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CARACTERlZACAO DE NANOPARTICULAS DE PCL LIOFILIZADAS CONTENDO
DIETILCARBMAZINA
Marini Nascimento de Lima

RESUMO

A Dietilcarbamazina (DEC) é um farmaco utilizado mundialmente para o combate da filariose
linfatica. Varios estudos vém sendo realizados nos ultimos anos, relatando outras atividades
farmacologicas, com destaque a atividade anti-inflamatoria. As nanoparticulas sdo sistemas de
liberacdes de farmacos interessantes, uma vez que possibilitam uma administracdo segura,
com baixos efeitos colaterais e diminuindo a toxicidade dos farmacos. A liofilizagcdo é um
processo amplamente utilizado para melhorar a estabilidade desses sistemas e 0s
crioprotetores vem sendo usados para diminuir a agregacdo desses sistemas durante o
processo de congelamento. Neste estudo, a liofilizacdo foi utilizada para potencializar a
estabilidade das nanoparticulas contendo a Dietilcarbamazina. A liofilizacdo foi realizada
utilizando-se trés tipos de crioprotetores diferentes: manose, sorbitol e trealose, em
porcentagens diferentes (2,5%, 5% e 10%). A amostra liofilizada com 5% de trealose
apresentou uma estabilidade proxima do controle com: potencial zeta de -1,88 mV; tamanho
médio das nanoparticulas de 286,6 nm; e PDI de 0,157; menor tempo de reconstituicdo em
meio aquoso; com uma agitacdo manual. As amostras que colapsavam com frequéncia eram
as que continham uma maior concentracdo de crioprotetor, exceto a trealose 10%. Sobre a
andlise de FTIR, a trealose 5% apresentou uma proximidade do controle onde ndo foi visto
surgimento de novos picos. Em relacdo ao DRX, a amostra trealose 5% apresentou alguns
picos significativos de cristalinidade entre 10°-25°, isso caracterizando sua étima estabilidade
como crioprotetor.

Palavras-Chaves: Estabilidade. Crioprotetor. Tamanho de particula.

“ Aluna de Graduagao em Ciéncias Biol6gicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus V.
Email: Marinedlima@hotmail.com



ABSTRACT

Diethylcarbamazine (DEC), a worldwide drug used to combat lymphatic filariasis. Several
studies have been conducted reporting other pharmacological activities, with emphasis on
anti-inflammatory activity of DEC. Nanoparticles are interesting drug release systems as they
allow safe administration with low side effects and decrease drug toxicity. Lyophilization is a
widely used process to improve the stability of these systems and cryoprotectants have been
used to decrease the aggregation of these systems during this process. In this study,
Iyophilization was used to increase the stability of PCL nanoparticles containing DEC.
Lyophilization was performed using three different types of cryoprotectants: mannose,
sorbitol and trehalose, in different percentages (2.5%, 5% and 10%). The lyophilized sample
with 5% of trehalose was the one that passed in all stability analyzes as the closest to the
control with: zeta potential of -1.88 mV; mean nanoparticle size of 286.6 nm; and PDI of
0.157; shorter reconstitution time in aqueous medium and under manual agitation. The
samples that frequently collapsed were those containing a higher concentration of
cryoprotectant, except trehalose 10%. On the FTIR analysis, trehalose 5% was closer to the
control where new peaks were not seen. Regarding XRD, the 5% trehalose sample showed
some significant peaks of crystallinity between 10°-25°, which characterizes its excellent
cryoprotective stability.

Keywords: Stability. Cryoprotectant. Particle size.
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1 INTRODUCAO

A Dietilcarbamazina (DEC) € um farmaco utilizado mundialmente para o0 combate da
filariose linfatica, causada por vermes nematoides (Wuchereria bancrofti, Brugia malayi e
Brugia timori), sendo transmitida aos seres humanos por picadas de mosquitos, em seu
estagio larval. Vérios estudos vém sendo realizados nos ualtimos anos, relatando outras
atividades farmacoldgicas da DEC, incluindo atividade anti-inflamatoria. Uma das suas
vantagens em relacdo aos outros farmacos é a sua baixa toxicidade e a sua possibilidade de
administracdo oral (RIBEIRO, 2012; PEIXOTO & SILVA, 2014). Quando encapsulada com
nanoparticulas de PCL (poli-E-caprolactona), a DEC demostrou um alto potencial anti-
inflamatorio e antifibrético comparado a formulacdo tradicional do DEC, restaurando a
morfologia hepatica (RODRIGUES et al. 2018).

O sistema de liberagdo de farmacos vem sendo alvo de pesquisas intensas na area
farmacéutica nos ultimos anos. O desenvolvimento de nanocarreadores vem demonstrando
uma relevancia significativa para estabelecer alternativas terapéuticas mais eficazes,
possibilitando uma administracdo segura, com baixos efeitos colaterais e diminuindo sua
toxicidade. (ARAUJO, 2009; OYAFUSO, 2012; TOROSEAN et al., 2013; MORAIS et al.
2016; YOUSHIA et al. 2017).

Os sistemas coloidais envolvem o farmaco, formando uma barreira, e ao entrar em
contato com os fluidos biologicos acabam liberando o principio ativo (BALEST, 2013;
DALMOLIN et al. 2016). Possuem uma capacidade maior de armazenamento e uma melhor
estabilidade em fluidos biolégicos, melhorando a farmacocinética (ABREU, 2012;
BHATTACHARIJEE, 2016b; LIMA & ALBUQUERQUE, 2012).

Dentre os carreadores nanoestruturados, as nanoparticulas poliméricas estdo em maior
destaque, possuindo geralmente um didmetro menor que 1 um. As nanoparticulas podem se
apresentarem como nanocapsulas ou nanoesferas que se diferenciam por causa de sua
composicao e organizacdo estrutural. As nanocapsulas sdo particulas que possuem um nicleo
oleoso/aquoso composto por substancias ativas, envolvida por uma parede polimérica; e as
nanoesferas, o farmaco fica retido ou adsorvido em uma matriz polimérica (SOUTO et al.
2011; WU et al. 2011; CAZO et al. 2012; ASSIS et al. 2012).
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Nanoparticulas poliméricas possibilitam o direcionamento para 6rgdos e tecidos
especificos, e acumulacdo no seu local de interesse, dessa maneira aumentando o potencial de
acdo do farmaco e diminuindo os seus efeitos colaterais (FONTE et al. 2016). Diversos
polimeros sintéticos ou naturais vém sendo utilizadas para a formulacéo desses sistemas, com
uma grande frequéncia nas areas: farmacéuticas, tecnolédgicas e biomédicas (ADIBKIA et al.
2011; SILVA, 2013; NARDI et al. 2015). O PCL é um polimero sintético com uma ampla
utilizacgdo na formacdo desses sistemas coloidais, j& que possui uma Otima
biocompatibilidade, biodisponibilidade, alta permeabilidade, resisténcia a hidrélise quimica e
possui uma degradacdo lenta na auséncia de enzimas, sendo biodegradavel, e possuindo
propriedades de liberagdo sustentada (BALEST, 2013; FONTE et al. 2015).

Geralmente as nanoparticulas sdo produzidas em uma suspensao aquosa (FONTE et al.
2016). Entretanto, a maior dificuldade em relacdo a esses sistemas é a sua instabilidade fisica
em meio aquoso, decorrente da hidrélise polimérica, onde podem ocorrer agregacéo e fusao
das particulas com um longo periodo de armazenamento ou a agregacdo do farmaco a
nanoparticula, dessa maneira sendo uma barreira para o uso clinico, e ainda estando propensas
a crescimento de microrganismos. A acdo hidrolitica pode ocasionar a degradacdo da
nanoparticula, dificultando a sua liberacdo sustentada. (ARAUJO, 2009; FONTE et al. 2012;
ALIHOSSEINI et al. 2015; MORAIS et al. 2016;).

A liofilizacdo é um processo de retirada da dgua por meio da sublimacdo de gelo,
tendo trés etapas principais: congelamento, secagem primaria e secagem secundaria (BAHETI
et al. 2010; KASPER & FRIESS, 2011; KODAMA et al. 2014; LUCENA, 2014; FRAFOSO,
2014 FONTE et al. 2016;). Aonde vem sendo considerada uma 6tima técnica para melhorar a
estabilidade em longo prazo desses sistemas, ajudando a superar os problemas ocasionados
pelo armazenamento em meio aquoso, ja que no estado seco as reacfes indesejaveis sdo
diminuidas; e facilitam o manuseio do produto, aumentando seu tempo de armazenamento
(KASPER et al. 2013; LUCENA, 2014; MORAIS et al. 2016). Entretanto, a cristalizacdo do
gelo pode ocasionar tensbes durante o processo, desestabilizando as particulas antes de se
tornarem secas (ALIHOSSEINI et al. 2015; FONTE et al. 2016).

Estudos demonstram que as nanoparticulas possuem uma estrutura fragil, dessa forma
podendo ndo resistir a liofilizacdo, e dessa maneira sendo essencial o uso de crioprotetores
para evitar o colapso (BAHETI et al. 2010; VARSHOSAZ et al. 2012; FONTE et al. 2015).
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Os crioprotetores s&o compostos usados na liofilizagdo para evitar tensdes e diminuir as
agregacdes que ocorrem nas particulas durante o estresse do congelamento e a secagem, que
podem levar a danos fisicos e quimicos (MORAIS et al. 2016). Alguns crioprotetores usados
para a liofilizagdo sdo: sacarose, trealose, manitol, sorbitol, manose, &lcool polivinilico,
glicose, frutose, dextrana, glicerol e hidroxipropil-pB-ciclodextrina (ALIHOSSEINI et al.
2015).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi estudar o uso de trés crioprotetores (manose,
sorbitol e trealose) em diferentes porcentagens no processo de liofilizacdo de nanoparticulas

de PCL contendo Dietilcarbamazina.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS
Substancias e reagentes

e Poli-€-caprolactona (PCL) - Sigma Alderich (USA)

e Alcool polivinilico (PVA) Mw — 23 000 Da - Sigma Alderich (USA)
e Poloxamer 188 (Pluronic F-68 ®) - Sigma Alderich (USA)

e Dietilcarbamazina - Sigma Alderich (USA)

e Trealose

e Manose

e Sorbitol

e Diclorometano - (Sigma Chemical Co., USA)

e Agua destilada

Equipamentos analiticos
e Ultra-turrax - (IKA T18 basic)
e Evaporador rotatério - (R-215- BUCHII)
e Balanca analitica - (AUW220D- SHIMADZU)
e Espectrofotbmetro - (modelo SP-2000 UV, Spectrum)
e Espectrofotdmetro de FTIR - (IRPrestige-21, SHIMADZU -Jap&o)
e Difratometro de raios-X - (D8- Advance, Bruker)

e Zetasizer - (Nano-ZS- Malvern Instruments, UK)
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e Liofilizador — (Alpha 1-2 plus, CHRIST-USA)
e Vortex - (PHOENIX, AP59)

2.2 METODOS
2.2.1 Liofilizagao das nanoparticulas de PCL contendo DEC

As formulagbes foram desenvolvidas baseadas no método de mdaltipla-emulséo
utilizado por GABINIO et al., (2017). Esta formulagio NANO-DEC esté patenteada (BR 10
2017 002700-7 e PCT / BR2018 / 050027).

A liofilizacé@o do sistema foi realizada utilizando trés tipos de crioprotetores: manose,
sorbitol e trealose, com o intuito de alcancar as melhores condi¢des para ter um liofilizado
com uma alta estabilidade. ApoOs o preparo da formulacdo, obteve-se um volume final de
10mL, onde foi fracionado em 10 frascos, cada frasco contendo 1mL da formulagéo.
Adicionou os crioprotetores com porcentagens diferentes: 2,5%, 5% e 10%, e a amostra sem
crioprotetor foi usada como controle. As amostras foram congeladas a -60°C e liofilizadas por

24h, apenas utilizando a secagem primaria.
2.2.2 Caracterizacg0es fisico-quimicas

2.2.2.1 Determinacéo do tamanho de particula, indice de polidisperséo e potencial

zeta

A determinacdo do potencial zeta, tamanho das particulas, indice de polidispersao
foram analisados no ZetaSize, utilizando a técnica de espalhamento de luz dindmica. As
amostras foras ressuspendidas em agua destilada e analisadas em triplicata com angulo de
dispersdo de 173°C a 25°C.

2.2.2.2 Aspecto Macroscopico

O aspecto macroscépico foi analisado apos a liofilizagcdo em temperatura ambiente

+25°C, levando em conta os parametros: cor, volume total, aspecto, aparéncia.
2.2.2.3 Difracgao de raios-x (DRX)

Os padroes de difracdo de raios-X, foram determinados com o difratdmetro de raios-X
(D8 advenced, Bruker), utilizando radiacdo de CuKa (A= 0,15418 nm, tubos de voltagem 40
Kv e corrente de 20 mA). O angulo de varredura usado para as analises foi ao longo de 26,

variando de 5 °C a 70°C, com velocidade de 2°/min.
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2.2.2.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

As nanoparticulas liofilizadas foram analisadas por espectroscopia de absorcdo na
regido do infravermelho por transformada de Fourier — FTIR. A anélise foi realizada para
verificar a presenga de modificagdes nas bandas do sistema, se quando liofilizado com os
crioprotetores, acabam ocasionando alguma modificacdo na formulacdo. A faixa utilizada
para a analise foi de 4000 a 700 cm-1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Liofilizagéo das nanoparticulas de PCL

O processo de liofilizagdo apresentou diferentes caracteristicas de acordo com as
porcentagens e o crioprotetor utilizado. O liofilizador forneceu uma Otima estabilidade
durante o processo de secagem em relacdo a temperatura e pressdo, onde esses parametros sao

de grande importancia durante o processo.

Quando ocorre o congelamento das amostras, a agua se dissocia dos sais, formando
uma rede de poros (MORAIS et al. 2016) e séo nesses locais onde 0s crioprotetores atuam
para preservar o sistema, ajudando a formulacdo a ndo colapsar quando a dgua € retirada por
sublimacdo. A presenca desses poros € importante em um liofilizado, pois facilita a sua
reconstituicdo na agua (FONTE et al. 2012).

Um o6timo produto liofilizado tem que apresentar as mesmas propriedades fisicas e
quimicas que a formulacdo apresentava antes da liofilizacdo, além disso, umidade aceitavel,
estabilidade ao longo prazo e uma aparéncia elegante do material seco e um curto tempo de
reconstituicdo (MORAIS et al. 2016; FONTE et al. 2016; BAHETI et al. 2010). De todas as
onze amostras, a trealose 5% foi a que conseguiu atingir todos os parametros e ndo ocorreu

colapso durante o processo.

Os acucares foram escolhidos como os crioprotetores para serem utilizados ja que séo
biocompativeis e podem ser vitrificados facilmente durante o congelamento. Os agucares
também afetam a temperatura de transicdo vitrea (Tg e Tg") do sistema, sendo importante no
ciclo de liofilizacdo (FONTE et al. 2016; DADPARVAR et al. 2014).

Foi observado que ocorreram colapsos em algumas formulagdes ao longo da pesquisa,

ja que foi constatado que alguns fatores podem influenciar no método como: a duracdo do
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congelamento, o tipo e a porcentagem de crioprotetores, a temperatura do congelamento, a
pressdo do dispositivo do liofilizador e outros. Dessa maneira é necessario que sistemas
coloidais liofilizados sejam otimizados para fornecer um produto mais estavel (VARSHOSAZ
et al. 2012).

Um dos parametros que podemos observar que influenciou na liofilizacdo foi a
concentracdo dos crioprotetores (Figura 1). Os crioprotetores possuem mecanismos diferentes
de protecdo, e alguns exercem a sua atividade em concentrac@es especificas. O aumento na
concentracdo do aglUcar pode ocasionar uma desestabilizacdo das nanoparticulas, e dessa
maneira ocorrendo o colapso ou até mesmo agregacdes das particulas (MORAIS et al. 2016;
FONTE et al. 2016; CHUNG et al. 2012; VARSHOSAZ et al. 2012). As amostras contendo

10% de manose e sorbitol colapsaram.

Uma das teorias que descrevem como ocorre essa protecdo realizada pelo crioprotetor
¢ a da “vitrificagao”, onde se baseia que exista uma interacdo entre os grupos hidroxilas do
crioprotetor e das moleculas de agua, dessa maneira aumentando a viscosidade da solucéo e
reduzindo a formacgdo de cristais de gelo, com isso limitando o estresse. Outra forma dos
crioprotetores agirem é substituindo as moléculas de agua durante a secagem, quando formam
as redes de poros com o congelamento, onde os crioprotetores formam pontes de hidrogénio
com a superficie das nanoparticulas, no final da secagem primaria, atuando como substituto
da &gua e dessa maneira evitando a agregacdo do particulas (MORAIS et al. 2016; FONTE et
al. 2016; NIKOLAEVA et al. 2017).

Figura 1: Aspecto Macroscopico das Formulactes Liofilizadas

FONTE: AUTOR
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3.2 Determinacgdo do tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial

zeta.

A andlise do tamanho das particulas e o seu indice de polidispersdo (PDI) sdo fatores
importantes que influenciam no comportamento biofarmacéutico das particulas que possuem
substancias ativas encapsuladas em vérias aplicacdes terapéuticas. O PDI é um parametro que
auxilia na avaliacdo da estabilidade e uniformidade do sistema. Valores considerados 6timos
de PDI de acordo com a literatura devem estar entre 0,01 e 0,5. (MELO, 2018; YOUSHIA et
al. 2017). Mas quando se leva em consideracdo os sistemas homogéneos, os valores de PDI
devem estar entre 0,1 e 0,4, acima disso pode se considerar um sistema polidisperso
(BHATTACHARIJEE, 2016b).

Como podem ser observadas na tabela 2, as nanoparticulas liofilizadas sem o uso de
crioprotetores (controle), possuem um tamanho de 281 nm, com um baixo indice de
polidispersdo de 0,185 e apresentando um potencial zeta com média de -0,64 mV. Quando
comparamos as amostras que contém o0s crioprotetores, nota-se que uma alta taxa de
crioprotetores faz com que ocorra um aumento no potencial zeta em todas as amostras

liofilizadas contendo 10% dos agucares.

As nanoparticulas contendo Sorbitol 5% apresentaram o melhor parametro de
potencial e PDI e com um tamanho de particula sendo considerado proximo ao do controle.
Entretanto, quando analisado o seu tempo de reconstituicdo, foi 0 mais longo com 60s e sendo
necessario o auxilio de agitacdo vigorosa, sendo um parametro importante para a

comercializacéo.

Em relacdo as nanoparticulas com 2,5% de crioprotetores, foram 0s que apresentaram
0s maiores tamanhos de particulas e PDI, exceto a que continha Sorbitol. A manose em todas
as porcentagens demonstrou um potencial zeta bastante elevado. Seu indice de polidispersao
também foi alto nas amostras com 2,5% e 10% do crioprotetor, e dessa maneira sendo

consideradas polidispersas.

A trealose 10% apresentou um tamanho menor que a do controle com baixo PDI.
Entretanto, o seu potencial zeta foi bastante elevado. A amostra de trealose 5% foi a que
passou em todas as analises de estabilidade como a mais préxima do controle em todos os

parametros analisados.
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Estudos demonstram que a trealose possui uma facilidade maior de reconstituicdo
comparado a outros aglcares quando utilizados como crioprotetores (MORAIS et al. 2016).
Alguns fatores que influenciam a ressuspensdo de uma amostra liofilizada, incluem: a
presenca de colapso, a presenca de adicionais que sejam hidrofobicos, a homogeneidade e a
formacdo de canais entre os poros (KASPER et al. 2011).

Tabela 1: Média e desvio padrdo do potencial zeta, tamanho de particulas, indice de
polidispercdo e tempo de ressuspensdo das formulagdes de nanoparticulas liofilizadas.

Potencial Zeta Tamanho das indice de Ressuspensao

(mV) particulas (nm) polidispersdo (tempo e

agitacao)
Controle -0,643(%2,9) 281,1 (£3,25) 0,185(%0,04) 30s — Manual
Manose 2,5% -4,13(z0,67) 402,5 (£5) 0,379(%0,01) 30s — Manual
5% -4,443(%0,6) 284,8(+8,78) 0,156(+0,02) 30s — Manual
10%  -4,237(+0,35)  385,9(5,47) 0,311(0,02) 60s — Manual
Sorbitol 2,5% -2,33(%0,93) 282,8(£6,52) 0,166(+0,35) 30s — Vortex
5% -1,64(+2,37) 286,3(+4,57) 0,157(+0,26) 60s — Vortex
10%  -5,247(+1,02) 297,2(+3,54) 0,135(+0,26) 60s — Vortex
Trealose 2,5%  -1,767(%1,26) 309,4(x4,09) 0,250(£0,04) 15s — Manual
5%  -1,883(0,29) 286,6(+6,68) 0,157(+0,04) 15s — Manual
10% -3,52(+0,4) 277,8(+6,01) 0,171(+0,05) 30s — Manual

FONTE: Proprio autor
3.3 Aspectos Macroscopicos

A integridade macroscépica do liofilizado ndo deve apresentar qualquer alteracdo ou
colapso, dessa forma continuando com o seu volume inicial, jA& que quando o produto tem
uma perda de estrutura, geralmente apresenta um nivel maior de agua (MORAIS et al. 2016).
Apenas amostras de trealose 5% (Figura 2) e 10% apresentaram uma estrutura altamente
porosa, sendo caracteristica de um 6timo liofilizado. As outaras amostras apresentaram um
aspecto mais rigido e compacto. Todas as formula¢Ges apontaram uma coloragdo branca e a

aparéncia homogénea.
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As amostras que colapsavam com frequéncia, continham uma maior concentracdo de
crioprotetor. Nas amostras de trealose ndo ocorriam nenhuma alteragdo no volume. Uma alta
concentracdo de crioprotetor promove uma maior atividade protetora, porém quando €
atingido o limite da estabilidade, esse aumento na concentracdo pode induzir o colapso
(MORAIS et al. 2016).

Figura 2: Liofilizado estivel com sua estrutura altamente porosa

FONTE: AUTOR

O colapso € definido como a deformacdo da estrutura do liofilizado que foi formada
pelo congelamento da amostra, causada pelo fluxo viscoso do material liofilizado durante a
secagem primaria ou secagem secundaria. Em geral, é considerado prejudicial ja que afeta a
reconstituicdo, o nivel de umidade e a perda da morfologia ideal. Por isso, para que ocorra
uma liofilizacdo adequada, € necessario manter a temperatura da amostra abaixo da sua
transicdo vitrea (Tg) e/ou acima de sua temperatura de colapso (Tc) (KASPER et al. 2013;
FONTE et al. 2016).

Quando ¢é analisado o volume final das amostras liofilizadas (Tabela 3), nota-se que
mesmo ocorrendo colapsos na amostras de sorbitol 5% e 10% e manose 10%, em relacdo aos
demais, apenas as amostras de sorbitol 5% e a de trealose 2,5% tiveram um volume menor
que as demais. Com isso, demonstrando que o colapso ndo necessariamente esteja envolvido
na perda de volume, ja que a trealose 2,5% também apresenta um volume menor, mesmo nao

tendo colapsado.
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Tabela 2: parametros utilizados para analisar 0 aspecto macroscopico.

% Cor Aspecto Aparéncia  Peso final

(média)
Controle 0 Branca Rigido Homogénea 28 mg
Manose 2,5 Branca Rigido Homogénea 46 mg
5 Branca Rigido + colapso Homogénea 75 mg
10 Branca Rigido Homogénea 97 mg
Sorbitol 2,5 Branca Rigido Homogénea 40 mg
5 Branca Rigido + colapso Homogénea 53 mg

10 Branca Rigido + colapso Homogénea 113 mg
Trealose 2,5 Branca Rigido Homogénea 32 mg
5 Branca Porosa Homogénea 72 mg

10 Branca Porosa Homogénea 111 mg

FONTE: Proprio autor

3.4 Espectroscopias no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Com o auxilio da espectroscopia de infravermelho pode-se observar a ocorréncia de

possiveis interacdes entre as moléculas existentes na formulacdo, que ndo sdo observadas

quando separadas (MELO, 2018). Dessa forma, analisando se existem interacbes dos

crioprotetores com a amostra liofilizada, na tabela 4 estdo listados todos os picos observados

no FTIR.
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Tabela 3: Picos observados no FTIR.

FAIXA DE ABSORCAO ATRIBUICAO ABSORCOES

IDENTIFICADAS (CM™)

3400-3200 Estiramento O-H (associado) 3256 — 3310

3000-2840 Estiramento de C-H alifaticos 2905 — 2943

1730-1700 Estiramento C=0O de ligacdo de 1720 - 1733
éster

1440-1220 Dobramento CH; e CH3 1237 — 1456

1300-1000 Estiramento C-O de éster 1010 — 1188

900-690 Dobramento de C-H de aromaticos 792 — 997

FONTE: Proprio autor.

Na amostra controle, podemos identificar facilmente as bandas caracteristicas do PCL,
onde apresentam uma absorcdo forte, em torno de 1720-1726 cm™, caracterizada por um
grupo carbonila (C=0); outras duas bandas caracteristicas de menor intensidade aparecem em
2943 e 2865 cm™ que estdo relacionadas a estiramentos alifaticos simétricos e assimétricos de
C-H, que correspondem aos grupamentos -CH2 presentes na estrutura do polimero. Os picos
de 1300-1100 cm ™, também sdo caracteristicos do PCL, e estdo relacionados as bandas de
vibragcbes C-O encontradas na molécula (ELZEIN et al. 2004; BADRI et al. 2017;
MARCANO, 2017). Outra banda de bastante evidéncia se encontra préximo de 3400-3200
cm™®, caracterizado por OH associadas, sendo resultante de associagdes poliméricas
caracteristicas do PVA. O PVA também apresenta bandas entre 3000-2800 cm™ e estiramento
em 1090 cm™, se sobrepondo com o PCL (NARDI et al. 2015; ISLAM & KARIM, 2010). Os
picos relacionados a DEC acabam se sobrepondo com o do polimero, com isso nao

apresentando na analise.

Em relacdo as amostras contendo sorbitol (Figura 2), podemos observar que ocorreu
modificacdo na banda larga de -OH encontrada entre 3400 e 3200 cm™, também observado
nas amostras contendo manose (Figura 3) e trealose (Figura 4), provavelmente pela presencga
abundante de hidroxilas presente em agucares, pressupondo que esteja ocorrendo interagcdes

por pontes de hidrogénios entre 0 PVA e o crioprotetor. Na espectroscopia contendo manose,
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a banda larga de -OH se apresentou mais alterada em comparagao aos outros crioprotetores.

Em contrapartida a alteracdo foi menor, onde a trealose 5% ficou mais préxima do controle.

Em relac&o a banda encontrada em 2943 cm™, caracterizada por estiramentos alifaticos
simétricos e assimétricos de C-H, ocorreram modificacOes nas amostras de trealose e manose
a 10%, onde o pico do polimero quase ndo aparece na espectroscopia. E acontece o mesmo
com o grupo carbonila (C=0), quando aumenta a concentracdo dos crioprotetores a banda se
torna cada vez mais fraca, quase sumindo nas amostras de manose 5% e trealose 10%. Os
picos encontrados entre 900-600 cm™ s&o bastante caracteristico de aglcares, sendo de anéis
aromaticos (CASTRO & CASSELLA, 2016).

Figura 3: Analise de FTIR comparando a amostra controle com as amostras de
Sorbitol 2,5%, 5% e 10%.

ransmaiiecis (%

FONTE: AUTOR
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Figura 4: Analise de FTIR comparando a amostra controle com as amostras de Manose 2,5%,

5% e 10%.

Figura 5: Anélise de FTIR comparando a amostra controle com as amostras de
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3.5 Difracéo de raio-x (DRX)

Na analise de DRX podemos observar uma sobreposicdo de picos de cristalinidade
caracteristico do PVA e do PCL na amostra controle, onde est&o entre os intervalos de 19° -
25°. Esses picos do PVA sdo devido a ocorréncia de fortes ligagdes de hidrogénio
intermolecular e intramolecular (NARDI et al 2015; ISLAM & KARIM, 2010; MARNACO,
2017).

A manose (Figura 5) apresenta intensidades diferentes desses picos de cristalinidade,
onde com uma alta concentragdo do crioprotetor, esse pico quase deixa de existir, e com isso
apresentando um estado amorfo. Podemos observar também a diminuicdo desse pico de
cristalinidade na amostra de sorbitol 2,5% (Figura 6), essa diminui¢do de cristalinidade pode
ser por formacdo de interagdes de hidrogénio entre os grupos de hidroxila do PVA e o
crioprotetor. Com relacdo a trealose (Figura 7) podemos observar um alto grau de
cristalinidade no difratograma, caracteristico desse acucar. Nota-se que quanto maior a
concentracdo do crioprotetor, maior é o nivel de cristalinidade. Onde a amostra trealose 5%
apresentou alguns picos significativos entre 10°-25°. A cristalinidade da trealose é o que

caracteriza a sua Otima estabilidade como crioprotetor.

Figura 6: Difratogramas comparando a amostra controle com as de manose 2,5%, 5% e 10%

e 2 5N - aene 4%

FONTE: AUTOR
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A cristalinidade é um empecilho quando se trata de solubilidade do farmaco, quanto
mais o farmaco apresenta um maior grau de cristalinidade, menor sera sua solubilidade,
(DOROFEEV et al., 2012; JOG; BURGESS, 2017). No entanto, sistemas que apresentem
picos de cristalinidade possuem uma maior estabilidade, sendo um ponto positivo para
crioprotetores que atendem esse critério, ja que garantir a estabilidade é um ponto importante

na liofilizagéo.

Figura 7: Difratogramas comparando a amostra controle com as de sorbitol 2,5%, 5% e 10%
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Figura 8: Difratogramas comparando a amostra controle com as de trealose 2,5%,
5% e 10%
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O processo de liofilizacdo € uma maneira eficaz de superar a desvantagem causada
pela suspensdo de nanoparticulas em meio aquoso, removendo o teor de dgua das formulacdes

e garantindo uma melhor estabilidade.

Neste processo, podemos observar a ocorréncia de estresse ocasionado por Varios
parametros e que a utilizacdo dos crioprotetores garantiram a estabilidade do sistema em
concentracBes adequadas. Os dados apresentados e discutidos permitem afirmar que a trealose
5% apresentou um melhor resultado em todos os requisitos analisados no trabalho.
Demonstrando uma 6tima estabilidade para a liofilizacdo; o resultado de FTIR demostrou que
ndo houve modificagdo da nanoparticula contendo a DEC; Com o DRX foi possivel observar

0s picos de cristalinidade apresentados na formulagéo de trealose 5%. A cristalinidade da
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trealose ocasiona uma Gtima estabilidade na prote¢do da formulagdo durante o processo de

liofilizag&o.

Com esses resultados, € possivel um melhor direcionamento para analises futuras com
a formulagéo contendo a trealose em 5%, e dessa maneira possibilitando uma formulagéo que

possa ser comercializada futuramente.
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