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1 Introducéo

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) séo siste constituidos por lipideos
sélidos sob temperatura ambiente e corporal (MULLUERDER; GOHLA., 2000). As NLS,
assim como os lipossomas, sdo sistemas biocomigativas seus processos de producdo sao
mais simples e menos dispendiosos quando compa@oprocessos de obtencdo de
lipossomas. O uso das NLS apresenta grande pdtpacsgampliar o controle da liberacéo e
melhorar a retencdo dos farmacos durante o armaeene. Estabilidade fisica superior é
outra vantagem das NLS quando comparadas as nalséesme lipossomas (MALMSTEN,
2006; MEHNERT; MADER, 2001; MULLER; MADER; GOHLA,@O0).

Mais recentemente, o desenvolvimento de um sistiEmaado das NLS, denominado
“carreador lipidico nanoestruturado” (CLN) foi nealdo com intuito de melhorar ainda mais
a eficiéncia de encapsulacéo e a retencdo do farchaante o armazenamento (WISSING;
KAYSER; MULLER, 2004). A principal diferenca entas NLS e os CLN esta na adi¢édo de
um lipidio liquido aos ultimos, resultando em unsé&rigura mais desorganizada e capaz de
reter os farmacos incorporados de forma mais efieie

As NLS e os CLN podem ser produzidos por diferertasicas, entre elas a
homogeneizagédo sob alta presséo (a quente ou)aditii¢cdo de microemulséo, preparo de
emulsdo mdltipla, emulsificacdo/evaporacdo de stéveou difusdo de solvente
(LIPPACHER; MULLER; MADER., 2001; MEHNERT; MADER, @01). Seja qual for a
técnica empregada, o produto resultante € uma rd@peaquosa que apresenta maior
instabilidade microbiologica e quimica, portantajste grande interesse em secar esses
produtos, de forma a obter suas contrapartidasiasdliProdutos secos multiparticulados
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contendo NLS ou CLN podem ser obtidos por difeentécnicas e posteriormente,
incorporados em capsulas, comprimidos ou pell®RE(FAS; MULLER, 1998).

O método despray dryingvem sendo utilizado como alternativa a outros ggscs de
secagem como a rotaevaporacao e a liofilizacaadagvincipalmente a diminuicdo de custo
(HANSEN; HOLM; SCHULTZ, 2004). Esse método dividetzasicamente em quatro etapas:
(1) atomizacdo ou divisédo do liquido em pequenakugas; (2) contato das goticulas com
uma corrente de ar aquecido; (3) secagem do matd)aseparacao entre o produto seco e o0
ar de secagem (FREITAS; MULLER, 1998). Para a s=oade dispersdes de nanoparticulas
€ necessario adicionar adjuvantes de secagem\ptaadie as nanoparticulas se aglomerem
e para aumentar rendimento da operagdo. O prodstdtante da secagem € um material
microparticulado constituido pela mistura entredjugante de secagem e as nanoparticulas.
A qualidade desse produto depende da rapida reg@épdas nanoparticulas com minima ou
nenhuma alteracdo dimensional. Esse objetivo paileasngido através do acerto de
parametros de formulacdo e da operacéo de secat®NSEN; HOLM, SCHULTZ, 2004).
Microparticulas contendo nanoparticulas redispeisiapresentam grande potencial como
sistema de liberacdo de farmacos para diferentssde administracdo, inclusive para a via
oral (CHRISTENSEN; PEDERSEN; KRISTENSEN, 2000).

2 Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a i@fiacia da composicdo das
nanoparticulas lipidicas (tipo de lipideo sélideegenca e concentracdo de 6leo na matriz)
sobre a redispersdo das mesmas a partir de mitioybas obtidas pela técnica dpray

drying.

3 Metodologia
3.1 Materiais

Os lipideos solidos, &cido estearico e comStitolistura de mono, di e triglicerideos
do acido behénico) foram adquiridos, respectivameata Vetec (Brasil) e Brasquim (Brasil),.
O acido oléico, o taurodeoxicolato de sédio e dafafilcolina de soja (Lecitina de soja,
Lipoid 100) foram adquiridos da Sigma Aldrich (EU&)da Gerbras (Brasil). A agua
purificada foi obtida em sistema Mili-Q (Millipor&sUA). O manitol utilizado foi de grau

farmacéutico.

3.2 Métodos



3.2.1 Obtencéo das nanoparticulas lipidicas

Foram preparadas cinco formulacdes de nanopasgiq@é técnica de diluicdo de
microemulséo, conforme descrito por Souza et 8112 As NLS foram obtidas pela fusao
do &cido estearico ou compritolseguida da adicdo da mistura de tensoativos fhisiom
(lecitina) e hidrofilico (taurodeoxicolato de sddioPosteriormente, 75QL de agua
ultrapurificada foram adicionados a mistura fundjde foi mantida sob agitacdo magnética e
agquecimento até formacao da microemulséo, confanpad sua aparéncia visual translicida
ou transparente (LAWRENCE; REES, 2000). Formadadcaoemulsdo, procedeu-se a etapa
de diluicAo e precipitacdo, com a transferéncidalea microemulsdo quente para um
recipiente contendo 58 mL de agua ultrapurificadafriada em banho de gelo (2 — 4°C). A
mistura foi mantida sob cisalhamento em Ultra-Turff25 (IKA, Alemanha) a 13.400 rpm
por 10 minutos. Para as formulacbes de CLN seguio-siesmo procedimento com adicao
do 6leo (acido oléico) na etapa inicial de fusadipiaio. Logo ap6s preparadas e diluidas,
essas formulagbes foram submetidas as determinagdetamanho médio, indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial zeta, confodascrito na secéo 3.2.3. A composicao das

formulacdes esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1- Formula¢cdes de nanoparticulas lipidicas solidasmadores lipidicos nanoestruturados.

Formulacio EsAtglécllr(i)co Compritol  Acido Oléico Lecitina Taurngoxicolato
(% piv) (% p/v) (% p/v) (% p/v)  de Sdédio (% p/v)
NLS1 2,0 - - 1,0 0,25
NLS2 - 2,0 - 1,0 0,25
CLN1 1,8 - 0,2 1,0 0,25
CLN2 1,5 - 0,5 1,0 0,25
CLNS3 11 - 0,9 1,0 0,25

NLS — nanoparticula lipidica sélida; CLN — carrealifmidico nanoestruturado

3.2.2 Secagem das dispersdes de nanopaticulapm@rdrying

Apoés o preparo das dispersdes de nanoparticalaadicionado, como adjuvante de
secagem, 10% (p/v) de manitol. Essas dispersfesnf@ntdo submetidas a secagem por
spray dryingem secador da marca LM (mod. MSD 1.0, Brasil) apgo em modo co-
corrente. A concentracdo de nanoparticulas nard&pele secagem foi mantida fixa (2%). A
temperatura de entrada e saida do ar de secagem I@0°C e 54°C, respectivamente. A taxa
de alimentac&o da disperséo foi de 3mL/min, a vairhar de atomizagdo foi de 30L/min e
pressdo de atomizacao foi de 3 bar. Amostras da®pairticulas obtidas foram submetidas a



agitacdo em equipamento tipo vortex por 5 minutos, intuito de redispersar as

nanoparticulas lipidicas.

3.2.3 Caracterizacdo das nanoparticulas lipidicas

As nanoparticulas recém-preparadas e redispensas submetidas a avaliacdo de sua
distribuicdo de tamanho pela técnica de espalhamdinémico de luz, em equipamento
ZetaSizer Nano (Malvern, UK) apos diluicdo aprogaialas amostras em agua (1:100). A
determinacdo do potencial zeta foi realizada petgida da mobilidade eletroforética das
particulas, utilizando equipamento ZetaPlus (Brewkm,UK) apés diluicio das amostras

(1:10) em solucgéo de cloreto de potassio 10mM.

3.2.4 Analise estatistica

A comparacdo entre os dados de tamanho e Pdl dexparéiculas foi realizada
utilizando o teste One-Way ANOVA seguido do péseate Tukey, considerando o nivel de
significanciap < 0,05

4 Resultados e discusséo

Os valores de potencial zeta das formulagcbes abtisa presente trabalho estao
apresentados na Tabela 2. Todas as nanoparticpteaseataram elevado potencial de
superficie, o que indica a elevada estabilidadeafislesses sistemas. A carga negativa
observada é fungdo de sua composi¢do quimica,auiénc acidos organicos, fosfolipideos e

sais biliares.

Tabela 2- Potencial zeta das nanoparticulas lipidicas

Formulacao Potencial Zeta (mV)
NLS1 -38,82+1,42
NLS2 -40,98+0,99
CLN1 -38,45+1,64
CLN2 -46,28+1,72

CLN3 -48,73+1,67




O tamanho médio e o indice de polidispersividaddl)(Ralculados para as
formulacbes de NLS e CLM natura (recém-preparadapp0s incorporacdo de manitol e

apos redispersdo estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3— Tamanho médio e indice de polidispersividadendasparticulas lipidicas naturae apos redispersdo

Tamanho (nm) Pdl
Preparo Manitol Redispersdao Preparo Manitol  Redéspe

Formulacéo

NLS1 171,84+10,09 180,09+9,06  419,56+126,2 0,185+0,02 18%%0,02 0,616+0,05

NLS2 187,28+24,91 223,08+54,42 158,84+18,87 0,293+0,07,38@0,04 0,447+0,09

CLN1 165,38+2,83  183,6843,72 166,88+37,12 0,177+0,01 470,03 0,472+0,07

CLNZ2 167,60+17,19 155,85+0,98  128,57+20,34 0,205+0,01 223*0,04 0,327+0,08

CLN3 178,00+14,01 178,67+8,25 160,13+33,55 0,245+0,0R,247+0,03 0,322+0,11

Independentemente da composi¢do, o método deabluie microemulsdo permitiu a
obtenc&o de nanoparticulas com tamanho médio 26&e 187 nm. Nao houve diferencga
significativa entre esses valorés>(0,05. De forma similar, ndo foram observadas variagbes
significativas no tamanho das nanoparticulas apdsa@poracdo de manitol as dispersoes.
No entanto, diferencas no tamanho médio foram vhdas apos a secagem e redispersao da
formulacdo NLS1.

A Figura 1 mostra as diferengas entre o tamanhdiaon#as amostras de NLSd
natura, apos incorporacdo de manitol e apos redispersgor@-iLA), assim como apresenta
as diferencas no tamanho médio entre as diferémesilacées de CLN (Figura 1B).

O potencial zeta esta intimamente ligado a estiuié fisica das nanoparticulas e as
diferencas apresentadas na Tabela 2 podem exphlcamalmente a aglomeragéo e aumento
de tamanho das nanoparticulas da formulacdo NL®lerltanto, o valor de potencial zeta
dessa formulacdo (-38,82 mV) é superior ao valarsickerado como indicador de boa
estabilidade fisica (-30 mV) (Mehnert; Mader, 2001)

Dessa forma, dois outros fatores podem ajudar Acarm@s alteracdes dimensionais
observadas apos a secagemgmoay drying.O estresse térmico aplicado ao produto durante
a secagem ¢é um fator de grande relevancia, poisaofou mesmo o amolecimento dos
lipideos podem levar a intensa aglomeragdo daspaatulas. Outro fator é o estresse
mecanico relacionado ao processo de atomizacgéguidd. A ruptura das nanoparticulas por
acdo da forca de cisalhamento aplicada duranteraizicdo expde novas superficies, nao
revestidas com tensoativos, o que pode também deaglomeracdo das nanoparticulas.

O reduzido ponto de fusdo do acido estearcb4°C), lipideo formador da matriz da

NLS1, poderia adicionalmente explicar o aumentaigativo no tamanho médio das



nanoparticulas nessa formulacdo (Figura 1A). Adudésse lipideo ocorre em temperatura
proxima a temperatura de saida do ar de secagesng quoporcional a temperatura do
produto durante a operacdo. No entanto, o tempresidéncia do produto na camara de
secagem é bastante reduzido, sendo a exposicaoddm @le poucos segundos (Kieviet;
Kerkhof, 1995). Esse rapido contato com a fonte calorifica poddaeva fusdo e o

amolecimento das nanoparticulas.
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Figura 1 - Tamanho médio das nanoparticulas lipidica sélilisS] e carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN) in natura apds adicao de manitol e apds secagem e redispems vortex por 5 minutos. 1(A) NLS; 1(B)
CLN.



A inexisténcia de altera¢g6es no tamanho médio d&é (Eigura 1B) ndo corrobora a
hipotese de que o estresse térmico é um dos reésminspelas alteracbes dimensionais
observadas na NLS1, visto que a incorporacéo aerétiuz o ponto de fusdo dos sistemas e,
portanto, era de se esperar alteracdes signifesatno tamanho médio das CLN. Deve-se
considerar que a CLN1 apresentou um valor de pisiepeta muito préximo ao observado
para a NLS1 (Tabela 2), dessa forma, outro fater m@io o potencial de superficie ou o
estresse térmico deve ser levado em consideracae@yplicar o0 aumento no tamanho medio
da NLS1.

A presenca de 06leo na composicdo das nanoparti(Qlas) pode conferir maior
elasticidade as mesmas e particulas mais elagtichsn apresentar menor susceptibilidade a
ruptura durante a atomizacéo e, portanto, podeesaptar menor tendéncia a aglomeracao
durante a operacdo de secagem. Esta € uma explipdadsivel para o comportamento
inesperado das CLN.

Por outro lado, o tamanho médio da NLS2 nado faratto apds a secagem dessa
formulacdo (Figura 1A). Essa matriz, preparada compritol &70 °C), apresenta maior
ponto de fusédo e, provavelmente, menor elasticidddeentanto, sua estrutura deve ser mais
rigida quando comparada a matriz de &cido estedoicque preservou suas dimensdes
originais.

Os valores de Pdl denotam o grau de uniformidadistiabuicdo de tamanho de uma
determinada amostra. Valores de Pdl elevados estacionados a distribuicbes pouco
uniformes. A Figura 2 mostra a comparacao entreabmes de Pdl das NLS (Figura 2A) e
das CLN (Figura 2B). O Pdl das nanoparticulas manditacdo NLS1 sofreu aumento
significativo apds sua secagem, de acordo comautiti® anteriormente. Os valores de PdlI
da NLS2 (compritol) sofreram aumento significatespds sua secagem. Esse aumento pode
estar relacionado a um determinado grau de ruptasananoparticulas durante a atomizacéao,
0 qual se mostrou insuficiente para alterar sigaifvamente os valores de tamanho médio.

A Figura 2B mostra que apenas os valores de PALddL (10% de 6leo) sofreram
alteracao significativa apés a secagem gmway drying.A explicacdo para essa observacao
pode estar na quantidade de 6leo dessa formulgg&oprovavelmente proporcionou um
aumento discreto na elasticidade do sistema.

As formula¢Bes contendo quantidades maiores de @@EHAN2 e CLN3) nédo
apresentaram nenhum tipo de alteracdo dimensionas eprodutos nanoparticulados
redispersos a partir de suas microparticulas sedranasr com a mesma qualidade dos

produtos originais.
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Figura 2 — Valores de Pdl das nanoparticulas lipidica soli@lsS) e carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN) in natura ap6s adigdo de manitol e ap0s secagem e redispems vortex por 5 minutos. 2(A) NLS; 2(B)
CLN.

5 Consideracdes Finais



No presente trabalho, a influéncia da composicgmitia sobre a integridade de
nanoparticulas durante sua secagem gmwry drying foi determinada. A presenca de
guantidades mais elevadas de 6leo na matriz Ipi&ttida preservou as dimensdes originais
das nanoparticulas secas e redispersas. Esse ddéo gstar relacionado aos valores de
potencial zeta e a maior elasticidade dos sistequascontém maiores quantidades de éleo.
Maior elasticidade resulta em maior resisténcia dasoparticulas frente as forcas de
cisalhamento geradas durante o processo de at@uizsdas condi¢cdes de secagem avaliadas,
ndo houve indicios de aglomeracdo ocasionada pa@sss térmico. Outros estudos estédo
sendo conduzidos para determinar a influéncia astieidade sobre a integridade estrutural
de nanoparticulas lipidicas secas ganay drying.
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