempo 

aumenta a concentração de grupos carboxílicos, diminuindo o pH (POHLMANN et al., 

2002). 
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4.6. Ensaios de liberação in vitro de Benzocaína e de Bupivacaína em 

nanocápsulas poliméricas 

 
 

A liberação de fármacos a partir de NP depende de vários fenômenos, como 

desorção da superfície das partículas, difusão através de poros da matriz ou parede 

polimérica, difusão através da matriz ou parede polimérica, desintegração, dissolução e 

erosão da matriz ou parede polimérica (POLAKOVIC et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 

2003; SONAJE et al., 2007). 

A investigação do perfil de liberação de fármacos de NP pode fornecer 

informações importantes a respeito dos mecanismos que governam a liberação de 

fármacos através de NP (POLAKOVIC et al., 1999). 

O perfil de liberação de fármacos a partir de NP depende da natureza do 

sistema. No caso de sistemas matriciais como as NE, onde o fármaco se encontra 

uniformemente distribuído na matriz polimérica, a liberação ocorre, por difusão ou 

erosão da matriz, seguindo cinética de primeira ordem. A rápida liberação inicial que 

ocorre nestes casos pode ser atribuída à porção de fármaco adsorvida na superfície 

das partículas. Já a liberação de fármacos através de sistemas reservatórios, como as 

NC é governada, preferencialmente, por difusão através da parede polimérica 

(SOPPIMATH et al., 2001). 

O método de difusão do fármaco através de membrana de diálise, utilizado neste 

trabalho, pode ser empregado a fim de determinar o perfil de liberação do fármaco 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 eficiência de associação, a concentração total (100%) de 

BZC encontrada nas suspensões de NC foi de aproximadamente 3,5 mg/mL, podendo a 

perda de massa de fármaco ser atribuída ao processo de preparo das formulações. 
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Assumindo que nas suspensões de NC a concentração de BZC era de 3,5 mg/mL e, 

adicionou-se 1,5 mL dessas suspensões ao compartimento doador, após total liberação 

do fármaco em 150 mL de água (compartimento aceptor), a concentração máxima 

esperada seria de 35 µg/mL de BZC. Sendo esta a concentração correspondente a 

100% de fármaco liberado, os valores de concentração determinados a partir da curva 

analítica validada da BZC durante os ensaios de liberação, foram convertidos em % de 

BZC liberada. Os perfis de liberação da BZC a partir de NC de PLGA e PCL podem ser 

observados nas figuras 46 e 47, respectivamente. Em ambas figuras, são observados 

também, os perfis de liberação da BZC livre. Para possibilitar a solubilização da BZC 

livre utilizada neste ensaio, utilizou-se solução aquosa contendo 5% de etanol. 
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Figura 46: Perfil de liberação da BZC livre e a partir de NC de PLGA em função do 

tempo. 
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Figura 47: Perfil de liberação da BZC livre e a partir de NC de PCL em função do 

tempo. 

 
 

Os perfis de liberação da BZC livre e BZC em NC poliméricas seguiram cinética 

de primeira ordem. Este modelo mostrou-se adequado, uma vez que os perfis de 

liberação de BZC em NC de PLGA e BZC livre ajustados à cinética de primeira ordem 

apresentaram R2 de 0,9926 e 0,9918, respectivamente. Resultados semelhantes foram 

obtidos para a liberação de BZC a partir de NC de PCL que apresentou R2 de 0,9965. 

A fim de verificar se as diferenças entre as concentrações de BZC em todos os 

tempos dos ensaios de liberação de BZC livre e BZC em NC de PLGA e PCL, são 

estatisticamente significativas, realizou-se ANOVA. Esses resultados podem ser 

observados nas tabelas 29 e 30. 

 
 



Resultados e discussão 

 101 

Tabela 29: Concentrações médias de BZC obtidas a partir dos ensaios de liberação de 

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

Tempo 

(min.) 

[BZC] livre (µg/mL) [BZC] em NC de PLGA 

(µg/mL) 

p * 

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 confiança 

 
 

A partir dos resultados apresentados na tabela 29, observou-se que as 

concentrações médias de BZC liberadas a partir de NC de PLGA são estatisticamente 

diferentes (p˂0,05) das concentrações de BZC obtidas com o ensaio de BZC livre entre 

o período de 15 a 480 minutos. Resultados semelhantes foram obtidos para a liberação 

de BZC a partir de NC de PCL (Figura 30). 
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Tabela 30: Concentrações médias de BZC obtidas a partir dos ensaios de liberação de 

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

Tempo 

(min.) 

[BZC] livre (µg/mL) [BZC] em NC de PCL 

(µg/mL) 

p * 

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 confiança 

 
 

Os resultados apresentados nas figuras 46 e 47 e tabelas 29 e 30 mostram que a 

liberação de BZC a partir de NC de PLGA e de PCL ocorre de maneira mais lenta se 

comparada à liberação da BZC livre. Essa diferença no perfil de liberação pode ser 

atribuída aos mecanismos de liberação das NC, que inicialmente, provavelmente, está 

ocorrendo por desorção do fármaco da superfície da nanopartícula polimérica e em 

seguida é mantida por difusão do fármaco através da parede polimérica (SOPPIMATH 

et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003).  

A liberação de BZC a partir de NC de PLGA e de PCL apresentou perfil 

semelhante, entretanto, a liberação a partir de NC de PCL ocorreu mais lentamente. 

Isso ocorreu, pois a natureza do polímero pode influenciar na liberação do fármaco. 
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Sabendo-se que a PCL apresenta degradação mais lenta que o PLGA, este pode ser 

um importante fator responsável por tornar a liberação de fármacos a partir de NC de 

PCL mais lenta (SONAJE et al., 2007). Além disso, a PCL apresenta caráter mais 

hidrofóbico que o PLGA, favorecendo maior interação com o fármaco, também 

hidrofóbico, diminuindo a velocidade de liberação. 

Não foi possível realizar ensaios de liberação in vitro para a suspensão de NC de 

PLGA contendo BVC devido à sensibilidade da metodologia analítica que não permitiu 

a quantificação da BVC em ensaios sob condições sink. 

Conhecer o perfil de liberação de fármacos é importante para direcionar o 

desenvolvimento de formulações objetivando obtenção de propriedades desejáveis. No 

caso de anestésicos locais, buscam-se perfis de liberação lentos e continuados, 

capazes de aumentar o tempo de atividade anestésica e diminuir os efeitos tóxicos. 
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5. CONCLUSÕES 

 
 

Este trabalho permitiu a obtenção de diversas informações importantes a 

respeito do desenvolvimento de formulações contendo NC de PLGA e PCL com os 

anestésicos locais BZC e BVC a partir do método de deposição interfacial de polímeros 

pré-formados. 

A partir do planejamento fatorial 24-1 foi possível otimizar as condições de 

preparo das NC poliméricas, estimando as concentrações ideais de polímero, óleo e 

tensoativo para obtenção de NC com propriedades satisfatórias de diâmetro, 

polidispersão, potencial zeta e eficiência de associação, bem como avaliar a influência 

de cada um desses fatores sobre as propriedades das NC. 

As suspensões de NC poliméricas contendo anestésicos locais apresentaram 

boa estabilidade físico-química em função do tempo quanto ao diâmetro, polidispersão, 

potencial zeta, pH e eficiência de associação. 

A cinética de liberação de BZC a partir de NC poliméricas se mostrou mais lenta 

e sustentada se comparada à cinética de liberação da BZC livre, podendo esta 

característica favorecer o aumento do tempo da atividade anestésica e diminuição da 

toxicidade, que são as principais características desejáveis para os anestésicos locais. 

Os resultados apresentados neste trabalho são referentes a etapas iniciais do 

desenvolvimento de novas formulações nanotecnológicas que visam à obtenção de 

sistemas carreadores com propriedades adequadas, estabilidade físico-química, 

segurança (baixa toxicidade) e que promovam a melhora das propriedades terapêuticas 

dos anestésicos locais. Os resultados abrem perspectivas para estudos pré-clínicos e 

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