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RESUMO

Esta tese de doutorado trata do desenvolvimento inédito de formas farmacéuticas
solidas contendo nanocapsulas de ndcleo lipidico, facilmente redispersiveis em agua,
empregando a secagem por aspersdo ou granulacdo em leito fluidizado. A estratégia
visa superar limitacbes tecnologicas associadas as suspensGes de nanocapsulas
poliméricas, pela sua natureza coloidal, e avangar na fronteira do conhecimento,
buscando o desenvolvimento de formulagdes inovadoras para a administragdo oral de
farmacos. Foram produzidos pos e granulos contendo nanocapsulas de nucleo lipidico
(LNC), empregando a secagem por aspersdo e granulacdo em leito fluidizado,
respectivamente. A influéncia do numero de particulas das suspensdes de
nanocapsulas nas propriedades de redispersdo dos pds produzidos pela secagem por
aspersdo foi investigada. Uma mistura de maltodextrina e L-leucina (90:10 m/m) foi
utilizada como adjuvante de secagem. A formulagéo que obteve os melhores perfis de
redispersdo consistiu de uma mistura da suspensdo de nanocapsulas de nucleo lipidico
e de uma solucdo contendo maltodextrina/L-leucina (10% m/v) em uma propor¢ao 1:1
viv. Apbs a redispersdo dos pos produzidos em agua, 75% do ndmero inicial de
particulas de nanocapsulas foi recuperado. Analises de area superficial, microscopia
eletronica de varredura e microscopia confocal Raman permitiram compreender as
diferencas na organizacdo estrutural destes pés. Estes dados, em conjunto com analises
de didmetro médio de particulas, obtidos por difratometria de laser, confirmaram a
influéncia do numero inicial de particulas das suspensdes de nanocapsulas na
qualidade de sua redispersdo, a partir de formulacGes sélidas obtidas pela secagem por
aspersdo. Para compreender as influéncias dos processos de secagem e redispersao da
formulacdo proposta no perfil de liberacdo in vitro e na atividade biologica de
farmacos associados ao sistema, novos pos foram preparados, substituindo-se a
suspensdo de nanocapsulas sem farmaco (LNC) por nanocépsulas contendo uma
substancia ativa modelo (curcumina) (LNC-C 1 mg mL™). A formulacdo seca
demonstrou adequada redispersdo em agua e o perfil de liberacdo in vitro manteve-se
semelhante ao da suspensdo original (LNC-C), seguindo um modelo cinético de ordem

zero. A atividade da curcumina nanoencapsulada foi avaliada empregando um modelo



de inflamacdo induzida por LPS em cultura organotipica de cultura de hipocampo
cerebral de ratos. Ndo houve alteracBes nas concentracdes de biomarcadores pro-
inflamatorios (TNF-o e IL-1PB) liberados nos meios de cultura, comparando-se as
LNC-C em suspensdo ou a redispersdo dos pds secos. Portanto, a producdo de poés
facilmente redispersiveis ndo implica em alteragfes no controle da liberacdo in vitro e
na atividade biolégica da substancia ativa nanoencapsulada. Na ultima etapa, a
obtengdo dos granulos empregando granulador em leito fluidizado foi estudada
utilizando maltodextrina, como material de suporte, e suspensdes de nanocapsulas de
nicleo lipidico estabilizadas com polissorbato 80 (LNC) ou com revestimento
catibnico (C-LNC), como liquidos aglutinantes. A influéncia do revestimento
catidnico das nanocépsulas nas caracteristicas tecnologicas dos granulos obtidos foi
avaliada. Propriedades como o tamanho de particula, rendimento, teor de umidade,
caracteristicas morfologicas, propriedades de fluxo e perfil de redispersdo foram
estudados. Os rendimentos do processo de granulacdo foram proximos a 90%,
resultando em granulos com teor de umidade inferior a 4%. Valores calculados de
indice de Carr, fator de Hausner e indice de coesdo indicaram que as formulagdes de
granulos propostas neste estudo apresentam melhores caracteristicas de fluxo em
relacdo a maltodextrina (matéria-prima). O revestimento catidnico das nanocapsulas
melhorou tanto as propriedades de fluxo quanto o perfil de redispersdo em agua dos
granulos contendo C-LNC, demonstrado a partir das analises de didmetro meédio de
particulas por difratometria de laser. Em conclusdo, os processos de secagem por
aspersao e granulacdo em leito fluidizado, empregados neste estudo, para a producao
de formas farmacéuticas solidas intermediérias e/ou finais contendo nanocapsulas de
nucleo lipidico, mostraram-se alternativas viaveis para a producdo de pos e granulos
facilmente redispersiveis em agua, com potencial aplicacdo para administracdo oral de

farmacos nanoencapsulados.

Palavras-chave: curcumina, granulos, leito fluidizado, nanocépsulas de ndcleo

lipidico, redispersdo, secagem por aspersao.



ABSTRACT

Development of powders and granules easily redispersible containing lipid-core

nanocapsules.

This thesis proposes the development of novel easily redispersible solid dosage forms
containing lipid-core nanocapsules, produced by spray drying or fluidized bed
granulation. The strategy aims to overcome the technological limitations associated to
polymeric nanocapsule suspensions, due to their colloidal nature, aiming the
development of innovative oral formulations. Powders and granules containing lipid-
core nanocapsules (LNC) were produced by spray-drying and fluidized bed
granulation, respectively. The influence of the number of particles of the nanocapsule
suspensions on the redispersion properties of the spray-dried powders was
investigated. A mixture of maltodextrin and L-leucine (90:10 m/m) was used as a
drying adjuvant. The formulation that obtained the best redispersion profiles consisted
of a mixture of the lipid-core nanocapsule suspension and a solution containing
maltodextrin/L-leucine (10% w/v) in a 1:1 v/v ratio. After the aqueous redispersion,
75% of the initial number of particles in the nanocapsules suspension was recovered.
Analysis of surface area, by scanning electron microscopy and by Raman confocal
microscopy allowed understanding the differences in the structural organization of the
powders produced. These results along with the mean diameter analysis by laser
diffractometry confirmed the influence of the initial number of particles of the
nanocapsule suspensions on the redispersion properties of the spray-dried powders. In
order to understand the influence of the drying and redispersion processes on the in
vitro release profile and the biological activity of substances associated to this system,
new powder formulations were prepared by replacing the unloaded suspension of
nanocapsules (LNC) by nanocapsules containing an active substance (curcumin)
(LNC-C 1 mg mL™). The spray-dried powder showed good aqueous redispersion
profile and its in vitro release profile remained similar to that of the original LNC-C
suspension, according to the zero-order kinetic model. The biological activity of

nanoencapsulated curcumin was assessed by a model of LPS-induced inflammation in



organotypic hippocampal slice cultures. There were no changes in the concentration of
pro-inflammatory biomarkers (TNF-a and IL-1B) released in the culture media,
comparing the LNC-C as the initial suspension or the aqueous redispersion of their
spray-dried powders. The drying process does not imply changes in the control of in
vitro release and in the biological activity of the nanoencapsulated active substance. In
the last stage, granules were produced using a fluidized bed granulator and
maltodextrin, as support material. Lipid-core nanocapsules suspensions stabilized with
polysorbate 80 (LNC) or with a cationic coating (C-LNC) were used as binder liquids.
The influence of the cationic coating of the nanocapsules on the technological
characteristics of the produced granules was evaluated. Properties such as particle size,
yield, moisture content, morphological characteristics, flow properties and
redispersion profile were also studied. Granulation process yields were close to 90%,
resulting in granules with moisture content of less than 4%. Calculated values of Carr
index, Hausner ratio and cohesion index indicated that the granule formulations
proposed in this study present better flow characteristics in relation to the maltodextrin
raw material. The cationic coating of the nanocapsules improved the flow properties
and the aqueous redispersion profile of the granules containing C-LNC, as
demonstrated by laser diffraction analysis. In conclusion, the spray-drying and
fluidized bed granulation processes used in this study are viable alternatives for the
production of easily redispersible powders and granules containing lipid-core
nanocapsules, showing potential application for oral administration of drug-loaded

lipid-core nanocapsules.

Keywords: Curcumin, fluidized bed, granules, lipid-core nanocapsules, redispersion,

spray drying.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1. Representacdo da estrutura supramolecular das nanocédpsulas de ndcleo
lipidico. (A) Nanocapsula de nuacleo lipidico sem revestimento. (B) Nanocapsula de
nacleo lipidico revestida com quitosana. Composi¢do: 1) tensoativo hidrofilico
(polissorbato 80); 2) parede polimérica (poly(E-caprolactone)); 3) revestimento
catibnico (quitosana); 4) nucleo lipidico (componente oleoso + monoestearato de
011 o] =1 1[0 ) ISP | |

Figura 2. Formula estrutural da curcumina ((1E, 6E)-1,7-bis-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-dioNa).............coeiiiiie e 33
Figura 3. Esquema de um equipamento para secagem por aspersdao do tipo spray
0| =] T 34
Figura 4. Esquema de um granulador tipo leito fluidizado............................... 38

CAPITULO |

Figure 1. Particle size distribution profile of different candidates for redispersible
spray- dried lipid-core nanocapsules formulation (F100, F75:25, F50:50) and original
lipid-core nanocapsules suspension (LNC) obtained by laser diffraction directly after
=10 A 0r: 14 o] PO USRS 58
Figure 2. Particle size distribution profile of the F50:50M (without L-leucine)

formulation obtained by laser diffractometry, before (0 min) and after 5 minutes

ST I . et 59
Figure 3. SEM images of F50:50B (A), F50:50 (B), F75:25 (C) and F100 (D) spray-
dried formulations at 20,000 X magnification..................ccoeeviiiiiiiiiiiine e, 61

Figure 4. Single Raman spectra of individual compounds: L-leucine, maltodextrin and
LNC. (bands for identification are highlighted)...........ccccoociniiiiiiii 62
Figure 5. False color Raman images of the F50:50 formulation. (A) a representative
big agglomerate and (B) smaller particles. Maltodextrin and L-leucine are depicted in

blue, while LNC are depicted in yellow..........c.cooiiiiiiiiiii e 63



Figure 6. False color Raman images of F75:25 (A) and F100 (B) agglomerates. LNC
are depicted In YellOW. ..o 63

Figure 7. Particle size distribution profile of the F50:50 spray-dried formulation after
aqueous redispersion (0.695¢g in 5 mL of ultrapure water) obtained by laser diffraction

at 0 minutes. (A) Particle diameter expressed by volume of particles and (B) particle

diameter expressed as number of particles................cooiiiiiiiiieceeeene... 64
Figure 8. TEM images of (A) LNC original suspension and (B) redispersed F50:50
(0.695g in 5 mL of water) at 250,000 x magnification..................ccceviiiiinininnn. 65
CAPITULO Il

Figure 1. SEM images of SD-LNC-C formulations (A) at 1,000 x magnification and
(B) at 20,000 X MagnifiCation...........oouiiriiiii i 101

Figure 2. False color Raman images of spray-dried curcumin-loaded lipid-core
nanocapsules. (A) agglomerates and (B) single spray-dried particle assembly.
Maltodextrin and leucine are depicted in blue and LNC-C in vyellow,
TSPV Y . .o et 102
Figure 3. Particle size distribution profile of LNC-C suspension and SD-LNC-C
formulation after aqueous redispersion (0.695g in 5 mL of ultrapure water) obtained
by laser diffraction at 0 minutes, n = 3. Particle size expressed as number based
AISEIDULIONS. . ... 103
Figure 4. In vitro curcumin release/ diffusion profiles from curcumin-loaded lipid-
core nanocapsules (LNC-C), redispersed spray-dried curcumin-loaded lipoid-core

nanocapsules (SD-LNC-C) and ethanolic solution (free curcumin) after 72 hours....

Figure 5. LPS-induced increase in TNF-a and IL-1B levels in organotypic
hippocampal cultures can be attenuated by LNC-C. (A) LNC-C and SD-LNC-C
prevented the LPS-induced increase in TNF-a in the culture medium after exposure of
hippocampal slices to LPS. (B) free curcumin, LNC-C and SD-LNC-C did not prevent
the LPS-induced increase in IL-1B levels by LNC-C in the culture medium after

exposure of hippocampal slices to LPS. Pretreatment with vehicle (DMSO 0.5%), free



curcumin 5 uM, LNC-C 5 uM, SD-LNC-C 5 uM, LNC-B or SD-LNC-B 1 hour before
exposure to LPS for 48 h. The measured TNF-a and IL-1p medium levels of control
groups were below the method detection limit of 0.125 pg/mL. Results are expressed
by mean £ S.E.M., n = 5. Statistically significant differences were denoted as * to p <
0.05 (One-way ANOVA followed by Tukey's test posthocC) ...............cooeeeennt. 106

CAPITULO 111

Figure 1. Scanning electron microscopy (SEM) images of (A) maltodextrin raw
material (substrate), (B) maltodextrin fluid bed granules (FB-MD), (C) fluid bed
granules containing lipid-core  nanocapsules (FB-LNC), (cl) expanded
photomicrograph (magnification of 20.000 x, with a bar of 1 um) FB-LNC showing its
irregular surface, where the presence of nanosized structures can be observed and (D)
fluid bed granules containing cationic lipid-core nanocapsules (FB-CS-LNC) ....... 134
Figure 2. Scanning electron microscopy (SEM) images after in situ maltodextrin
solubilization of: (A) matodextrin raw material, (B) fluid bed maltodextrin granules
(FB-MD), (C) fluid bed granules containing lipid-core nanocapsules (FB-LNC), and
(D) fluid bed granules containing cationic lipid-core nanocapsules (FB-CS-LNC)......

Figure 3. Particle size distribution profiles by laser diffraction of the FB-LNC and FB-
CS-LNC granules after their aqueous redispersion. (A) samples redispersed in
ultrapure water and sonicated before adding to the wet dispersion unit (B) samples

added directly into the wet dispersion unitand (N =3) ..........ccoiiiiiiinnn... 137






LISTA DE TABELAS

CAPITULO I

Table 1. Composition of spray-dried lipid-core nanocapsules powders.................. 53
Table 2. Surface area (m? g™) and pore volume (cm? g™) of different candidates for
redispersible spray-dried lipid-core nanocapsules formulation (F100, F75:25, F50:50)
and F50:50B (without lipid-core nanocapsules) evaluated by BET and BJH
MEENOUS. .ot 60

CAPITULO 11
Table 1. Physicochemical characteristics of curcumin-loaded lipid-core nanocapsules
(LN G0 e 105

CAPITULO I

Table 1. Particle size analysis by laser diffraction of the fluid bed granules (mean £

Table 2. Flow properties of maltodextrin raw material and the fluid bed granules
(MeEAN £ S, N = ) Lo 136






SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ttt en st enestn s ss s seneees 23
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt bbbt e ht e bt s bt et e e bt e at e st e sae et e sbeeatenbesaeentesbeeatenees 23
W @ o TT= LY o e <] | RSP 25
2.2 ODJELIVOS ESPECITICOS. ....evereetiieiiieitrie sttt ettt 25
3. REVISAO DA LITERATURA....coooteeeeeeeeee et teses s st sss s asnas s sssassansssesssennes 27
3.1 Nanocapsulas de NUCIEO TIPIAICO ......c.evveuirieirieiirieere e 29
3.2 Secagem por aspersao (SPray-arying) .....cccceceeeereereerereeseseeeesteseeseesreesessesreesesreessessesseessenns 34
3.3 Granulacao empregando leito fIUIdIZAAO ........cc.eoveieieiririeeee e 37
CAPITULO Lottt sttt ss st a s s san s s sassesae s ssnessneenes 41
4.1 ADPFESEINTAGAD ....cveveetertitetetenteit et ettt bese et et e et e st e st e ae e bt s b e st e b et et e st e st e bt e bt bt s b b et et e et st b nee 43
B CAPITULO oottt snss s s nassansansseaneanes 83
5.1 APIESENTAGAD ....cveveetertiterteteneeit ettt sttt st sttt s e bt a e ebe s b sa et et et et e st b e h bt h e b et et e et st b ne 85
B. CAPTTULO Il ..ottt st st s s n st an et sesassnsenen 119
5.1 APIESENMTAGAD ... veeueeteetteteeteete sttt ettt et et ee et e s bt et e s bt e a e e beshe et e sbesh e et e eheea e e beeat e tesbeententesaeenteas 121
7. DISCUSSAQD GERAL ...t s st ssssssssssassssssssasssssssssssasssnssnsanes 149
8. CONCLUSODES........cooeieieeeeeeeeeeeeee ettt ss e s s s sa s naesassneasestnsssaneanens 163
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt esses st snsssseessssnanes 167
LOANEXOD ettt b e bt s a et e a ettt ebe e s bt e sh e e sh e e eat e et e b e e be e be e beeeheesateeateenreen 183
Carta de aprovagao — CEUAJUFRGS .........ooo ittt sttt snen 185
LLAPENDICE ...ttt s e a et s s s s s s st ansssanssnaesanaenan 187
N o €151 | Lo Lo PSS 189

AABSTRACT ettt ettt ettt sttt e bt e bt e s et st et e bt e b e e s r et s et et e e r e e R e e s he e s ae e et e e bt e bt e s reesreesareereens 191






1. INTRODUCAO







DIEGO F. ANDRADE INTRODUCAO

A nanociéncia compreende uma area de conhecimento multidisciplinar, que
envolve a manipulagdo de estruturas na escala molecular. Nas ultimas décadas,
tecnologias que se apropriam dos conhecimentos provenientes desta ciéncia tém sido
amplamente empregadas nos mais diversos setores industriais, trazendo novas
perspectivas nas areas das engenharias, ciéncias da computacdo, tecnologias da
informacdo, biotecnologia e ciéncias farmacéuticas (MANGEMATIN & WALSH,
2012).

No desenvolvimento de medicamentos, a nanotecnologia vem sendo aplicada
para a producdo de nanocarreadores, estruturas submicrométricas as quais farmacos
podem ser associados, que apresentam vantagens na terapéutica em relacdo as formas
farmacéuticas convencionais (SCHAFFAZICK et al., 2003a; FRANK et al., 2015).
Formulacdes contendo diferentes tipos de nanoestruturas ja se encontram no mercado
farmacéutico e estudos projetam um maior investimento da industria em produtos que
contemplam esta tecnologia no seu processo de producdo para a proxima década
(BAMRUNGSAP et al., 2012).

A consolidagdo do interesse no desenvolvimento de plataformas
nanoestruturadas para o controle da liberacdo de farmacos € atribuida a série de
vantagens proporcionadas por estes sistemas. Estudos tém demonstrado ampla
potencialidade dos sistemas contendo farmacos ou ativos associados a
nanocarreadores, ap0s sua administracdo empregando diferentes vias, como a melhora
da solubilidade aparente de farmacos (FACHINETTO et al., 2008), o aumento da sua
biodisponibilidade (MANCONI et al., 2013; AQIL et al; 2013), a possibilidade de
vetorizacdo, incluindo um maior aporte de moléculas de interesse bioldgico ao sistema
nervoso central (BERNARDI et al., 2009a; FROZZA et al., 2010; MAHAJAN et al.,
2014; DIMER et al., 2014; HELM et al., 2015; RODRIGUES et al.; 2016), a alteracdo
no perfil de distribuig&o tissular, incluindo a modificagdo da distribui¢do de ativos nas
camadas da pele (SILVA et al., 2013; DE ANDRADE, 2015; ALIASGHARLOU et
al., 2016), a melhora da permeacdo de substancias através de barreiras biologicas
(WHOLFART et al.; 2012), a melhora no indice terapéutico (ALONSO et al., 2004;
BENVEGNU et al., 2011; DETONI et al., 2012), a protecdo da mucosa gastrintestinal

frente a toxicidade do farmaco (BECK et al., 2005), a protecdo do farmaco frente a
19



DIEGO F. ANDRADE INTRODUCAO

inativacdo e degradacdo no meio gastrintestinal ou a outros fatores extrinsecos
(OURIQUE et al., 2008. ALMEIDA et al., 2010; FONTANA et al., 2010; DETONI et
al., 2012), o aumento da eficiéncia farmacologica (ZANOTTO-FILHO et al., 2013;
FRIEDRICH et al., 2015; CHIU et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016), além do
desenvolvimento de sistemas de liberagéo controlada (FONTANA et al., 2009).

Por definicdo, nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos
com dimensdes na escala nanométrica. Podem ser classificadas, de maneira geral,
como nanocapsulas e nanoesferas, de acordo com a sua composic¢ao quali-quantitativa
e sua organizacgdo supramolecular (BANIK et al., 2016). As nanoesferas sdo estruturas
matriciais e as nanocapsulas estruturas vesiculares, onde um ndcleo oleoso é envolto
por uma parede constituida por um polimero biocompativel e biodegradavel (MORA-
HUERTAS et al.,, 2010). Recentemente nanocapsulas de nucleo lipidico foram
propostas por VENTURINI e colaboradores (2011), com propriedades mecénicas
distintas das nanocapsulas convencionais, devido ao nucleo oleoso ser composto por
uma dispersdao de um lipidio solido, o monoestearato de sorbitano, em um lipidio
liquido, no caso uma mistura de triglicerideos de cadeia média (JAGER et al., 2009;
VENTURINI et al.,, 2011; FIEL et al., 2011). As vantagens bioldgicas das
nanocapsulas de ndcleo lipidico sdo relatadas em diversos trabalhos da literatura ao
longo das duas Gltimas deécadas. Entretanto, esses sistemas coloidais, assim como as
nanoesferas e nanocapsulas convencionais, apresentam estabilidade fisico-quimica
limitada. Por serem suspensfes coloidais aquosas, pode haver comprometimento da
estabilidade dos sistemas por reacdes de hidrolise do polimero, do 6leo, a adsorcdo de
moléculas ativas a superficie das nanoparticulas, presenca de tensoativos adsorvidos, a
aglomeracdo das particulas em funcédo do tempo, a liberacdo prematura da substancia
ativa, além da propensdo da suspensdo, pela alta quantidade de &gua, a proliferacdo
microbiana (SCHAFFAZICK et al., 2003a). Além disto, formas farmacéuticas liquidas
sdo mais dispendiosas para a industria farmacéutica, devido aos maiores custos com
transporte, demanda de maior &rea para armazenamento, riscos de quebras e
vazamentos das embalagens.

Neste cenario, existem estudos que propbem técnicas de secagem das

suspensfes de nanocapsulas em pos micrométricos, como a liofilizacdo
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(SCHAFFAZICK et al., 2003a; KHAIATA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2016) e a
secagem por aspersdo (MULLER et al., 2000; GUTERRES et al., 2009; BECK et al.;
2012; HOFFMEINSTER et at., 2012; MARCHIORI et al., 2013; RIBEIRO et al.,
2016). Recentemente, a técnica de impressdo 3D foi proposta por BECK e
colaboradores (2017) para a incorporacdo de nanocépsulas poliméricas a formas
farmacéuticas solidas, como alternativa a etapa intermediaria de conversdao dos
sistemas coloidais a pds micrométricos.

A técnica de granulacdo por via Umida também ja foi proposta como alternativa
para a obtencéo de formas sélidas contendo nanocépsulas poliméricas (FRIEDRICH et
al., 2010). Este estudo foi realizado pela técnica convencional de granulacdo por via
Umida, utilizando mistura manual dos componentes e do sistema aglutinante
(suspensdo de nanocépsulas + polivinilpirrolina a 3%), seguida da granulacdo e
secagem em estufa de ar circulante por 48 horas. Apesar de esta técnica convencional
ser bastante utilizada pela industria farmacéutica, sistemas automatizados, como
sistemas de leito fluidizado, tém sido utilizados em substituicdo as técnicas
convencionais.

O granulador de leito fluidizado permite que o processo de mistura dos pos e a
etapa de granulacdo sejam realizados em uma Unica etapa. Esse granulador realiza a
pré-mistura dos pés da formulacdo, incluindo substancias ativas, diluentes,
desintegrantes, em um leito de ar fluidizado, seguida da granulacdo da mistura por
meio da atomizacdo de um aglutinante liquido sobre o leito de p6s e secagem dos
granulos até a obtencdo do teor de umidade necessario (AULTON, 2005; ALLEN,
2007). Dentre as vantagens da utilizacdo do sistema de leito fluidizado, podemos
destacar a economia de custos, tempo e reducdo das perdas relacionadas as etapas de
transferéncia, além da possibilidade de automacéo, em relacdo a técnica convencional
de granulacdo por via Umida. Apesar de suas vantagens na producdo de formas
farmacéuticas solidas intermediarias ou finais, ndo foram encontrados relatos na
literatura técnica e cientifica do emprego desta estratégia no processo de granulacéo
utilizando nanocapsulas poliméricas.

Muitas vantagens biologicas atribuidas as nanocépsulas poliméricas estdo

relacionadas as suas caracteristicas fisicas e de superficie (especialmente o tamanho de
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particula e area superficial). Portanto, no desenvolvimento de formas farmacéuticas
solidas contendo nanocapsulas de nicleo lipidico, sejam intermediarias ou finais, €
imprescindivel considerar que a redispersdo aquosa dos produtos obtidos deve ser
simples, rapida e permitir a recuperacdo de estruturas na escala nanométrica com
manutencéo da integridade de sua estrutura supramolecular.

Neste contexto, considerando as potencialidades das nanocapsulas de ndcleo
lipidico como sistemas carreadores de farmacos, a necessidade de estratégias que
viabilizem o aumento da estabilidade fisico-quimica e microbiologica destes sistemas
coloidas, os avancos descritos na literatura a respeito da conversdo de sistemas
nanoestruturados liquidos em sistemas sélidos como poés e granulos, e a importancia da
etapa de redispersdo aquosa destas formas farmacéuticas sélidas para garantir as
vantagens dos sistemas nanoestruturados frente aos sistemas convencionais de
administracdo de farmacos, o presente estudo apresenta como hipotese de trabalho a
viabilidade de producdo de formas farmacéuticas solidas intermediarias e/ou finais
contendo nanocépsulas poliméricas, que sejam facilmente redispersiveis em agua,
recuperando o tamanho nanométrico das suspensdes coloidais originais, a partir da
otimizagdo da composicgédo das formulacGes e dos parametros do processo empregados
nas técnicas de secagem por aspersdo e granulacdo em leito fluidizado.

Para a validacdo da hipotese, a presente tese de doutorado foi delineada
contemplando trés etapas principais: 1) a avaliacdo da influéncia do namero de
particulas em suspensdo na redispersibilidade de pds obtidos por secagem por
aspersdo; 2) a avaliacdo dos processos de secagem e redispersdo em agua de pos
obtidos por secagem por aspersdo no controle da liberacdo e na manutencdo da
atividade biologica de um farmaco nanoencapsulado, empregando a curcumina como
substancia ativa modelo; 3) a avaliacdo do processo de granulacdo em leito fluidizado
na obtencdo de granulos contendo nanocapsulas poliméricas e da influéncia das
caracteristicas de superficie das nanocapsulas poliméricas nas suas propriedades de

redispersdo aquosa.
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2.1 Objetivo geral

Estudar o emprego das técnicas de secagem por aspersao e granulacdo em leito
fluidizado na producdo de formas farmacéuticas solidas intermediarias e/ou finais (pos
e granulos) contendo nanocapsulas de ndcleo lipidico, que sejam facilmente
redispersiveis em agua, recuperando a populacdo nanométrica da suspensdo coloidal

original.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir e caracterizar nanocapsulas de nucleo lipidico contendo ou nédo
curcumina;

e Produzir e caracterizar pds redispersiveis contendo nanocapsulas de nucleo
lipidico empregando a técnica de secagem por aspersdo, avaliando a influéncia
dos adjuvantes e da concentracdo de nanoparticulas nas caracteristicas finais do
pos;

e Auvaliar a influéncia do processo de secagem por aspersao no perfil de liberacdo
in vitro e na atividade bioldgica da curcumina nanoencapsulada oriunda da
redipersdo dos pds produzidos;

e Estudar a viabilidade de obtencdo de granulos contendo nanocapsulas de ndcleo
lipidico empregando granulacdo em leito fluidizado e a suspensdo de
nanocépsulas de nucleo lipidico como liquido aglutinante;

e Avaliar a influéncia do revestimento catiénico das nanocapsulas de nucleo
lipidico nas caracteristicas fisico-quimicas e no perfil de redispersdo em agua

dos granulos obtidos por granulacdo em leito fluidizado.
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3.1 Nanocapsulas de nucleo lipidico

Por defini¢do, nanocarreadores sdo caracterizados como sistemas coloidais que,
no campo da medicina, podem ser explorados como vetores de farmacos, capazes de
controlar sua liberacdo em sitios especificos e a sua velocidade de liberacéo a partir da
forma farmacéutica (SCHAFFAZICK et al., 2003a; POHLMANN et al., 2013). Dentre
0s nanocarreadores de farmacos amplamente estudados nas Ultimas décadas,
destacamos as nanoparticulas poliméricas, estruturas organicas com diametro inferior a
1 um, comumente produzidas através de polimerizagdo “in situ” ou por precipitacdo de
polimeros pré-formados (VAUTHIER & BOUCHEMAL, 2009; MORA-HUERTAS et
al., 2010).

Nanocapsulas poliméricas sdo nanoparticulas poliméricas vesiculares, onde
goticulas nanométricas de um componente ou mistura de componentes oleosos sao
envoltas por uma parede polimérica, composta preferencialmente por polimeros
biocompativeis e/ou biodegradaveis, dependendo do uso e da via de administracdo
proposta. Estes sistemas permitem a associacdo de farmacos a sua estrutura, inclusos
ou dissolvidos no nucleo lipidico, dispersos ou adsorvidos na parede polimérica
(SCHAFFAZICK et al., 2003; MORA-HUERTAS et al., 2010).

Nanocapsulas de ndcleo lipidico, por sua vez, sdo nanocépsulas poliméricas que
diferem das nanocépsulas convencionais pela natureza do seu nucleo, que é formado
por um organogel (dispersdo de um lipidio sélido, como o monoestearato de sorbitano,
em um lipidio liquido) (Figura 1A).

A alteracdo na composicdo do nucleo das nanocapsulas de nucleo lipidico
confere a esta plataforma propriedades mecanicas diferenciadas em relacdo as
formulacdes convencionais de nanocapsulas. FIEL e colaboradores (2011) destacaram
em seu trabalho a versatilidade deste sistema, uma vez que suas propriedades
mecanicas e de deformabilidade podem ser moduladas, de acordo com o objetivo para
0S quais estas serdo empregadas. Ainda, POLETTO e colaboradores (2015)
demonstraram experimentalmente que 0 monoestearato de sorbitano, quando presente

no nucleo das nanocapsulas de nucleo lipidico, é capaz de alterar as caracteristicas das
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pseudofases que constituem as nanocapsulas e aumentar significativamente a
capacidade de carga de farmaco destes carreadores, ressaltando suas vantagens

tecnologicas frente as estruturas convencionais.

Figura 1. Representacdo da estrutura supramolecular das nanocapsulas de
nacleo lipidico. (A) Nanocépsula de nuacleo lipidico sem revestimento. (B)
Nanocépsula de nucleo lipidico revestida com quitosana. Composicdo: 1) tensoativo
hidrofilico (polissorbato 80); 2) parede polimérica (poly(é-caprolactone)); 3)
revestimento catibnico (quitosana); 4) nucleo lipidico (componente oleoso +

monoestearato de sorbitano).

Além disso, JORNADA e colaboradores (2012) relataram a capacidade de
controlar as variaveis do processo para a obtencdo de formulagbes de nanocépsulas de
nicleo lipidico com caracteristicas nanotecnoldgicas adequadas. Os autores
propuseram estratégias que possibilitam o aumento da capacidade de carga de

farmacos no sistema, sem comprometimento das suas caracteristicas fisico-quimicas, o
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que reforca o seu potencial promissor para a aplicagdo nas areas cosmeética e
farmacéutica.

Além dos trabalhos citados acima, outros trabalhos publicados na literatura
cientifica demonstram a versatilidade e as vantagens promovidas pela associacdo de
substancias ativas a nanocapsulas de ndcleo lipidico, como o aumento do aporte de
moléculas de interesse bioldgico ao sistema nervoso central (BERNARDI et al., 2009;
FROZZA et al., 2010; DIMER et al., 2014), a alteragdo no perfil de distribuicdo
tissular, incluindo a modificacdo da distribuicdo de ativos nas camadas da pele
(SILVA et al.,, 2013; ANDRADE, 2015), o aumento do indice terapéutico
(BENVEGNU et al., 2012; DETONI et al., 2012), a protecdo do farmaco frente a
inativacdo e degradacdo no meio fisioldgico ou outros fatores extrinsecos (OURIQUE
et al., 2008; ALMEIDA et al., 2010; FONTANA et al., 2009; DETONI et al., 2012)
além do aumento da eficiéncia terapéutica (ZANOTTO-FILHO et al., 2013).

Recentemente foi demonstrado que as nanocapsulas de nicleo lipidico séo
capazes de atuar como facilitadores para o transporte de farmacos através da barreira
hematoencefalica. RODRIGUES e colaboradores (2016) relataram que quando o éster
etilico de indometacina é associado as nanocapsulas de nucleo lipidico, e administrado
em camundongos, tanto pela via oral quanto pela via intravenosa, ha maior efetividade
no tratamento de glioblastoma quando comparado com a indometacina em solucdo,
administrado pelas mesmas vias de administracao.

Alem disso, BENDER e colaboradores (2012) propuseram o desenvolvimento
de uma formulacdo modificada de nanocapsulas de nucleo lipidico, estabilizadas por
uma mistura de polissorbato 80 e lecitina, e revestidas com quitosana, um
polissacarideo catibnico biocompativel, capaz de conferir potencial zeta positivo a
superficie das nanocapsulas polimericas (Figura 1B). O revestimento de nanocapsulas
poliméricas com polimeros catibnicos, como a quitosana, vem sendo propostos como
uma estratégia inovadora a fim de promover interacdes eletrostaticas entre a superficie
carregada positivamente dos nanocarreadores com superficies biolégicas que

apresentam carga negativa (SIQUEIRA et al., 2011).
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CE e colaboradores (2016) observaram que a formulacio de nanocapsulas de
nucleo lipidico revestida com quitosana apresenta potencial aplicacdo na inibi¢do do
crescimento de Staphylococcus aureus, obtido de isolados clinicos. A presenca da
quitosana nas nanocapsulas de ndcleo lipidico contendo dapsona promoveu uma
melhor resposta na inibicdo do microorganismo em relacdo ao farmaco encapsulado
nas nanocapsulas de nucleo lipidico convencionais ou em sua forma livre.

Além disso, a hemocompatibilidade das nanocapsulas de ndcleo lipidico
revestidas com quitosana foi avaliada in vitro, sugerindo que tanto as nanocapsulas
ndo revestidas quanto as revestidas sdo hemocompativeis com células sanguineas
humanas. Esta observacdo reforca o potencial de aplicacdo terapéutica das
nanocapsulas de nucleo lipidico revestidas com quitosana (BENDER et al., 2012).

Adicionalmente, estudos conduzidos nos ultimos quatro anos sugerem potencial
seguranca no emprego das nanocapsulas de nucleo lipidico como sistemas carreadores
de farmacos, a partir de avaliacGes toxicologicas considerando tratamentos agudos e
subcrdnicos empregando diferentes vias de administracdo de farmacos (intraperitoneal,
intravenosa, intradérmica) em ratos (BULCAO et al., 2013; BULCAO et al., 2015;
FRACASSO et al., 2016).

Ao longo dos ultimos cinco anos, a associa¢do da curcumina as nanocapsulas de
nucleo lipidico tem se mostrado uma importante alternativa para contornar
particularidades deste ativo que limitam seu emprego na clinica.

A curcumina é um polifenol derivado do rizoma Curcuma longa,
comercializada como aditivo alimentar e amplamente estudado pelas suas
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes (Figura 2). Sua atividade anti-
fator de necrose tumoral, inibicdo do fator de transcricdo NF-kB, supressdo da
atividade da COX-2, entre outros (HENROTIN et al., 2010).

32



DIEGO F. ANDRADE REVISAO DA LITERATURA

OCHz
HD\/}\” ,____ OH
I = Tm |

| | DC H3

Figura 2. Formula estrutural da curcumina ((1E, 6E)-1,7-bis-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona).

Sua utilizacdo é limitada em formulaces farmacéuticas de uso oral pela sua
baixa biodisponibilidade por essa via, devido ao extenso metabolismo intestinal e
hepatico (ANAND et al.,, 2007) e pela alta suscetibilidade a fotodegradacéo
(HATCHER et al., 2008). No entanto, em estudo recente, ZANOTTO-FILHO e
colaboradores (2013) encapsularam a curcumina em nanocapsulas de nucleo lipidico e
demonstraram um aumento da atividade biol6gica desta molécula quando associada ao
sistema nanoestruturado, no tratamento de modelos pré-clinicos de glioma, em relacdo
a utilizacdo da formulagdo contendo a molécula ndo encapsulada, utilizando a via
intraperitoneal para administracdo, demonstrando a viabilidade e as vantagens da
incorporacao do polifenol as nanocépsulas poliméricas.

Ainda, JAQUES e colaboradores (2013) e HOPPE e colaboradores (2013)
evidenciaram, através do emprego de modelos pré-clinicos de déficit cognitivo,
induzidos por cigarro e AP (1-42) peptideo, respectivamente, a eficiéncia da
associacdo da curcumina as nanocapsulas de nucleo lipidico em aumentar a
biodisponibilidade do ativo no sistema nervoso central. Através de administragdes
pelas vias oral (JAQUES et al., 2013) e intraperitoneal (HOPPE et al., 2013), as
formulagdes foram capazes de prevenir, em maior extensdo que a curcumina em
solucdo, os danos congnitivos induzidos nos modelos estudados.

Diante dos excelentes resultados que vem sendo atribuidos a nanoencapsulagéo
da curcumina como alternativa para seu emprego terapéutico, diversos pesquisadores
tem centrado seus esforcos no desenvolvimento e avaliacdo de sistemas

nanoestruturados que sejam compativeis com esse fim (APENDICE).
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3.2 Secagem por aspersao (spray-drying)

A técnica de secagem por aspersao ou spray-drying é uma técnica amplamente
utilizada para a conversdo de solu¢Ges aquosas ou organicas, suspensdes e emulsdes
em produtos pulvereos, empregada em diversos setores industriais, tais como de
alimentos, de insumos quimicos, farmacéutico e biofarmacéutico. O processo de
secagem por aspersdo consiste na aspersdao de uma formulacdo em uma camara,
geralmente conica, onde ha fluxo de ar ou de um gas inerte em temperaturas elevadas

o suficiente para promover a secagem das goticulas formadas (Figura 3).

- n 1. Alimentagao
:> H 2. Bico atomizador
3. Ar comprimido
4. Entrada de ar
n 5. Aquecimento de ar

A
6. Ciclone
@ 7. Frasco coletor
T 8. Filtro de ar
n @ 9. Exaustao

10. Camara de secagem
1= \/

Figura 3. Esquema de um equipamento para secagem por aspersdo do tipo

spray dryer.

Segundo PATEL e colaboradores (2009), o processo de secagem por aspersao
envolve cinco etapas principais: 1) a concentracdo do material a ser aspergido,
garantindo a viabilidade da recuperacdo do produto seco ao término do processo; 2) a
atomizacdo, estagio onde as goticulas da formulacdo sdo formadas, criando condi¢cdes
Otimas para a evaporacgédo e secagem do produto; 3) O contato da goticula com o ar ou
gas inerte aquecido, que ocorre na camara de secagem e resulta na evaporacdo de

aproximadamente, em condi¢6es bem definidas, 95% da agua ou do solvente organico
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que compde a formulacgéo; 4) A secagem das goticulas propriamente dita, onde em um
primeiro estagio, ha umidade suficiente na goticula para substituir o liquido evaporado
na superficie, proporcionando a evaporacdo do solvente a uma taxa constante € um
segundo estagio, caracterizado pela auséncia de umidade suficiente para manter as
condi¢cdes de saturacdo na superficie das goticulas, gerando um revestimento de
material seco na superficie. Neste segundo estagio a evaporagdo do solvente depende
da difusdo da umidade remanescente através deste revestimento da goticula; 5) A
separacdo do produto, promovido por ciclones, filtros e precipitadores eletrostaticos,
garantindo a separacdo e recuperacdo do produto seco do ar ou gas inerte empregado
no sistema.

Dentre as vantagens da aplicacdo da técnica de secagem por aspersdo, além da
reducdo do conteudo de agua para conversdo de formulacdes liquidas em produtos
solidos, pode-se destacar sua contribuicdo para manutencdo da estabilidade
microbioldgica das formulac@es, a reducdo de riscos de degradagdes quimicas e/ou
bioldgicas, a reducdo de custos envolvidos no armazenamento e transporte dos
produtos e a obtencdo de produtos com propriedades especificas, como melhoria nas
caracteristicas de solubilidade (GHARSALLAOUI et al., 2007).

Dentre os pardmetros criticos capazes de influenciar as caracteristicas do
produto final da secagem por aspersdo, podemos destacar as temperaturas de entrada
do ar no sistema, a tensdo superficial, a viscosidade e o conteudo de solidos que
compde a formulacdo a ser seca, e finalmente a volatilidade dos constituintes da
solucdo, suspensdo ou dispersao de alimentacdo (MICHAEL et al., 1993; MAURY et
al., 2005; PATEL et al., 2007).

No ambito da tecnologia farmacéutica e sistemas de liberacdo de farmacos, a
técnica de secagem por aspersdo vem sendo empregada na producdo de excipientes a
fim de controlar a distribuicdo de tamanho de particulas, o polimorfismo e contetido de
umidade presente nestes produtos. Ainda, viabiliza a obtencdo de substancias de
interesse bioldgico com melhores caracteristicas de compressibilidade (DI MARTINO
etal.; 2001). A microencapsulacdo também é uma abordagem que tem recebido grande

interesse, no que diz respeito a aplicacdo da secagem por aspersdo, possibilitando a
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obtencdo de sistemas capazes de controlar a liberacdo de farmacos a partir de
formulagdes que combinam moléculas de interesse bioldgico a uma matriz, geralmente
polimérica que promove a sua liberacdo em sitios especificos, dependendo da
organizacdo da estrutura e das caracteristicas fisico-quimicas dos componentes da
matriz (PALMIERI et al., 2002).

Por serem suspensfes coloidais aquosas, as nanocapsulas poliméricas estéo
sujeitas ao comprometimento da estabilidade dos sistemas por reacGes de hidrdlise do
polimero e do Oleo, a adsor¢do de moléculas ativas a superficie das nanoparticulas,
presenca de tensoativos adsorvidos, a aglomeracdo das particulas em fungdo do tempo,
a liberacdo prematura da substancia ativa, além da propensdo da suspensdo, pela alta
quantidade de agua, a proliferacdo microbiana (SCHAFFAZICK et al., 2003a).

Objetivando contornar estas limitacdes, neste cenario, existem estudos que
propdem a aplicacdo da secagem por aspersdo dessas suspensfes a um poé
micrométrico contendo nanocapsulas poliméricas, empregando diferentes adjuvantes
de secagem (MULLER et al., 2000; GUTERRES et al., 2009; BECK et al.; 2012;
HOFFMEINSTER et at., 2012; MARCHIORI et al., 2013; RIBEIRO et al, 2016). No
entanto, até o presente, ndo existem estudos que objetivem o melhoramento das
caracteristicas de redispersao dos pds secos contendo nanocapsulas de nucleo lipidico,
obtidos a partir da secagem por aspersdo. Ainda, analises detalhadas, atraves da
combinacdo de diversas técnicas analiticas, visando a comprovacao da redispersdo dos
nanocarreadores, quando em contato com a &gua, garantindo o tamanho nanométrico
das particulas redispersas, que assegura as vantagens no emprego destes sistemas
como sistemas de liberacdo de farmacos, frente as propostas convencionais, ndo estao
bem descritas na literatura cientifica.

Recentemente, uma nova técnica para a secagem por aspersdo vem sendo
proposta, baseada em uma tecnologia de atomizacdo vibracional e separacdo de
particulas por cargas eletrostaticas (Nano Spray-Dryer®). Esta técnica possibilita o
emprego de pequenas quantidades de materiais para a obtencdo de pds com alto
rendimento de processo. No entanto, esta abordagem é voltada principalmente para a

obtencgédo de particulas submicrométricas a partir de solucdes ou dispersdes diluidas e
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ndo para a conversao de nanocapsulas poliméricas em formas farmacéuticas solidas
(FONTANA et al., 2014; DURLI et al., 2014; BEBER et al., 2014).

3.3 Granulag¢éo empregando leito fluidizado

A granulacdo é um processo amplamente empregado na producdo de formas
farmacéuticas sélidas intermediarias e/ou finais, que consiste em agregar pequenas
particulas formando particulas de massas maiores, preservando a identificacdo das
particulas primarias que compfe o granulo. Na granulacdo por via umida em leito
fluidizado, estratégia empregada para aglomerar farmacos e substancias de interesses
bioldgicos e excipientes, um aglutinante liquido é pulverizado sobre particulas dos
pos, enquanto fluidizadas em uma torre de processamento, para a producdo de
granulos (MORIN & BRIENS, 2014) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de um granulador em leito fluidizado.

O granulador em leito fluidizado permite que o processo de mistura dos pds, a
granulacdo e a secagem se déem em uma Unica etapa. Esse granulador realiza a preé-
mistura dos pés da formulagdo, incluindo substancias ativas, diluentes, desintegrantes,
em um leito de ar fluidizado, seguida da granulacdo da mistura por meio da
atomizacdo de um aglutinante liquido sobre o leito de pos e a secagem dos granulos
até a obtencdo do teor de umidade necessario (AULTON, 2005; ALLEN, 2007).
Dentre as vantagens da utilizacdo do sistema de leito fluidizado, podemos destacar a
economia de custos, tempo e reducdo das perdas de transferéncia, além da
possibilidade de automacéo, em relacdo a técnica convencional de granulacdo por via

Umida.
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Em trabalho recente, nosso grupo de pesquisa propds o emprego da técnica de
granulacdo por via Umida como alternativa para a obtencdo de granulos contendo
nanocapsulas poliméricas (FRIEDRICH et al., 2010a). No referido estudo, uma
combinacdo de suspensdo de nanocédpsulas com polivinilpirroldona a 3% foi
empregada como sistema aglutinante. No entanto, esses estudos foram realizados por
técnica convencional de granulagdo por via umida, utilizando-se mistura manual dos
componentes e do sistema aglutinante. Além disso, os granulos foram submetidos a
secagem em estufas de ar circulante, durante 48 horas. Apesar de esta técnica
convencional ser bastante utilizada pela industria farmacéutica, sistemas
automatizados como sistemas em leito fluidizado tém sido utilizados em substituicdo
as técnicas convencionais.

YAMAMOTO e colaboradores (2007) propuseram a producdo de granulos de
manitol contendo insulina associada a nanoesferas de PLGA, empregando um
granulador que combina secagem por aspersdo ao leito fluidizado (Spray-drying
fluidized bed granulator). O produto obtido demonstrou propriedades fisico-quimicas
favoraveis para a aplicacdo pela via inalatoria, confirmadas por estudos in vitro e in
Vvivo.

Além disso, alguns autores propuseram como alternativa para a conversao de
sistemas  nanoestruturados, mais precisamente  nanoesferas  fosfolipidicas
(KAWASHIMA et al., 1992) e nanoemulstes (LEI et al., 2011), em formas
farmacéuticas solidas, o emprego do leito fluidizado para o revestimento de pellets. De
acordo com os autores, o processo de revestimento de pellets empregando o0s
diferentes sistemas nanoestruturados, possibilitou a obtencdo de formas farmacéuticas
solidas que, apos a redispersao, recuperaram nanoestruturas com diametro préximo ao
didmetro original dos nanocarreadores empregados. No entanto, nestes trabalhos a
redispersdo foi atestada exclusivamente através da analise de diametro médio de
particula por espalhamento de luz dindmico. Além disso, foram empregadas estratégias
como a utilizagdo de agua ultrapura aquecida e a incubacéo dos pelletes com agua por

tempo determinado, para que a redispersdo fosse promovida.
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BOSE e colaboradores (2012) propuseram a granulacdo de nanosuspensdes de
um composto de interesse biolégico empregando o granulador de leito fluidizado.
Neste estudo, os autores observaram que pela natureza hidrofébica do composto
nanoestruturado (nanosuspensdo de um composto pouco solivel em agua), existe uma
limitacdo na quantidade da substancia que pode ser incorporada para a formacgédo dos
granulos, pois a sua natureza hidrofébica pode aumentar a hidrofobicidade dos
aglomerados formados, prejudicando assim a sua redispersdo em agua. No que diz
respeito a avaliacdo da influéncia do material de suporte empregado para a producéo
dos granulos, os autores concluem que o manitol, comparado a lactose, foi capaz de
promover uma melhor redispersao das particulas que integram a nanosuspensao.

Apesar das suas caracteristicas como processo de producdo de formas
farmacéuticas solidas intermediarias e ou finais (granulos) e dos promissores
resultados atribuidos a conversdo de nanosuspensdes, nanoemulsdes e nanoesferas
fosfolipidicas em formas farmacéuticas sélidas empregando o leito fluidizado ja
descritas, ndo foram encontrados relatos na literatura cientifica do emprego desta
estratégia no processo de granulacdo como método de estabilizacdo fisica e conversao
em forma solida de nanocépsulas poliméricas. Ainda, ndo estdo disponiveis na
literatura atual, estudos que aprofundem a discusséo sobre a influéncia das
caracteristicas de organizacdo supramolecular dos sistemas nanoestuturados no
processo de redispersdo de formas farmacéuticas solidas obtidas empregando a

granulagéo em leito fluidizado.
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4.1 Apresentacao

O trabalho desenvolvido por MULLER e colaboradores (2000) foi pioneiro na
proposicdo do emprego da técnica de secagem por aspersao para a obtencdo de formas
farmacéuticas sélidas contendo nanoparticulas poliméricas, empregando didoxido de
silicio coloidal como adjuvante de secagem. Este adjuvante de secagem foi empregado
em trabalhos posteriores, tanto para o processo de liofilizagdo (SCHAFFAZICK et al.,
2003), quanto para a secagem por aspersdo de suspensdes de nanoesferas e
nanocapsulas poliméricas (SCHAFFAZICK et al.,, 2006; BECK et al., 2007;
GUTERRES et al., 2009).

TEWA-TAGNE e colaboradores (2007), por sua vez, propuseram diferentes
adjuvantes de secagem hidrossolUveis para a secagem de nanocapsulas poliméricas,
como lactose, maltose, maltodextrina, polivilpirrolidina, hidroximetilcelulose e
hidroxipropilcelulose. Entretanto, neste estudo sistemas diluidos de suspensdes
coloidais foram utilizados para a secagem, compreendendo a relagdo de 1% (m/v)
entre a massa total de nanocéapsulas e o volume de formulacdo a ser seca.

Por sua vez, HOFFMEISTER e colaboradores (2012) e MARCHIORI e
colaboradores (2013) também avaliaram o emprego de lactose e/ou maltodextrina,
como adjuvantes de secagem, em concentra¢es de 10% (m/v) na producdo de pds
para a incorporacdo em sistemas semissolidos para uso topico.

Para caracterizacdo destes sistemas pulvéreos, estudos publicados na literatura
avaliam a redispersdo dos pds contendo nanoparticulas poliméricas empregando
técnicas de difracdo de laser e espalhamento de luz dindmica (TOMODA et al., 2008;
HOFFMEINSTER et al.; 2012; MARCHIORI et al.; 2013; SINSUEBPOL et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2016; LI et al., 2016). Muitas vezes a redispersdo € atestada a partir
de altas diluicbes do pd obtido, que nédo representam sistemas capazes de reproduzir
formas farmacéuticas liquidas contendo o redisperso em volumes proprios para

administracdo dos farmacos encapsulados, na dose e pelas vias pretendidas.
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No primeiro capitulo desta tese, buscou-se responder questdes a respeito da
influéncia do nimero de particulas da suspensdo de nanocapsulas de nucleo lipidico na
redispersédo de sistemas pulvéreos obtidos atraves da técnica de secagem por aspersao.
Além disso, objetivou-se compreender as carateristicas fisico-quimicas dos pés obtidos
através da combinacdo de diversas técnicas analiticas.

Os resultados deste estudo estdo apresentados na forma de um artigo, aceito

para publicacdo no periodico Pharmaceutical Development and Technology.
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O capitulo 1 é constituido por artigo cientifico aceito para a publicacdo, conforme
referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido
entre as paginas 45 - 82.

Andrade DF, Vukosavljevic B, Benvenutti EV, Pohlmann AR, Guterres, SS, Windbergs M,
Beck RCR. Redispersible spray-dried lipid-core nanocapsules intended for oral delivery: the
influence of the particle number on redispersibility. Pharm. Dev. Technol. 2018. doi:
10.1080/10837450.2017.1400559
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5.1 Apresentacao

Muitas vantagens bioldgicas atribuidas as nanocapsulas poliméricas estdo
relacionadas as caracteristicas especificas desses sistemas, como o tamanho de
particula, area superficial e a natureza dos componentes de sua superficie (SIQUEIRA
etal., 2011; FRANK et al., 2015; CE et al.; 2016). E necessario, portanto, que apds a
secagem e redispersdo de sistemas nanoestruturados, suas caracteristicas, bem como
sua habilidade de atuar no controle da liberacdo de farmacos sejam preservadas.

Por esta razdo, no capitulo dois desta tese, buscamos compreender o impacto
dos processos de secagem por aspersdo e redispersdao das nanocapsulas de nucleo
lipidico no controle da liberacdo in vitro de uma substdncia bioativa modelo, a
curcumina, bem como sua influéncia na atividade biologica deste composto.

Estudos recentes publicados na literatura cientifica enumeram uma série de
vantagens da associacdo da curcumina a nanocapsulas de nucleo lipidico na prevencéo
de doencas neurodegenerativas e associadas a processos oxidativos, através da
avaliacdo frente a modelos biologicos bem consolidados (ZANOTTO-FILHO et al.,
2013; JAQUES et al., 2013; HOPPE et al., 2013). Considerando suas potencialidades
terapéuticas, bem como as recentes descobertas a respeito da propriedade das
nanocapsulas de nudcleo lipidico atuarem como facilitadores para o transporte de
farmacos através da barreira hematoencefdlica (RODRIGUES et al., 2016), a
curcumina foi selecionada como molécula modelo para estudos envolvendo a
producdo de formas farmacéuticas soélidas facilmente redispersiveis para a
administracdo pela via oral, atendendo as perspectivas do trabalho descrito no capitulo
| desta tese.

No presente capitulo deste exemplar estudamos a producéo e caracterizacdo de
formas farmacéuticas sélidas intermediarias e/ou finais contendo curcumina associada
a nanocapsulas de nucleo lipidico, facilmente redispersiveis em agua, e avaliamos a
influéncia da presenca da curcumina nas caracteristicas fisico-quimicas da formulacéo
proposta no capitulo anterior. Ainda, buscamos compreender o impacto dos processos

de secagem e redispersdo das nanocapsulas de ndcleo lipidico no controle da liberacdo
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in vitro do farmaco e na atividade neuroprotetora da curcumina, frente a um modelo
bioldgico bem estabelecido (culturas primarias de hipocampo cerebral de ratos).
Os resultados apresentados estdo organizados na forma de um artigo cientifico,

em fase de redacéo.
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O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo das paginas compreendido entre as paginas 87 - 118, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacdo para publicacdo em periodico cientifico. Consta da descricéo,
caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo bioldgica de uma formulacdo seca de curucumina
associada a nanocéapsulas de nucleo lipidico (1 mg.mL-1), facilmente redispersivel, obtida
através da técnica de secagem por aspersao, objetivando a administracdo pela via oral. Ap6s
0s processos de secagem e redispersdo dos po6s obtidos neste estudo, a formulagdo proposta
foi capaz de controlar a liberagdo in vitro da curcumina e demonstrou atividade
neuroprotetora frente a um modelo de resposta inflamatéria induzida por LPS em cultura

organotipica de hipocampo cerebral de ratos.
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6.1 Apresentagao

No ambito da producdo de formas farmacéuticas solidas, a granulacéo é
um processo bastante empregado na inddstria farmacéutica para a preparacdo de
granulos. Inicialmente, os granulos eram preparados a fim de melhorar o fluxo e
as caracteristicas relacionadas a compressdo de pos, tanto para farmacos no
estado sélido quanto adjuvantes farmacéuticos. Atualmente produz-se granulos
tanto como um produto intermediario empregado na producdo de comprimidos,
quanto como produto final para a administracdo direta pelo paciente, pela via oral
(PARIKH et al., 1997; AGRAWAL et al., 2011).

Diversas outras vantagens podem ser atribuidas aos granulos, em relacéo a
poOs e misturas de pos. Dentre elas, destacam-se a possibilidade do melhoramento
da uniformidade da dose, 0 aumento da densidade bruta do produto, o controle da
liberacdo de farmacos, a reducdo na geracdo de névoas e consequente reducédo da
exposicdo dos trabalhadores no processo de producdo de solidos na industria
farmacéutica e a obtencdo de produtos finais com melhor aparéncia (AGRAWAL
etal., 2011).

Considerando estes fatores, somados a necessidade da avaliacdo de
estratégias capazes de aumentar a estabilidade fisico-quimica e microbioldgicas
de sistemas nanestruturados, em um trabalho recente, nosso grupo de pesquisa
prop6s o emprego da técnica de granulacdo por via Umida, como alternativa para
a obtencdo de granulos contendo nanocépsulas poliméricas (FRIEDRICH et al.,
2010). No entanto, esse estudo foi realizado por técnica convencional de
granulacdo por via Umida, utilizando-se mistura manual dos componentes e do
sistema aglutinante, demandando custos, tempos e perdas de rendimento em
decorréncia de particularidades do processo. Apesar de esta técnica convencional
ser bastante utilizada pela industria farmacéutica, sistemas automatizados, como
sistemas de leito fluidizado, tém sido utilizados em substituicdo as técnicas
convencionais.

O capitulo 111 deste exemplar propde, de maneira inédita, a producdo de

granulos contendo nanocépsulas de nucleo lipidico, como sistema aglutinante e
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possivel carreador de farmacos, empregando o granulador de leito fluidizado em
substituicdo a técnica convencional de granulacdo. Ainda, foram empregadas
nanocapsulas de nucleo lipidico com diferentes caracteristicas de superficie a fim
de obter respostas a respeito do impacto das caracteristicas supramoleculares dos
nanocarreadores nos processos de granulacdo e de redispersdo aquosa dos
produtos obtidos.

Os resultados apresentados serdo organizados na forma de um artigo
cientifico, em fase de redacéo.
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O texto completo do capitulo 3, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo das paginas compreendido entre as paginas 123 - 148, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico cientifico. Consta da descri¢do e
caracterizagdo fisico-quimica de formulacbes de granulos facilmente redispersiveis, obtidos
através do processo de granulacdo em leito fluidizado. Foram empregados maltodextrina
como material de carga e suspensbes de nanocapsulas de nucleo lipidico, sem e com
revestimento catidnico, e consequentemente diferentes caracteristicas de superficie, como
liquidos aglutinantes. O rendimento dos processos foi proximo a 90%; o teor de umidade dos
granulos obtidos foi inferior a 4% e as formulacbes apresentaram boas caracteristicas de
fluxo. O revestimento catidnico das nanocédpsulas poliméricas auxiliou a redispersdo dos

granulos em &gua.
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O interesse na obtencdo de formas farmacéuticas sélidas contendo sistemas
nanoestruturados é uma realidade no ambito da pesquisa relacionada a tecnologia
farmacéutica e desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos, principalmente
nas duas ultimas décadas (SCHAFFAZICK et al., 2003a; KHAIATA et al.; 2012;
BECK et al.; 2012; HOFFMEISTER et al., 2012; MARCHIORI et al.; 2013). A
secagem por aspersdao (TEWA-TAGNE et al.,, 2007; HOFFMEISTER et al.; 2012;
MARCHIORI et al; 2013), liofilizacdo (ABDEWAHED et al., 2006), granulagdo por
via umida (FRIEDRICH et al., 2010) e granulacdo empregando leito fluidizado (BOSE
et al.,, 2012; BHAKAY et al., 2013) sdo exemplos de processos que vem sendo
estudados como alternativas para a conversdo de sistemas nanoestruturados, como
nanoesferas e nanocapsulas em formas farmacéuticas solidas intermediarias e/ou finais
de nanomedicamentos. Considerando a secagem por aspersdo, € importante que a
escolha dos adjuvantes de secagem atenda necessidades especificas para a obtencéo de
um produto seco com caracteristicas compativeis com o fim a que se destina o produto
farmacéutico.

No ambito do desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas contendo
nanocapsulas de nuacleo lipidico, é imprescindivel considerar o fato de que muitas
vantagens biologicas destes sistemas estdo relacionados as caracteristicas fisico-
quimicas e de superficie das nanoparticulas (tamanho de particula e area superficial).
Logo, € muito importante que po6s contendo nanoparticulas sejam facilmente
redispersiveis em ambiente aquoso, liberando estas particulas no meio e protegendo a
sua integridade ap0s a redisperséo.

Até o momento ndo existem protocolos bem estabelecidos que orientem quais
técnicas devem ser empregadas para a avaliacdo da redispersdo de um sistema
nanoestruturado a partir de pds obtidos por secagem por aspersdo. A maioria dos
estudos relatados na literatura cientifica avalia a redispersdo a partir de pequenas
quantidades de pé dispersos em grandes volumes de 4gua, empregando técnicas como
a difratometria de laser ou espalhamento de luz dindmica. E bastante comum também
encontrar protocolos que empregam alta temperatura, o uso de tensoativos ou banho de
ultrassom para favorecer a redispersdo de nanoparticulas, o que néo reflete condicgdes

usuais para a realizacdo destes procedimentos, considerando a aplicacdo destes
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sistemas como formas farmacéuticas (TOMODA et al., 2008; TOMODA et al.; 2009;
KAYE et al., 2009; SCHAFROTH et al., 2012; SINSUEBPOL et al., 2013).

No capitulo | desta tese foi relatada a proposicdo de uma estratégia para a
producdo de pos facilmente redispersiveis contendo nanocapsulas de ndcleo lipidico,
como uma promissora forma farmacéutica para a administracao pela via oral. O estudo
foi delineado para investigar e avaliar a influéncia do numero de particulas da
suspensdo original, empregada no processo de secagem, nas propriedades de
redispersédo do produto seco.

Segundo TEWA-TAGNE e colaboradores (2007), a solubilizacdo dos
adjuvantes de secagem, constituindo uma solucdo aquosa destes componentes, prévia a
mistura com a suspensdo de nanocapsulas, é fundamental para a obtencéo de produtos
secos contendo nanoparticulas poliméricas. De acordo com os autores, esta é uma
etapa importante do processo, capaz de evitar interacBes solido/solido entre os
carreadores nanoestruturados e a superficie dos adjuvantes, que pode ocorrer no caso
da dissolucédo direta dos adjuvantes na suspensdo de nanocapsulas. Alem disso, este
procedimento favorece a homogeneidade do redisperso.

No presente trabalho avaliamos formulacBes onde esta pré-diluicdo dos
adjuvantes foi realizada em diferentes propor¢des (F50:50, F75:25) e comparamos
com uma formulacdo onde a solubilizacdo dos adjuvantes foi realizada na propria
suspensdo de nanocapsulas de ndcleo lipidico (F100). Considerando o mesmo volume
de formulacdo a ser empregada no processo de secagem por aspersdo, as trés
formulacdes diferiram entre si em funcdo do nimero de particulas das nanocapsulas de
nacleo lipidico na formulacdo inicial utilizada para a obtencdo dos pds. Foram
empregados como adjuvantes de secagem, para um volume final de 50 mL de
formulacéo a ser seca, 2,25 g de maltodextrina e 0,25 g de L-leucina.

Somente uma das formulag6es avaliadas, representada como F50:50 (25 mL de
solucdo aquosa dos adjuvantes para 25 mL de suspensdo de nanocapsulas), resultou na
recuperacdo de populacdo de particulas na escala nanométrica a partir da sua
redispersdo em agua, empregando a técnica de difratometria a laser.

A L-leucina, empregada neste estudo pelas suas propriedades lubrificantes e

tensoativas, teve papel fundamental na recuperacdo das particulas na escala
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nanomeétrica. Segundo GLINISKI e colaboradores (2000), a L-leucina quando em
solucdo aquosa € capaz de reduzir rapidamente a tensdo superficial, o que pode
corroborar nossa hipotese. Apos produzir uma formulacdo nas mesmas condigdes da
formulacdo F50:50, omitindo a presenca da L-leucina, ndo foi possivel observar a
recuperacdo de particulas na escala nanométrica empregando a técnica de difratometria
de laser.

No entanto, as demais formulagdes avaliadas, apesar de conterem L-leucina em
sua composicdo, ndo foram capazes de promover a redispersdo das nanoparticulas
quando em meio aquoso. Por esta razdo, buscamos o entendimento da influéncia do
namero de particulas na eficiéncia da redispersdo das nanocapsulas de nucleo lipidico
a partir dos pos produzidos neste estudo, empregando técnicas como a analise da area
superficial e a microscopia confocal Raman.

Pela analise de area superficial das formulacbes propostas neste estudo,
observamos uma relacdo inversa entre o numero de particulas da suspensdo de
nanocapsulas empregado no processo de secagem e a area superficial dos pds obtidos.
Desta forma, a formulacdo F50:50 demonstrou menor reducéo da area superficial em
comparacdo com uma formulacdo preparada com os adjuvantes de secagem sob as
mesmas condi¢Bes, porém sem nanocdpsulas em sua composicdo. Este resultado
sugere a importancia da ndo saturacdo da area superficial das particulas dos adjuvantes
de secagem, com as nanocapsulas poliméricas, no perfil de redispersdo dos pos obtidos
pela técnica de secagem por aspersao.

A espectroscopia confocal Raman mostra-se uma promissora ferramenta,
bastante Gtil na andlise de processos tecnoldgicos envolvidos na produgdo de formas
farmacéuticas solidas, como capsulas e comprimidos, como instrumento para a
monitorizacdo dos produtos intermediarios ap0s cada operacdo unitaria (BEER e at al.,
2011; PAUDEL et al., 2015). No estudo da influéncia do nimero de particulas de
nanocapsulas de nucleo lipidico nas caracteristicas de redispersdo de pos, esta técnica
forneceu informacdes relevantes que auxiliam na compreensdo do processo. A partir
das analises podemos observar que aquelas formulacBes que ndo redispersaram
facilmente em agua (F75:25 e F100) possuiam sua superficie recobertas por

nanoparticulas de nucleo lipidico, ndo sendo possivel a observacdo dos adjuvantes
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hidrofilicos nesta superficie. No entanto, na formulacdo F50:50 LNC, tanto as
nanocapsulas quanto a maltodextrina e a L-leucina puderam ser observadas em
diferentes localizacGes da superficie dos aglomerados que compde o produto seco.
Esta informacdo facilita o entendimento das diferencas na redispersdo das
nanocapsulas de ndcleo lipidico em agua a partir dos diferentes pds obtidos e
corroboram os resultados obtidos para a area superficial dos diferentes pdés. A co-
localizacdo dos adjuvantes hidrofilicos na superficie dos aglomerados permite a
melhor difusdo da agua atraves do po, facilitando a ressuspersao das nanocapsulas para
que se obtenha novamente uma populacao de particulas na escala nanométrica.

Finalmente, objetivando avaliar a extensé@o da redisperséo alcangada a partir da
reconstituicdo da formulacdo F50:50 em agua, comparamos o numero de particulas do
redisperso com o numero inicial de particulas das suspensbes de nanocapsulas.
Aproximadamente 75% do numero estimado de particulas por unidade de volume de
nanocapsulas de nucleo lipidico foram recuperados no redisperso, em comparagdo com
a suspensdo original, reforcando a caracteristica da formulacdo proposta como
facilmente redispersivel em agua.

No entanto, quando um farmaco ou um ativo € associado a estrutura das
nanocapsulas de ndcleo lipidico, € fundamental que os efeitos da secagem por aspersao
e posterior redispersdo em agua da formulacéo proposta sejam avaliados. No capitulo
Il desta tese, foi empregada a curcumina, como substancia ativa modelo, associada as
nanocapsulas de nucleo lipidico, para realizar a avaliacdo destes efeitos.

A curcumina € um polifenol natural, derivado do rizoma da Curcuma longa,
amplamente comercializada como aromatizante, preservante ou agente de cor em
alimentos disponiveis em diversos paises (GUPTA et al., 2013). Diversas pesquisas,
ao longo dos ultimos anos, atribuem uma série de efeitos benéficos a este polifenol e
vem sendo conduzidas a fim de compreender sua acdo farmacoldgica, muitas vezes
associada as suas propriedades antioxidante e anti-inflamatoria, para viabilizar o
emprego desta molécula como um farmaco com potencial aplicacdo na prevencéao e
tratamento de diversas enfermidas, como doencas associadas a processos oxidativos e
neurodegenerativos (SHISHODIA et al., 2005; BELKACEM I et al., 2011).
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Trabalhos prévios publicados pelo nosso grupo de pesquisa sugerem a
superioridade do desempenho da curcumina nanoencapsulada em relagdo ao polifenol
em solugdo, no tratamento de manifestagdes relacionadas a processos
neuroinflamatorios, a partir de observacdes em modelos in vitro e in vivo. JAQUES e
colaboradores (2013) demonstraram a habilidade da formulagdo de curcumina
nanoencapsulada em prevenir déficit cognitivo em ratos, quando animais expostos a
fumaca de cigarro, tratados diariamente durante um periodo de 30 dias, através de
administracdo por via oral de 4 mg/kg da suspensdo de nanocapsulas de nucleo
lipidico contendo curcumina. HOPPE e colaboradores (2013), por sua vez,
demonstraram a superioridade da formulagcdo contendo curcumina nanoencapsulada
através da avaliacdo de modelo in vivo de neuroinflamacdo induzida pelo peptidio
beta-amiloide, através do tratamento de ratos pela via intraperitoneal durante 10 dias
consecutivos. Os autores sugerem a superioridade dos efeitos observados ao aumento
da biodisponibilidade da curcumina em nivel de sistema nervoso central, quando
associada a sistemas nanoestruturados.

No entanto, apesar das potencialidades da formula¢do de curcumina associada
as nanocépsulas de nucleo lipidico, a aplicacdo industrial da formulagdo em forma de
suspensdo € ainda restrita, devido as dificuldades associadas a manutencdo da
estabilidade fisico-quimica e microbioldgica destes sistemas. Neste contexto,
estratégias tecnoldgicas usualmente empregadas para a obtencdo de formas
farmacéuticas sélidas, como a secagem por aspersdo, vém ao encontro das
perspectivas da industria farmacéutica para viabilizar a futura producdo e
comercializagdo destes sistemas nanoestruturados.

Os objetivos do capitulo Il desta tese compreenderam a obtencdo de uma forma
farmacéutica solida facilmente redispersivel em agua a partir de uma formulacéo
contendo curcumina associada a nanocapsulas de nucleo lipidico (1 mg/mL) para a
administracédo por via oral, a avaliacdo do impacto das etapas de secagem e redisperséo
em agua do poO obtido nas caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas e a
avaliacdo de sua influéncia na atividade biolégica do polifenol empregando um

modelo de neuroinflamag&o in vitro.
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Em estudo recente, foi descrita, de maneira inovadora, a capacidade da
formulacdo de nanocépsulas lipidicas de atuar como facilitador no transporte de
farmacos através da barreira hematoencefalica. Estudos in vivo evidenciaram a
habilidade das nanocépsulas de transpor esta barreira, atingindo assim o sistema
nervoso central, tanto ap6s administragdo intravenosa quanto oral da formulagcdo em
camundongos (RODRIGUES et al., 2016). Além disso, quando associada
indometacina ou éster etilico de indometacina nestas formulacdes, foram observados
resultados mais eficientes no tratamento de glioblastoma apds administracdo
intravenosa ou oral, comparando-se a solugdo de indometacina.

O conjunto destas evidéncias cientificas nos encorajou a propdr o
desenvolvimento de uma formulacdo de poO facilmente redispersivel contendo
nanocapsulas de nucleo lipidico para administracdo oral empregando a curcumina
como molécula modelo. Com este objetivo, produzimos formulacdes obtidas pela
técnica de secagem por aspersdo e com composi¢cdo semelhante a formulagdo F50:50,
descrita no capitulo | deste trabalho, substituindo a formulacdo de nanocépsulas sem
farmaco, por nanocéapsulas contendo curcumina (1 mg/mL).

As suspensdes de nanocépsulas foram previamente caracterizadas de acordo
com suas caracterisitcas fisico-quimicas e os resultados estdo em conformidade com
estudos prévios (ZANOTTO-FILHO et al., 2013; HOPPE et al., 2013; JAQUES et al.,
2013). O processo de secagem deu origem a um p6 amarelo brilhante, caracteristica
inerente & presenca da curcumina, fino e homogéneo. Esta é a primeira vez que o
procedimento de secagem por aspersdo é empregado para a producdo de pos contendo
curcumina associada a nanocapsulas de ndcleo lipidico.

O rendimento do processo foi em torno de 67%, considerado adequado para a
técnica em questdo e de acordo com os achados de pesquisadores que investigaram a
secagem de sistemas contendo nanoparticulas pos secagem por aspersao
(MARCHIORI et al., 2012; HOFFMEINSTER et al., 2012). Apesar da nossa
preocupacdo em relacdo a possiveis perdas no teor da curcumina no produto final,
decorrente de sua instabilidade frente ao calor (ESATBEYOGLU et al., 2015),
obtivemos teor préximo a 100% do valor teorico calculado. Este resultado esta de

acordo com o resultado descrito por LIU e colaboradores (2016), que também
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encontrou valores proximos a 100%, empregando temperatura de 150 °C na secagem
de microparticulas contendo curcumina, sugerindo que a técnica de secagem por
aspersdo € uma abordagem viavel a secagem de polifendis sensiveis ao calor.

Analises morfoldgicas realizadas empregando microscopia eletrénica de
varredura revelaram particulas esféricas, com superficie lisa, em concordancia com os
resultados observados no trabalho descrito no capitulo | deste exemplar. Na
sequencia, avaliamos a redispersdo dos poOs obtidos a partir da redispersdo de
quantidade suficiente de p6 em volume pré estabelecido de agua ultrapura, suficiente
para recuperamos a concentragdo inicial de curcumina presente na suspensdo de
nanocépsulas (1 mg/mL). Os perfis de distribuicdo de tamanho de particula observados
através da técnica de difratometria de laser, entre a suspensdo de nanocapsulas de
curcumina e o redisperso, foram sobreponiveis, demonstrando a capacidade de
redispersdo dos sistemas carreadores novamente na escala nanométrica, gquando
redispersos em agua.

Os estudos de liberacdo in vitro das formulacdes, conduzidos sobre as mesmas
condicBes analiticas para as formulagbes de curcumina livre, suspensdo de
nanocépsulas de ndcleo lipidico contendo curcumina e a formulacdo do redisperso de
nanocapsulas, demonstrou similaridade entre os perfis de liberacdo das duas ultimas
formulagdes, evidenciando o controle da liberagéo da curcumina nanoencapsulada em
relacdo a sua forma livre, tanto para a suspenséo original de nanocapsulas quanto para
o redisperso. Conforme discutido previamente neste estudo e em trabalhos publicados
na literatura cientifica, o controle da liberacdo é fundamental para a observacdo das
vantagens do emprego de sistemas carreadores nanoestruturados (FONTANA et al.,
2011; ZANOTTO-FILHO et al; 2013). No presente estudo, demonstramos que 0
processo de secagem das suspensdes de nanocapsulas ndo afeta o controle da liberacéo
in vitro da curcumina.

Além disso, é importante destacar que as formulacdes contendo curcumina
nanoencapsulada, suspensdo e redisperso, apresentam perfil de liberagdo in vitro
compativel com um modelo de ordem zero. Um dos maiores objetivos na producéo de
sistemas de liberacdo controlada ¢ a manutencdo das concentracGes plasmaticas do

farmaco dentro da janela terapéutica durante um periodo extendido (ZHAO et al.,
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2016). Desta forma, sistemas que promovem liberacdo controlada e constante do
farmaco, como os sistemas que seguem a cinética de liberacdo de ordem zero, sdo
extremamente desejaveis.

Para avaliar o impacto do processo de secagem e redispersdao na atividade
bioldgica da curcumina, empregamos o modelo de neuroinflamacéo induzida por LPS
em culturas organotipicas de hipocampo cerebral. Este modelo apresenta vantagens em
relacdo a avaliacdo frente a cultura de células isoladas, visto que as interacdes
celulares sdo preservadas, possibilitando o estudo de respostas tanto de células
neuronais quanto de células da glia (FROTSCHER et al., 1995; FROZZA et al., 2013).

A resposta inflamatoria inclui a ativacdo da microglia e dos astrécios,
resultando na liberacdo de mediadores como citocinas, neurotransmissores e espéecies
reativas de oxigénio (TUPPO et al., 2005). A partir da avaliagdo de biomarcadores
como 0 TNF-o e a interleucina 1-f, comparando formulagbes de curcumina
nanoencapsulada (suspensdo e redisperso) e em sua forma livre, observamos que
somente os pré-tratamentos com a formulacdo contendo a curcumina associada as
nanocapsulas de nucleo lipidico foram capazes de atenuar os niveis de TNF-a
liberados em relacdo aos grupos controle que ndo receberam tratamento, 48 horas apds
o0 estimulo inflamatorio.

Pode-se sugerir que este melhor efeito observado para as nanocépsulas de
nucleo lipidico contendo curcumina pode estar associado ao controle da liberacdo do
polifenol a partir do sistema carreador, resultando em maior biodisponibilidade deste
para as células (HOPPE et al., 2013). Assim, as nanocapsulas permitiram a entrega da
curcumina de maneira controlada as células, resultando na persisténcia do seu efeito
anti-inflamatdrio apds 48 horas ap6s o estimulo induzido por LPS.

Em relacdo aos niveis de IL 1-B, apesar de haver aumento na liberacdo do
biomarcador quando h& o estimulo inflamatério provocado pelo LPS, ndo houve
diferenca estatistica entre niveis mensurados, considerando os diferentes pré-
tratamentos (curcumina livre, suspensdo de nanocapsulas ou redisperso). Como o0s
nives de IL-1pB liberados no meio de cultura foram muito inferiores em relacdo aos
niveis de TNF-a, suas determinacdes foram realizadas bastante proximas ao limite de

quantificacdo do método empregado (Ensaio Imunoenzimatico). Possivelmente a
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menor precisdo dos dados proximos ao menor nivel de concentragdo da curva analitica
contribuiu para a maior dispersdo dos dados obtidos e consequente ndo observagao de
diferencas estatiticas entre os diferentes pré-tratamentos.

Desta forma, os resultados obtidos demonstram que ndo ha alteracBes nas
caracteristicas fisico-quimicas do sistema nanoestruturado apds as etapas de secagem e
redispersdo em agua, nem reducdo na atividade bioldgica do ativo decorrente dos
processos empregados na obtengdo da forma farmacéutica sélida.

O conjunto de resultados apresentados no capitulo Il deste trabalho torna a
formulagdo seca de nanocéapsulas de nucleo lipidico contendo curcumina candidata a
producdo de um sistema facilmente redispersivel em agua, visando a administracéo
oral, uma vez que trabalhos anteriores demonstram a capacidade de observar efeitos
em nivel de sistema nervoso central quando esta formulacdo é administrada pela via
proposta. Ainda, o estudo reforca o potencial da formulacdo de nanocépsulas de ndcleo
lipidico contendo curcumina de ser administrada ndo somente no tratamento, mas
também na prevencdo de quadros neurodegenerativos associados a processos
inflamatérios. Na avaliacdo realizada, foi possivel demonstrar a habilidade da
curcumina nanoencapsulada em prevenir danos associados a inducdo de um quadro
inflamatorio em modelo de neuroinflamacéo induzida por LPS em cultura priméria de
hipocampo cerebral de ratos.

Além da secagem por aspersio (TEWA-TAGNE et al, 2007;
HOFFMEINSTER et al.; 2012; MARCHIORI et al; 2013), técnicas como a
liofilizacdo (ABDEWAHED et al., 2006), impressdo 3D (BECK et al., 2017),
granulacdo por via imida (FRIEDRICH et al., 2010) e granulacdo empregando leito
fluidizado (BOSE et al., 2012; BHAKAY et al., 2013) s&do exemplos de processos que
vem sendo estudados como alternativas para a conversdo de sistemas nanoestruturados
aquosos em formas farmacéuticas secas. O emprego da secagem por aspersdo foi
previamente discutido nessa secdo. A liofilizacdo também é descrita como um bom
método para a conversdo de nanoesferas e nanocapsulas em formas solidas, desde que
0s adjuvantes de secagem sejam selecionados adequadamente (ABDEWAHED et al.,
2006). No entanto, sabe-se que este € um processo relativamente caro, que envolve um

grande consumo de energia e tempo, tornando sua aplicacdo limitada no &mbito da
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industria farmacéutica. Ainda, os pos obtidos por liofilizacdo, de maneira geral,
apresentam fluxo deficiente, condicionando seu emprego para a producdo de formas
farmacéuticas solidas para administracéo oral.

Ha alguns anos, FRIEDRICH e colaboradores (2010) demonstraram a
viabilidade da granulacdo por via umida para a obtencdo de formas farmacéuticas
solidas contendo nanocépsulas poliméricas. Contudo, a granulacdo por via Umida,
quando realizada pelo método classico, apresenta uma série de desvantagens,
relacionadas principalmente a necessidade do emprego de mais de uma etapa, em
diferentes equipamentos, para a obtencdo do produto final (HANSULD et al., 2014).
Neste contexto, a granulacdo empregando o granulador de leito fluidizado, desponta
como uma alternativa moderna a ser considerada para a obtencdo de granulos pela via
Umida. Este equipamento permite que as etapas de granulacdo sejam realizadas em um
maodulo unico, permitindo a completa automatizacdo do processo e otimizacao de seus
parametros.

No capitulo Ill desta tese, propusemos a obtencdo de granulos contendo
nanocapsulas de nucleo lipidico a partir do granulador em leito fluidizado; além disso,
considerando a importancia da manutencdo das caracteristicas estruturais dos
nanocarreadores ap0s o0 processo de redispersdo em agua, avaliamos a influéncia do
revestimento catiénico das nanocapsulas de ndcleo lipidico, tanto nas propriedades
fisico-quimicas relacionadas a redispersdo quanto as propriedades de fluxo dos
granulos obtidos.

Para a producdo dos granulos foram empregadas nanocapsulas de nucleo
lipidico sem e com revestimento catidnico (LNC e CS-LNC), como liquido
aglutinante. Como substrato, foi empregada a maltodextrina, considerando as suas
carateristicas fisico-quimicas, principalmente sua alta solubilidade em &gua e
compatibilidade com as nanocéapsulas poliméricas (HOFFMEINSTER et al., 2012;
PALZER et al., 2013). Os granulos foram obtidos com rendimentos entre 80% e 90%,
para todas as formulagdes avaliadas, excluindo possiveis influéncias do revestimento
cationico neste pardmetro do processo. Todas as formulacbes apresentaram teor de
umidade inferior a 4%. A partir desta observacdo podemos sugerir que o processo de

granulacdo empregando o granulador em leito fluidizado foi mais eficiente em relacéo
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a granulacdo por via umida pelo metodo classico, uma vez que FRIEDRICH e
colaboradores (2010) observaram teor de umidade entre 7% a 9% para 0os produtos
obtidos.

Todas as formulacdes obtidas empregando o granulador de leito fluidizado
apresentaram diametros médios superiores ao diametro médio da maltodextrina
matéria-prima, através da andlise de difratometria de laser. Esta observacéo evidencia
a eficiéncia do processo, uma vez que um dos objetivos da granulagéo consiste no
aumento do tamanho das particulas do produto através da aglomeracdo de particulas
primarias (SHANMUGAM et al., 2015). As morfologias dos granulos contendo ou
ndo nanoparticulas poliméricas também puderam ser avaliadas através de analises de
microscopia eletronica de varredura. Foi observado que, para todas as formulagdes, as
estruturas eram formadas por aglomerados de particulas primarias de maltodextrina,
com formato irregular. Além disso, os granulos obtidos empregando as suspensdes de
nanocapsulas poliméricas como liquidos aglutinantes (LNC ou CS-LNC) apresentaram
superficie mais irregular, em relacdo aqueles produzidos somente com agua ultrapura.
A sua estrutura mais irregular era acompanhada da presenca de estruturas
nanométricas na sua superficie.

Ainda, a partir das analises de microscopia eletrébnica de varredura,
empregando-se a técnica de solubilizacdo in situ da maltodextrina, os granulos
contendo nanocapsulas de ndcleo lipidico liberaram estruturas com contornos bem
definidos e caracteristicas morfoldgicas compativeis com 0s nanocarreadores. Assim
como observado em estudo prévio, empregando a granulacdo por via Umida pelo
método classico, a granulacdo em leito fluidizado ndo prejudica a recuperacdo das
nanocapsulas poliméricas apds a redispersdo em agua (FRIEDRICH et al., 2010).

No presente estudo, o revestimento catidnico das nanocapsulas de ndcleo
lipidico foi capaz de promover melhores caracteristicas de fluxo e de redispersdo em
agua para os granulos obtidos empregando o granulador em leito fluidizado. Os
menores valores de indice de Carr, fator de Hausner e indice de coesdo, observados
para os granulos contendo as nanocapsulas revestidas, pode estar associado a presenca
da quitosana na superficie dos carreadores, que atuaria reduzindo as forcas de atrito

entre as particulas, ainda considerando a forma irregular dos aglomerados.
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O revestimento das nanocépsulas de nucleo lipidico também se mostrou
interessante para promover a redispersdo aquosa das nanocapsulas de nucleo lipidico a
partir dos granulos. Esta observacdo pode estar associada as forcas de repulsdo que séo
promovidas pela presenca da quitosana na superficie das nanocapsulas poliméricas,
atuando de forma mais efetiva na estabilizagdo do sistema do que a estabilizagdo
estérica conferida somente pela presenca do polissorbato 80 nas nanocapsulas de
nucleo lipidico ndo revestidas (LNC), evitando a aglomeracdo das particulas ap6s sua
redispersdo em agua (ZHANG et al., 2014).

Em suma, a L-leucina apresentou papel fundamental na facilitacdo da
redispersdo em agua de nanocapsulas de nucleo lipidico, obtidas através da secagem
por aspersdo, por atuar como um agente tensoativo e contribuir para 0 processo,
conforme apresentado no Capitulo I. De forma semelhante, o revestimento catidnico,
empregando a quitosana, mostra-se também como uma estratégia de grande valia para
a promocao de uma rapida redispersdo de nanocéapsulas de ndcleo lipidico de produtos
secos obtidos empregando a partir do granulador em leito fluidizado, pelas
propriedades de superficie que sdo conferidas a estrutura dos nanocarreadores. Além
disso, 0s processos de secagem por aspersdo e granulacdo em leito fluidizado,
empregados neste trabalho para a producdo de formas farmacéuticas solidas
intermediarias e/ou finais contendo nanocapsulas de nucleo lipidico mostraram-se
alternativas viaveis para a producdo de pds e granulos com boas propriedades de
redispersdo em &gua, destinados a administracdo oral de farmacos nanoencapsulados.

Contudo, como perspectivas deste trabalho, novos estudos devem ser
delineados, a fim de avaliar a biodisponibilidade oral de farmacos associados as

formas farmacéuticas solidas desenvolvidas.
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Foi proposta uma formulacdo solida, obtida por secagem por aspersao,
facilmente redispersivel em agua, contendo nanocapsulas de nucleo lipidico
empregando maltodextrina e L-leucina como adjuvantes de secagem,
destacando a contribuicdo da presenca da L-leucina no processo de redisperséo
da formulacao;

A combinacdo de diferentes técnicas analiticas (difratometria de laser,
microscopia eletrbnica de varredura, microscopia confocal Raman,
determinacdo da area superficial e porosidade, analise do nimero de particulas)
evidenciou a influéncia do namero inicial de nanoparticulas que integram a
suspensdo de nanocapsulas na capacidade de redispersdo de pos obtidos através
da técnica de secagem por aspersao;

A formulacdo de nanocépsulas de nucleo lipidico contendo curcumina foi
incorporada a formulagdo sélida obtida por secagem por aspersdao, mantendo a
sua propriedade de facil redispersdo aquosa, e demonstrando a viabilidade do
processo para a obtencdo de um produto contendo o polifenol associado a
nanocarreadores para administracéo oral,

Os processos de secagem por aspersao e redispersdo em agua ndo influenciaram
a atividade biologica in vitro da curcumina nanoencapsulada, mantendo o seu
potencial em atuar como neuroprotetor frente ao dano neuroinflamatério
induzido por LPS em modelo de cultura primaria de hipocampo cerebral;

Foram produzidos, de forma inédita, granulos contendo nanocéapsulas de nucleo
lipidico empregando o método de granulagdo em leito fluidizado, com alto
rendimento, baixo teor de umidade e boas propriedades de fluxo;

O revestimento catidnico de nanocapsulas de nucleo lipidico, com quitosana,
promoveu melhores caracteristicas de fluxo dos granulos e de redispersdo em
agua das nanocapsulas poliméricas a partir de granulos produzidos por

granulacdo em leito fluidizado.
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especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a criagdo e utilizagdo
de animais em atividades de ensino e pesquisa.
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11.1 Apresentacéao

O Abstract contido nesse apéndice consiste em um trabalho complementar,
desenvolvido em coautoria a Doutora Karine Coradini, egressa do Programa de Pds-
Graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
como parte integrante de sua Tese de Doutorado e ao professor Doutor Ruy Carlos
Ruver Beck.

Uma revisdo bibliografica sobre os estudos pré-clinicos de sistemas
nanoencapsulados, contendo curcumina, foi realizada durante o primeiro ano de
minhas atividades como doutorando e teve papel fundamental para nortear a selecao da
curcumina como molécula bioativa modelo, para realizacdo dos estudos descritos no
capitulo dois deste exemplar.

Esta revisdo bibliografica resultou na publicacdo de um capitulo do livro
"Curcumin - Synthesis, Emerging Role in Pain Management and Health Implications",
da editora Nova Science Publishers, sob edicdo de Daniel Loic Pouliquen, 2014,
entitulado "Nanoencapsulated curcumin: in vivo findings of its implications for human
health".
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Nanoencapsulated curcumin: in vivo findings of its
implications for human health

Karine Coradini, Diego Fontana de Andrade, Ruy Carlos Ruver Beck”
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de Farmacia, Av. Ipiranga, 2752, 90610-000,
Porto Alegre, RS, Brazil
" E-mail adress: ruy.beck@ufrgs.com.br

ABSTRACT

Curcumin is a natural diphenol with a wide range of pharmacological properties, including anti-
inflammatory, antioxidant and antitumor activities. For this reason, this molecule shows great promise
as a therapeutic agent. However, its clinical use and healing potential are still limited due to its low
aqueous solubility, instability at physiological pH and extensive metabolism, mainly intestinal and
hepatic, leading to poor bioavailability. In recent years, nanotechnological strategies have been
successfully investigated to improve curcumin pharmacokinetic and bioavailability. In this scenario,
curcumin-loaded nanostructured systems such as liposomes, nanoemulsions, polymeric micelles, solid
lipid nanoparticles and polymeric nanoparticles have been shown to be promising approaches to
overcome the obstacles associated with its physicochemical properties. In addition, different drug
delivery systems are able to increase curcumin delivery to the brain and consequently improve its
therapeutic effects against neurological diseases. Moreover, anticancer, anti-malaria, anti-inflammatory
and antioxidant properties can be modulated by its nanoencapsulation. This chapter will present an
overview of in vivo studies reported in the literature concerning curcumin-loaded nanoparticles. The
development of nanoformulations for improving curcumin bioavailability, transport across the blood-
brain barrier and therapeutic effects will be discussed.

Keywords: Curcumin, nanotechnology, bioavailability, cancer, inflammation, neurodegenerative diseases.
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