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RESUMO

GONGALVES, D. S. Nanocristais de flubendazol: preparacéo e caracterizagdo fisico-
quimica. 2018. 136 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

Os nanocristais sdo particulas de farmacos cristalinos, com tamanho médio na faixa de
submicrons, geralmente entre 200 e 500 nm, estabilizados por agentes estéricos ou eletrostaticos
adsorvidos na superficie das particulas do farmaco. Sua dimensdo reduzida proporciona
propriedades especiais, como a adesividade as mucosas e o aumento de area superficial e da
solubilidade de saturagdo, o que melhora significativamente a biodisponibilidade de farmacos
pouco soliveis em agua. Outra aplicacdo emergente dos nanocristais € na melhoria da entrega
e da retencdo de farmacos em tecidos e células tumorais. Estudos demonstraram que o
flubendazol é um farmaco capaz de induzir a morte celular em tumores malignos e retardar o
seu crescimento, por meio da alteragdo que provoca na estrutura dos microtubulos e pela
inibicdo da polimerizacdo da tubulina. Foi demonstrada sua atividade antiproliferativa em
linhagens de leucemia, mieloma, céancer intestinal, cancer de mama e neuroblastoma. O
flubendazol é também um farmaco eficaz contra os helmintos, demonstrando atividade superior
na eliminacdo dos vermes adultos, quando comparado com a dietilcarbamazina. Embora o
flubendazol pareca ser uma molécula promissora, € um farmaco praticamente insoltvel em dgua
(0,005 mg/mL). Para atingir o efeito terapéutico desejado, é necessario o desenvolvimento de
uma formulacdo com melhores solubilidade e biodisponibilidade. Nesse sentido, o presente
trabalho apresenta o preparo e a caracterizacdo fisico-quimica de nanocristais de flubendazol
por meio da microfluidizacdo. Foram realizados ensaios exploratérios para avaliar a
performance de diferentes agentes estabilizantes nas suspensdes: o polissorbato 80, o
polaxamer 188 e 0 D-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS). A avaliacdo da
distribuicdo do tamanho de particula foi realizada por espalhamento de luz laser (LLS),
espalhamento de luz dindmica (DLS), analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A utilizagdo do TPGS favoreceu a obtencdo de
uma nanossuspensdo com o menor diametro hidrodindmico médio das particulas, de 253,9 +
3,0 nm. Nos estudos exploratérios, também foram determinados os parametros 6timos de
moagem do microfluidizador, sendo estabelecidos: 35.000 psi de pressao, temperatura do
produto de 30°C (* 5°C) e tempo de recirculacdo de 2 horas/100 gramas. Objetivando alcancar
o menor didmetro hidrodindmico meédio dos nanocristais, executou-se um planejamento
estatistico no qual foi avaliada a influéncia da concentracao de flubendazol (% p/p) e de TPGS
(% p/p) na formulacdo. A analise revelou a significativa influéncia da concentra¢do do TPGS
na reducdo do tamanho de particula e na estabilidade fisico-quimica da nanossuspensao.
Ensaios complementares de solubilidade demonstraram que o nanocristal proporcionou
incremento na solubilidade de 2,3 e 3,2 e 5,2 vezes em HCI 0,1 N, tampao fosfato pH 6,8 e
tampéo fosfato salino pH 7,4, respectivamente. No ensaio de dissolu¢do conduzido em HCI 0,1
N e 0,1% TPGS, observou-se significativo incremento, de 41% de farmaco dissolvido apos 60
minutos, quando comparado com o flubendazol micronizado. As caracteristicas do estado
solido do nanocristal foram avaliadas por meio de anélise térmica (calorimetria exploratoria
diferencial e termogravimetria) e difratometria de raios X, ndo sendo observadas significativas
alteracfes da estrutura cristalina. O presente trabalho também avaliou a efetividade dos
nanocristais de flubendazol em tumores de pulmao, demonstrando sua expressiva capacidade
de retardar o crescimento e diminuir o tamanho desses tumores em camundongos
xenotransplantados.

Palavras-chave: nanocristal, flubendazol, cancer de pulmao, microfluidizacao.



ABSTRACT

GONCALVES, D. S. Flubendazole nanocrystals: preparation and physical-chemical
characterization. 2018. 136 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Nanocrystals are drug particles with an average size in the sub-micron range, generally between
200 and 500 nm, stabilized by steric or electrostatic agents adsorbed on the surface of the drug
particles. The reduced size provides special properties such as mucosal adhesiveness, increase
in surface area and saturation solubility, which significantly improves the bioavailability of
poorly water-soluble drugs. Another emerging application of nanocrystals is in the
enhancement of drug delivery and retention in tumor tissues. Studies have shown that
flubendazole is a drug capable of inducing cell death in malignant tumors and decelerating their
growth, by altering the structure of the microtubules and inhibiting the tubulin polymerization.
Antiproliferative activity has been demonstrated in leukemia, myeloma, intestinal cancer, breast
cancer and neuroblastoma lines. In addition, flubendazole is also an effective drug against
helminths, demonstrating superior activity in eliminating adult worms when compared to
diethylcarbamazine. Although flubendazole appears to be a promising molecule, it is an
insoluble drug in water (0.005 mg / mL). To achieve the desired therapeutic effect, it is
necessary the development of a formulation with better solubility and bioavailability. In this
context, the present research reports the physico-chemical preparation and characterization of
flubendazole nanocrystals through microfluidization. Exploratory experiments were carried out
to evaluate the performance of different stabilizing agents in formulations: polysorbate 80,
polaxamer 188 and D-o tocopherol polyethylene glycol 1000 succinate (TPGS). The
determination of the particle size distribution determination was performed by laser light
scattering (LLS), dynamic light scattering (DLS), nanoparticle scanning (NTA) and scanning
electron microscopy (SEM). The use of TPGS favored the preparation of a nanosuspension with
the lowest mean hydrodynamic size of the particles, of 253.9 + 3 nm. In the exploratory studies,
the optimum grinding parameters were also determined: 35,000 psi of microfluidizer pressure,
product temperature of 30 ° C (x5 ° C) and recirculation time of 2 hours for each 100 grams of
suspension. In order to reach the lowest average hydrodynamic diameter, a statistical design
was applied in which the influence of flubendazole concentration (% w / w) and TPGS (% w /
w) on the formulation was evaluated. The analysis revealed a significant influence of TPGS
concentration on the particle size reduction and on the physicochemical stability of the
nanosuspension. Complementary solubility tests showed that the nanocrystal provided an
increase in solubility of 2.3, 3.2 and 5.2-fold in 0.1 N HCI, phosphate buffer pH 6.8 and
phosphate buffer saline pH 7.4, respectively. In the dissolution test performed in 0.1 N HCI
with 0.1% TPGS, a 41% increase of the drug dissolved after 60 minutes was achieved, when
compared to micronized flubendazole. The solid-state characteristics of the nanocrystal were
accessed through thermal analysis (differential scanning calorimetry and thermogravimetry)
and X-ray diffraction and the results indicated that the crystal structure was not significantly
altered. This research also evaluated the action of flubendazole nanocrystals in lung tumors,
demonstrating expressive ability to retard growth and decrease the size of these tumors in
xenotransplanted mice.

Keywords: nanocrystal, flubendazole, lung cancer, microfluidization.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia conquistou posi¢do de destaque para viabilizar o desenvolvimento
de novos medicamentos contendo farmacos com baixa solubilidade em &gua, reduzida
velocidade de dissolucéo e baixa biodisponibilidade (GEORGE e GHOSH, 2013). Em especial,
grande atencdo tem sido dada ao uso da tecnologia de nanocristais. Os nanocristais sao
particulas de farmacos cristalinos, com tamanho médio na faixa de submicrons, geralmente
entre 200 a 500 nm, sem carreadores, sendo estabilizados por tensoativos e/ou estabilizadores
estéricos ou poliméricos adsorvidos na superficie das particulas do farmaco. A dimensao
reduzida proporciona propriedades especiais, como adesividade as mucosas e aumento de area
superficial e da solubilidade de saturacdo. Tais propriedades conduzem ao aumento na
velocidade de dissolucdo, de acordo com a equacdo de Noyes-Whitney, gerando elevacdo no
gradiente de concentracdo nas barreiras e membranas biologicas, o que melhora
significativamente a biodisponibilidade de farmacos pouco soltiveis em dgua (MULLER et al.,
2011; RABINOW, 2004).

Outra aplicacdo emergente dos nanocristais € na melhoria da entrega e retencdo de
farmacos em tecidos e células tumorais (MIAO et al., 2008; LU et al., 2016). Os mecanismos
envolvidos na maior eficiéncia dos nanocristais ainda estdo sendo elucidados, mas o reduzido
tamanho, a geometria da particula, a carga e as caracteristicas de superficie e hidrofobicidade
sdo aspectos importantes. Agentes modificadores de superficie, como o acido folico e o0 1,2-
dioleoil-3-trimetilaménio-propano, por exemplo, mostraram-se capazes de aumentar a captacdo
dos nanocristais em estudos com linhagens celulares de diferentes tumores (LIU et al., 2010;
LEE et al., 2014).

O mecanismo de transporte dos nanocristais diferem também do farmaco base.
Enguanto macromoléculas sdo captadas por fagocitose ou macropinocitose, as nanoparticulas
podem ser capturadas por mecanismos mdaltiplos, endocitose ndo especifica ou especifica
(mediada por um receptor), podendo até penetrar na membrana celular por difusdo passiva. Em
geral, os nanocristais, quando administrados parentalmente, sdo reconhecidos como materiais
exogenos e capturados pelo sistema fagocitario mononuclear, sendo acumulados em 0rgaos
como figado e baco, atuando como regido de depdsito e sendo liberados gradativamente (MIAO
et al., 2008).



23

Talekar e colaboradores (2013) reportam que nanocristais de PIK-75, um inibidor da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), produziram incremento de 5 a 10 vezes de acimulo do
farmaco no tumor, em estudos in vitro com linhagem de carcinoma de ovéario humano, SKOV3,
com aumento de citotoxicidade (0 I1Cso reduziu de 301 nM da solugéo do farmaco para 58 nM
com 0s nanocristais otimizados). Estudos in vivo com farmaco da mesma classe, 0 SN 30191,
mostraram tolerabilidade quatro vezes maior da formulagdo nanocristalina frente ao farmaco
em solucdo (SHARMA et al., 2011). Reporta-se também que uma formulacdo de nanocristais
de paclitaxel apresentou menor toxicidade e maior especificidade, se acumulando e
permanecendo no tumor mesmo apds sete dias de uma injecdo intravenosa em bolus.
Nanocristais de camptotecina foram capazes de suprimir o crescimento tumores de MCF-7 em
modelo xenografico em camundongos BALB/c, propiciando aumento de 5 vezes da
concentracdo do farmaco no tumor, quando comparada a administracdo na forma de solucéo
(ZHANG et al., 2011). Yang e colaboradores (2016) prepararam nanocristais do alcaloide 10-
hidroxicamptotecina (10-HCPT) com tamanho medio de 130 nm e trataram modelos in vivo de
carcinoma mamario 4T1. Os autores presenciaram inibicdo de crescimento do tumor de,
aproximadamente, 74,8% para 0s nanocristais contra 37,9% para a solugdo do farmaco frente

ao grupo controle (solugéo salina).

Diante das inUmeras vantagens apresentadas para 0s nanocristais, o presente trabalho
dispbs de uma plataforma nanotecnolégica para o desenvolvimento de nanocristais de
flubendazol. O flubendazol é um benzimidazol que, por meio do seu mecanismo de acéo,
alteracdo na estrutura dos microttbulos celular e inibicdo da polimerizacéo da tubulina, é capaz
de induzir a morte celular em tumores malignos e retardar o seu crescimento. Foi demonstrada
atividade antiproliferativa em linhagens de leucemia e de mieloma, nas quais foram constatados
catastrofe mitddica e morte celular, cancer intestinal, cancer de mama, neuroblastoma e efeito
sinérgico em terapias com vincristina, vimblastina e paclitaxel (HANUSOVA et al., 2015;
CANOVA et al., 2018).

Adicionalmente, o flubendazol é também um farmaco eficaz contra os helmintos,
demonstrando atividade superior na eliminacéo dos vermes adultos, quando administrado por
via parenteral, e comparado com a dietilcarbamazina, embora tenha apresentado reagdes
severas no local administrado (VAZQUEZ et al., 1983). Esse farmaco é considerado entre
aqueles mais promissores do grupo dos benzimidazdis para eliminacdo das filarioses
(MACKENZIE; GEARY, 2011).
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Embora o flubendazol pareca ser uma molécula promissora, € um farmaco
praticamente insoltvel em &gua (0,005 mg/mL) e pertence a classe Il (baixa solubilidade em
agua e alta permeabilidade) do sistema de classificacdo biofarmacéutica (AMIDOM, 1995).
Recentemente, nosso grupo desenvolveu um sal de flubendazol com o acido malico que
apresentou impressionante melhora na solubilidade, sendo trés vezes mais soltvel do que o
flubendazol puro, proporcionando incremento de 2,6 vezes na taxa de absorgéo do flubendazol,
1,4 vezes no pico de concentracdo plasmatica e de 60% na extensdo de absorcédo, constatando

melhora das propriedades farmacocinéticas avaliadas in silico (ARAUJO et al., 2018).

Buscando uma nova plataforma tecnologica, com a finalidade de melhorar as
caracteristicas do flubendazol, como o aumento da solubilidade de saturacdo, da velocidade de
dissolucdo e, consequentemente, da biodisponibilidade e efetividade, o presente trabalho teve
como objetivo a preparacdo e a caracterizacdo fisico-quimica de nanocristais de flubendazol,
dispondo e explorando a tecnologia de microfluidizacdo (JUNYAPRASERT; MORAKUL,
2015).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Flubendazol

O flubendazol (FB), methyl N-[6-(4-fluorobenzoyl)-1H-benzimidazol-2-
yl]carbamate, formula molecular C16H12FN3O3, com estrutura molecular ilustrada na Figura 1,
é um benzimidazol que foi desenvolvido pela Janssen Pharmaceuticals® em meados da década
de 70. O primeiro medicamento comercializado foi o Fluvermal®, um anti-helmintico, existente
nas formas farmacéuticas comprimido e suspenséo oral, indicado no tratamento contra parasitas

gastrointestinais, sem absorcdo sistémica (VIALPANDO et al., 2016).

Figura 1 - Estrutura molecular do flubendazol

H
F N 0
N 0
/
H

0 iC

Fonte: CANOVA; ROZKYDALOVA; RUDOLF, 2017

As propriedades fisico-quimicas do flubendazol estdo reportadas na Tabela 1. O
farmaco é praticamente insolGvel em &gua e possui um log P (coeficiente de particdo em
octanol/agua) que demonstra moderada permeabilidade nas membranas celulares; tais
propriedades justificam a limitada absor¢éo sistémica das formulagGes existentes no mercado
(NOBILIS et al., 2007; VIALPANDO et al., 2016).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H12FN3O3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H12FN3O3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H12FN3O3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H12FN3O3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H12FN3O3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H12FN3O3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H12FN3O3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H12FN3O3&sort=mw&sort_dir=asc
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Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do flubendazol e solubilidade em diferentes

solventes.
Caracteristica fisico-quimica Valor Solvente Solubilidade (mg/ml)
Massa molar / gmol/1 313,10 Agua 0,005
Tuszo (forma cristalina) / °C 238,00 Metanol 0,11
Tg (forma amorfa) /°C 156,00 Acetona 0,18
3,6 (imidazol
pKa 9?5222?;;:20 Diclorometano 0,14
hidrogenado)
Log P 3,00 Dimetilsulfoxido 15,00
Log D 7.4 2,79 Dimetilformamida 5,60
Acido férmico 340,50

O flubendazol inibe a atividade da enzima fumarato redutase mitocondrial, reduz o
transporte de glicose e promove o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa nas células.
Entretanto, sua acdo principal é a inibicdo da polimerizacdo dos microtubulos, por meio da
ligacdo a B-tubulina, dificultando a formacéao dos tubulos citoplasmaticos e, assim, levando os
nematodos a morte, uma vez que é indicado no tratamento das helmintiases (GOODMAN et
al., 2012). Os benzimidazo6is em geral podem afetar também a tubulina dos hospedeiros,
causando efeitos toxicos nas células dos mamiferos, embora apresentem preferéncia pela
ligacdo a B-tubulina dos helmintos (MACKENZIE; GEARY, 2011).

Segundo Mackenzie et al. (2011), o flubendazol parece ser o farmaco mais efetivo
contra 0s nematddeos adultos. Experimentos in vitro demonstram que concentracdes abaixo de
100 ng/ml (incubadas por 32 horas) sdo capazes de desestruturar os tecidos dos helmintos.
(MACKENZIE; GEARY, 2011). Em um estudo clinico duplo-cego, realizado no México entre
o flubendazol e dietilcarbamazina, para o tratamento da oncocercose, foram administrados 750
mg de flubendazol na forma de suspenséo intramuscular, uma vez na semana, por 5 semanas, e
100 mg de dietilcarbamazina, duas vezes ao dia, por 14 dias. Este estudo foi avaliado por
periodo de doze meses. Os resultados demonstraram que o flubendazol apresentou maior
eficacia no tratamento da oncocercose quando comparado ao farmaco dietilcarbamazina.
Porém, as injecdes de flubendazol ocasionaram efeito inflamatério no local administrado
(VAZQUEZ et al., 1983).
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O flubendazol também vem sendo avaliado em pesquisas de farmacos com acéao
antitumoral. Estudos recentes demonstram a efetividade do flubendazol contra certos tumores,
como neuroblastoma, glioma, leucemias, mielomas e cancer intestinal, decorrente do seu
mecanismo de acdo que resulta na alteracdo da estrutura de microtubulos e na inibicdo da
polimerizacdo da tubulina, induzindo a catastrofe mitotica e a morte celular (HANUSOVA et
al., 2015; ZHOU et al., 2018; MICHAELIS et al., 2015). CANOVA et al. (2018) investigaram
o efeito do flubendazol em trés linhas celulares de melanoma, A-375, BOWES e RPMI-7951,
representando diferentes tipos moleculares de malignidade, no qual foram constatadas a

catastrofe mitotica e a morte celular nas trés linhagens estudadas.

Embora o flubendazol pareca ser uma molécula promissora, ¢ um farmaco
praticamente insoltvel em &gua (0,005 mg/mL) e pertence a classe Il (baixa solubilidade em
agua e alta permeabilidade) do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica proposto por Gordon
L. Amidom (1995). Para atingir o efeito terapéutico desejado, é necessario dispor de diferentes
plataformas tecnolégicas no desenvolvimento da formulacdo em busca de melhor
biodisponibilidade. (CEBALLOS et al., 2014).

Com o objetivo de promover o aumento da solubilidade em agua do flubendazol,
CEBALLOS et al. (2012) desenvolveram uma formulagdo em solucéo base de ciclodextrina. A
preparacdo obtida foi testada em ratos e meriones. Ap6s administracdo subcutanea e oral, foi
observado aumento da exposicao sistémica do farmaco. Entretanto, o autor do estudo ponderou

que o elevado custo deste material pode tornar essa técnica economicamente inviavel.

Recentemente, VIALPANDO et al. (2016) avaliaram trés tecnologias diferentes
envolvendo secagem por aspersao e 0 uso de silica mesoporosa para obtencdo de dispersfes
solidas amorfas de flubendazol. Embora esses estudos tenham demonstrado que estas
formulacBGes promoveram aumento significativo na sua concentracdo plasmatica, também se
registrou a dificuldade da estabilizacdo fisico-quimica das formulagGes. Apesar de o uso de
silica mesoporosa apresentar caracteristicas fisicas superiores, quando comparada as demais, a
dificuldade para a remocdo do solvente acido férmico consistiu-se em clara desvantagem
(VIALPANDO et al., 2016).

Louage et al. (2017) propuseram o0 método de deslocamento de solvente direto para a
producdo de nanoparticulas de poli (glicerol sebacato) (PGS). Essas nanoparticulas funcionam

como carreadoras para farmacos hidrofébicos como o flubendazol. O estudo revelou, por meio
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de fluorescéncia, que as nanoparticulas de PGS sdo endocitadas pelas células, apresentando
citocompatibilidade.

Considerando a potencial atividade como farmaco antitumoral e a contribuigdo na
melhora da atividade anti-helmintica (com acdo em microfilarias e macrofilarias), o trabalho
propde o desenvolvimento do nanocristal de flubendazol, por meio de uma plataforma
nanotecnoldgica economicamente viavel e de facil escalonamento, com a finalidade de
incrementar sua solubilidade de saturacdo em agua, sua velocidade de dissolucdo e sua
biodisponibilidade, além de possibilitar seu uso injetavel.

2.2 Nanocristais: consideracdes gerais

A nanotecnologia conquistou posicdo de destaque na producdo de novos
medicamentos compostos de farmacos com baixa solubilidade em agua, reduzida velocidade
de dissolucdo e baixa biodisponibilidade. Exemplos de sucesso no mercado incluem
Rapamune® (Wyeth), Emend® (Merck), TriCor® (Abbott Laboratorios), Triglide® (Skye
Pharma) e Megace ES® (Bristol-Myers Squibb) (GEORGE; GHOSH, 2013).

Embora a Food and Drug Administration (FDA) néo estabeleca definicdo regulatéria
para o termo nanotecnologia, o “National Nanotechnology Initiative Program” define como o
conhecimento e o controle de materiais com dimensdes entre 1 e 100 nm, no qual os fenbmenos
obtidos permitem novas aplicacdes. Além disso, a nanotecnologia pode ser utilizada para
designar materiais em escala nanométrica, até 1.000 nm, que apresentem resposta inovadora ou
fendmenos dependentes da dimensédo da particula, das caracteristicas quimicas e fisicas e dos
efeitos biologicos, quando comparado com o material de origem (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2014).

De acordo com a equacdo de Noyes-Whitney (1897) (Equacgédo 1), a redugéo do
tamanho de particula do material resulta em aumento de sua &rea superficial, que mantém
contato com o meio externo, resultando em aumento da velocidade de dissolugdo. Em muitos
casos, a baixa velocidade de dissolucdo esta também relacionada com a baixa solubilidade de
saturacdo (JUNGHANNS e MULLER, 2008).

dc Cs—Cx ~
— = A.D. | - | (Equacéo 1)
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A = area superficial

D = coeficiente de difusdo

Cs = solubilidade de saturacdo

Cx = concentracdo em massa no limite da camada de difuséo
h = distancia de difusdo

dc/dt = velocidade de dissolucéo

Para materiais em escala micrométrica ou maior, a solubilidade de saturagcdo é uma
constante dependente das caracteristicas do material, do meio de dissolucdo e da temperatura.
No caso de materiais em escala nanométrica, a velocidade de saturacdo apresenta
comportamento diferente, tornando-se um fator dependente do tamanho da particula. A
solubilidade de saturacdo aumenta com a diminuicdo do tamanho das particulas,
fundamentando a maior solubilidade dos farmacos em escala nanométrica (JUNGHANNS;
MULLER, 2008).

Ainda avaliando-se a equacdo de Noyes-Whitney (1897), verifica-se que ela também
estabelece relacdo entre a velocidade de dissolucdo e o tamanho da camada de difusdo
(conforme demonstrado na Figura 2), concentracao do filme de solucdo saturada que se forma
ao redor da particula s6lida. A velocidade de dissolugdo (dc/dt) de uma particula é diretamente
proporcional a sua area superficial e inversamente proporcional ao tamanho da camada de
difusdo (h). A reducdo do tamanho da camada de difusdo resulta no aumento do gradiente de
concentracdo ao redor das particulas menores (Cs-Cx) /h, sendo Cs a solubilidade de saturacéo,
Cx a concentracdo do farmaco nos liquidos intersticiais e h a distancia de difusdo
(JUNGHANNS; MULLER, 2008).
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Figura 2 - Demonstracdo da camada de difusdo da particula: com a diminuicdo do tamanho
de particula, ha diminuicdo da camada de difusdo (h) e aumento do gradiente de concentracao
Cs-Cx/h.

Csm—Cx << Csn—Cx
h h

Cs C:

Gs cr_

Fonte: Adaptado (e reproduzido com permissdo) de Mauludin; Miiller; Keck, 2009

A equacdo de Ostwald-Freundlich descreve que o aumento da solubilidade de um
material é dependente do aumento da pressao de dissolucgdo (ilustrado na Figura 3). A equacéo
baseia-se na transferéncia de moléculas da fase liquida para a fase gasosa, podendo ser utilizada
a mesma relacdo na transferéncia de moléculas da fase solida de um nanocristal para a fase
liguida de um meio de dissolucdo. O aumento da area superficial de uma particula promove o
aumento da pressao de vapor, sendo essa pressao de vapor equivalente a pressao de dissolucéo.
O aumento na pressao de dissolucdo pode ocasionar o aumento na velocidade de dissolucéo,
uma vez que ocorre a desestabilizacdo do equilibrio entre moléculas dissolvendo-se e
recristalizando-se (JUNGHANNS; MULLER, 2008).



31

Figura 3 - Relacdo entre a pressao de dissolucdo e o tamanho de uma particula em escalas
micrometrica e nanomeétrica.
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Fonte: Adaptado (e reproduzido com permissdo) de Mauludin; Miller; Keck, 2009.

O aumento da solubilidade de saturacdo permite o aumento da concentracdo do
farmaco no lumen do intestino, favorecendo a absorcéo, principalmente pela difusdo passiva
(MULLER, et al., 1999). As nanoparticulas possuem também melhor mucoadesividade, isto €,
adesdo as superficies, contribuindo para o aumento da biodisponibilidade e da redugdo da
variabilidade em estudos clinicos (MULLER et al., 2011). Esta caracteristica é decorrente de
quatro teorias descritas em literatura: a teoria eletrénica, decorrente de alteracdes eletrostaticas
que ocorrem entre a superficie das nanoparticulas com o muco; a teoria de absorcdo, referente
a acao de forcas como ponte de hidrogénio; a ligacdo de Van der Waals também entre a
superficie da particula e do muco; e a teoria da difusdo, referente ao entrelagcamento fisico dos
nanocristais nas vilosidades (BARBOSA, 2014). A utilizacdo de farmacos em escala
nanomeétrica no tratamento de parasitas intestinais resultou em aumento do direcionamento da
buparvaquona em cepas resistentes do C. parvum, o agente causador da diarreia grave em
pacientes com HIV (MULLER et al., 2001).

2.3  Tecnologias de obtencéo de nanocristais

As técnicas de obtengdo de nanocristais podem ser divididas em “bottom up” ou “top
down” (Figura 4) (SALAZAR et al., 2014).



Figura 4 - Métodos de obtencéo dos nanocristais
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Técnicas de obtencao dos
nanocristais

Fonte: Elaborado pelo autor

A abordagem “bottom up” ¢ amplamente conhecida como processos de precipitagdo,
que consiste basicamente na formacdo de sélidos do farmaco a partir de solucGes
supersaturadas, que podem ser provocadas por processos de evaporacdo do solvente,
abaixamento brusco de temperatura ou a propria precipitacdo resultante da mistura com um
anti-solvente (SINHA et al., 2013). Os fatores relacionados ao processo de precipitacdo, que

influenciam na qualidade e no tamanho de particula do nanocristal formado estdo detalhados

na Figura 5.
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Figura 5 - Diagrama de causa e efeito que descreve varios fatores interdependentes que
influenciam nos atributos de qualidade do processo de precipitacao.
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Fonte: Elaborado pelo autor

As vantagens desses métodos é que sdo de baixa complexidade, ndo requerem altos
investimentos em equipamentos, sdo processos realizados sem necessitar do aquecimento do
material e ndo geram elevada energia (SINHA et al., 2013). Embora a técnica reduza o tamanho
de particula e promova a amorfizacdo do material, a dificuldade para a remocéo de solventes
organicos e para o controle da estrutura da particula obtida (amorfa versus cristalina) torna a
utilizacdo desse método pouco atrativa. Assim, as tecnologias mais utilizadas sdo aquelas
referentes ao método “top down”, que incluem a moagem a alta energia, a homogeneizacao a
alta presséo, a microfluidizacéo e/ou a combinagdo de métodos “bottom-up” com “top-down”
para alcancar o tamanho de particula desejado (FANGUEIRO et al., 2012; SINHA et al., 2013).
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Recentemente, nanocristais de curcumina foram preparados por um método de
precipitacdo: “nanoamorfizagdo CO»-assistido in situ”. O farmaco insoluvel, acrescido de &cido
organico e estabilizante, foi disperso em solvente organico, passando pelo processo de
evaporacdo com obtencdo da fracdo solida. A nanossuspensdo de curcumina foi obtida
adicionando-se carbonato aquoso nessa mistura sélida, ocorrendo reacdo &cido-base com a
liberagdo de CO.. As bolhas de CO: liberadas exercem efeito rapido de micromistura,
suprimindo o crescimento dos cristais, enquanto os estabilizantes estdo adsorvidos na superficie
hidrofobica do farmaco, evitando a agregacao das particulas. O trabalho demonstrou também a
utilizacdo de diferentes estabilizantes e a relagdo com a taxa dissolvida da curcumina, indicando
que o aumento do peso molecular do estabilizante impacta negativamente na solubilidade desta
nanossuspensdo. Adicionalmente, o estudo revelou que o novo método desenvolvido conseguiu
promover 0 aumento da absor¢do do farmaco empregando testes in vivo, especialmente
utilizando o Brij78 e o TPGS como estabilizantes (WANG et al., 2017).

Liversidge et al. (1995) utilizaram a tecnologia Nanocrystal® (moagem a alta energia)
para a obtencdo do nanocristal de danazol. O principio do método é a reducdo do tamanho da
particula da substancia ativa, dispersa geralmente em meio aquoso estabilizado com um
polimero ou um tensoativo, por meio de movimentos de rotacao e revolugédo simultaneos dentro
de uma camara de moagem contendo esferas de ceramica (cério ou zircénio estabilizado com
itrio), aco inoxidavel, vidro ou esferas revestidas com resina de poliestireno altamente
reticulado. Essa técnica é utilizada também na fabricacdo dos medicamentos Rapamune®,
Emend®, Tricor®, Megace ES®, Theralux® (BARBOSA et al., 2016; JUNGHANNS et al.,
2008).

Referentemente aos métodos de homogeneizacdo a alta pressdo, o preparo pode ser
realizado em homogeneizadores a alta pressao do tipo pistdo-orificio, utilizando um meio de
dispersdo aquoso (método Dissocubes®) ou uma mistura ndo aquosa com diferentes solventes
(método Nanopure®) (JUNGHANNS et al., 2008).

Miller et al. (1999) desenvolveram a tecnologia Dissocubes®. Neste método, o
principio ativo é disperso em uma solucdo aquosa estabilizada com tensoativos ou polimeros.
Essa suspenséo é forcada por um pistéo, sob pressdo de até 4.000 bar (usualmente de 1.500 a
2.000 bar), a passar em um fino orificio do homogeneizador. A largura deste orificio depende
da viscosidade da suspensdo e da pressédo aplicada e pode variar de 5 a 20 pum. De acordo com

a lei de Bernoulli. a alta velocidade na qual a suspensdo passa pelo orificio causa aumento da
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pressdo dindmica, que é compensada pela redugdo na pressdo estatica abaixo da pressdo de
vapor da fase aquosa. Assim, o veiculo aquoso entra em ebulicdo, a temperatura ambiente,
formando bolhas de ar que implodem quando a suspenséo passa pelo orificio. Esse fendmeno é
conhecido como cavitagdo (MULLER et al., 1999; MULLER et al., 2003). O fluxo da
suspensdo e a implosédo das bolhas de ar geram um curso turbulento que favorece o choque das
particulas, ocasionando altas for¢as de cisalhamento, responsaveis pela reducao de tamanho de
particula do material JUNGHANNS et al., 2008).

Outra tecnologia que utiliza 0 homogeneizador do tipo pistdo-orificio (Figura 6) é a
Nanopure®. O meio de dispersio do principio ativo possui baixa pressdo de vapor (como o 6leo
e o polietilenoglicol) e o processo de homogeneizacao é realizado em baixas temperaturas. A
cavitacdo é praticamente inexistente, mas a turbuléncia, a forga de cisalhamento e a colisdo das
particulas sdo suficientes para promover a reducdo do tamanho do material. Essa tecnologia
permite trabalhar com principios ativos termolabeis e que sofrem hidrolise (JUNGHANNS et
al., 2008).

Figura 6 — llustracdo do homogeneizador do tipo pistdo-orificio
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Fonte: Adaptado de Junghanns et al. (2008)

O desenvolvimento dos nanocristais de flubendazol foi realizado utilizando a
microfluidizagdo. Este método foi patenteado por Cook e Lagace (1985). A reducéo do tamanho
da particula por essa técnica é dependente das forcas de impacto, cisalhamento e cavitacdo. O
microfluidizador (Figura 7) possui uma bomba que forca, sob alta pressao (podendo chegar até
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40.000 psi), a passagem da suspensdo em microcanais até uma cadmara de interacdo, a qual é
uma zona turbulenta com liquido a baixa pressao, que pode possuir o formato interno de Y ou
Z — sua escolha depende do tipo de material utilizado. Com o aumento da turbuléncia nos
microcanais, ocorre o choque da suspensdo nas paredes e nos vertices da camara, a imploséo
das bolhas de ar e a colisdo entre o fluido, ocasionando a mudanca na sua velocidade e na sua
direcéo e, consequentemente, o aumento da forca de cisalhamento, resultando na reducéo do
tamanho da particula (LI et al.,, 2011). A alta precisdo na geometria dos microcanais
proporciona uniformidade, reprodutibilidade de emulsbes, geralmente superiores aos
homogeneizadores convencionais, gerando também menor calor durante o0 processo.
Geralmente, sdo necessarias varias passagens da suspensdo no sistema até que seja suficiente
para atingir o tamanho de particula desejado. O processo de microfluidizacdo resulta em
aumento instantaneo da temperatura do produto, podendo ser controlado rapidamente, uma vez
que o tempo de residéncia dentro da caAmara é de 1 a 5 milissegundos. E estimado que a cada
1.000 psi de pressao aplicada sobre a &gua, resulte em aumento de temperaturade 1,0a1,7°C
(L1 et al., 2011; JUNYAPRASERT; MORAKUL, 2015; ODETADE; VLADISAVLIJEVIC,
2016).

Nanoemulsdes transparentes de octadecano estabilizadas com dodecilssulfato de sddio
foram produzidas pela microfluidizacdo. Neste estudo, foi possivel observar que goticulas em
nanoescala influenciaram o comportamento de cristalizacéo e fusdo. Além disso, constatou-se
que o tamanho das particulas também influenciou a mudanca na aparéncia das nanoemulsdes.
Segundo a teoria de espalhamento de Rayleigh, particulas abaixo de 50 nm sdo transparentes,

pois possuem tamanho menor que dez vezes o comprimento de luz (HELGASON et al., 2015).

Nanoparticulas de silica mesoporosa oca, com diametro na faixa de 100 a 500 nm e
espessura de parede com cerca de 50 nm, foi sintetizada por moldes de brometo de
cetiltrimetilamdnio, sob processo de microfluidizacdo. Esta silica foi utilizada como carreador
para faciliar a entrega da doxorrubicina. Neste estudo, foram avaliados o efeito do nimero de
ciclos no processo microfluidizagdo e o impacto na estrutura desta silica (LI et al., 2013).
Avaliando-se a estrutura por microscopia eletronica de transmisséo, foram observados apenas
nanobastdes de silica mesoporosa quando nédo utilizado o processo de microfluidizacéo. Para a
amostra que passou por um ciclo, a microscopia identificou mistura de esferas sdlidas e
particulas ocas irregulares com a estrutura de mesoporos, com diametros de cerca de 300 a 400
nm. Quando a amostra passou por dois ou mais ciclos de microfluidizacgao, as imagens exibiram

uma nuvem de esferas ocas irregulares agregadas, com espessura de parede de 50 nm (LI et al.,
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2013). O estudo também demonstou que a competicao das trés forcas envolvidas no processo
de microfluidizacdo (cavitacdo, cisalhamento e turbuléncia) afetam de forma significativa a
estrutura final da silica mesoporosa. O processo de cavitagdo contribui na formacéao dos espacos
0cos, pois as bolhas de ar geradas sdo estabilizadas pelo surfactante na interfase do liquido-gas,
funcionando como modelo da estrutura. Com 0 aumento de ndmero de ciclos, mais bolhas sdo
empacotadas dentro das micelas, formando ndvens de silica mesoposa, embora muitos ciclos
possam gerar muitas bolhas e acabar quebrando a estrutura das silicas (LI et al., 2013;
MULLER et al., 1999).

O método de microfluidizacao, sequido da evaporacdo de solvente, foi empregado para
preparar nanoparticulas, na faixa de 40 a 260 nm, de poli (metacrilato de metila) (PMMA)
contendo a coenzima Q10 encapsulada. O estudo demonstrou que a escolha do estabilizante
(laurilsulfato de s6dio) e o numero de ciclos utilizados no processo de microfluidizagdo
impactaram significantemente no tamanho das particulas obtidas e que o encapsulamento
promoveu melhor estabilidade estrutural da coenzima Q10 frente a luz e a alta temperatura
(KWON et al., 2002).

Figura 7 — Representacéo do sistema de microfluidizagio do equipamento Microfluidics®
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Fonte: Adaptado de Microfluidics (2018)
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2.4 Aimportancia dos agentes estabilizantes para nanocristais

Nanocristais sdo particulas nanométricas de farmaco sélido rodeadas por uma camada
estabilizadora. A selecdo do agente estabilizante € critica no preparo dos nanocristais, uma vez
que estes excipientes possuem papel importante na formulacdo, podendo impactar também na
biodisponibilidade do farmaco. Beirowski et al. (2011) estudaram o efeito dos estabilizantes na
nanossuspensao de itraconazol e a influéncia dos crioprotetores na estabilidade dos nanocristais
durante o processo de liofilizagdo. Eles notaram que, se a camada estabilizadora estérica ao
redor das particulas é densa o suficiente, os nanocristais ndo sofrem agregacdo durante a
secagem e a acdo das forcas de van der Waals; neste caso, ndo foi necessaria nenhuma
crioprotecdo extra durante o processo de secagem. Sharma et al. (2015) demonstraram o
impacto dos estabilizantes funcionais na eficiéncia in vivo e na biodisponibilidade de
nanocristais de paclitaxel. A analise in vitro com Caco-2 revelou que o acimulo de paclitaxel
dentro das células foi maior nos nanocristais em comparagdo com Taxol®; isto foi devido ao
efeito inibitério do metabolismo de efluxo P-gp do estabilizante de quitosana enxertada com
plurdnico presente nos nanocristais. Também foi notado que o estabilizante foi responsalvel por
promover a abertura reversivel das jun¢des celulares, contribuindo no transporte paracelular do
paclitaxel. Os testes in vivo comprovaram tais efeitos, uma vez que os nanocristais apresentaram
12,6 vezes melhor biodisponibilidade relativa quando comparados com Taxol® (TUOMELA et
al., 2016).

A porcdo hidrofdbica da estrutura molecular dos estabilizantes deve adsorver-se ao
farmaco em uma nanossuspensdo. Polimeros exercem estabilizacdo estérica na suspensao, pois
revestem a particula, formando uma barreira mecénica que impede a agregacéo do farmaco.
Compostos com cargas sao responsaveis pela estabilizacdo eletrostatica na qual correntes
formadas na superficie das moléculas adsorvidas geram movimento térmico continuo, evitando
a coalescéncia via forgas entropicas repulsivas (WANG et al., 2017). Os surfactantes ndo
ibnicos, frequentemente utilizados no preparo dos nanocristais, sdo 0s poloxameros e o
polissorbato 80, j& o lauril sulfato de sodio € um tipico tensoativo idnico utilizado em
formulacdes orais, uma vez que ndo pode ser utilizado em injetaveis. Além destes, surfactantes
naturais, como lecitinas e derivados de acido colico, também sdo frequentemente aplicados. Os
polimeros utilizados incluem os celulosicos (hidroxipropilmetilcelulose, hidroxipropilcelulose)

e os alcoois polivinilicos, como a povidona (EERDENBRUGH et al., 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tuomela%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27213435
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Para o preparo dos nanocristais de flubendazol, foi realizado um estudo exploratorio
com trés diferentes estabilizantes: o estabilizante polimérico poloxamer 188, o surfactante ndo
ibnico polissorbato 80 e o tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS). A selecdo do
estabilizante é principalmente empirica e baseada nas experiéncias anteriores descritas em
literatura. Os fatores que determinam o efeito de estabilizagdo ndo s&o totalmente elucidados,
mas, quando se considera a estabilizacdo dos nanocristais, ndo podemos levar em consideracéo
apenas as forcas de interacdo (sejam hidrofilicas/hidrofébicas, pontes de hidrogénio, idnicas ou
outras forcas fracas) entre a superficie do farmaco e a molécula estabilizadora; € necessaria a
avaliacdo do comprimento da cadeia do estabilizante, que deve ser longa suficiente para criar
uma barreira estérica ou proporcionar um potencial zeta suficientemente alto, acima de 30 mV,
para a criacao de barreira elétrica (TUOMELA et al., 2016).

Existe uma correlacdo positiva entre o tamanho das particulas e o valor do balanco
hidrofilico lipofilico (HLB) de um surfactante ndo iénico; assim, o valor de HLB pode ser uma
diretriz Gtil para a selecdo de um surfactante. Para a estabilizacdo de nanocristais hidrofobicos,
geralmente, um tensoativo com baixo valor de HLB (lipofilico) é escolhido. A cobertura
adequada da superficie da particula por estabilizantes é fundamental e muitas vezes esta
relacionada a afinidade do tensoativo pelo farmaco. Nao é interessante acrescentar excesso de
estabilizante em uma suspenséo, pois pode impactar negativamente na estabilizagdo. Uma vez
que se exceda a concentracdo micelar critica (CMC), a formacéo de micelas competird com a
adsorcéo a superficie da particula (SUN ; YEO, 2012).

2.5 O processo de liofilizacdo no incremento da estabilidade dos nanocristais

O processo de liofilizacdo é utilizado em nanossuspensdes com a finalidade de
remover a agua do sistema, garantindo melhor estabilidade fisica e quimica do nanocristal.
Basicamente, consiste no congelamento da agua e sua remogéo por sublimacao e dessorcdo a
presséo reduzida. E caracterizado pelas etapas de congelamento, secagem primaria e secagem
secundaria, sendo importante o estudo aprofundado de cada uma dessas etapas, uma vez que 0s
parametros utilizados podem influenciar na qualidade do liofilizado, no tempo de sua
reconstituicdo, na conservacdo das caracteristicas fisico-quimicas (como no tamanho de
particula), no residual de umidade e na estabilidade durante o periodo de armazenamento
(ABDELWAHED et al., 2006; CHUNG; LEE; LEE, 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tuomela%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27213435
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A etapa de maior criticidade do processo de liofilizagdo € o congelamento. Este passo,
além de afetar a estrutura do liofilizado, impacta nas etapas subsequentes do processo de
liofilizacdo, como nas secagens primaria e secundaria (BEIROWSKI et al., 2011). Em
temperaturas reduzidas, inicia-se o processo de nucleagédo dos cristais de gelo, que aumentam
progressivamente com o declinio da temperatura até alcancgar a temperatura 6tima, na qual ndo
h& mais a formac&o de gelo na fase intersticial (REY; MAY, 2007). Dependendo da composi¢éo
do produto, solugbes que contém sal ou solutos organicos cristalizam facilmente, a fase
intersticial ira cristalizar abruptamente como um eutético ou uma mistura eutética rigida; neste
ponto, o sistema tera alcangado a temperatura maxima da completa solidificacdo (ponto
eutético, Te) (BEIROWSKI et al., 2011). Ha produtos, como polidis, aglcares ou polimeros,
gue ndo se cristalizam ap6s o congelamento, ganham viscosidade e adquirem apenas uma
aparéncia vitrea apos atingirem a temperatura de transicao vitrea (Tg). Na fase de congelamento,
é imprescindivel que o produto sofra completa solidificacdo da fase intersticial, uma vez que o
congelamento incompleto ira resultar em uma fuséo parcial ou no colapso durante a liofilizagdo
(CHUNG et al., 2012). A velocidade com que ocorre este congelamento é também outro fator
importante, pois afeta diretamente a estrutura do liofilizado. O congelamento rapido resulta em
pequenos cristais de gelo com poros reduzidos, o que diminui e prolonga a remocdo do vapor
de agua durante a etapa de secagem primaria. Em contrapartida, o congelamento lento pode
favorecer a degradacdo do farmaco (REY; MAY, 2007).

Ap0s o congelamento, o produto segue para a secagem primaria, onde ha a remocao
da agua congelada. A taxa de sublimacdo € dependente do calor aplicado no produto e nédo deve
exceder a temperatura de colapso (Tg para sistemas vitreos ou Tey para sistemas cristalinos),
(REY; MAY, 2007). Para formulagdes de matriz cristalina, com temperatura de transi¢do vitrea
muito baixa e, consequentemente, grande periodo de secagem primaria, € comum adicionar
uma etapa de tratamento térmico (“anneling”), no qual a amostra ¢ congelada, depois aquecida
vagarosamente, até ultrapassar a temperatura de transicao vitrea, e congelada novamente. Apés
esse tratamento térmico, o evento referente a transigéo vitrea, observado originalmente, néo é
mais encontrado, podendo surgir, em temperaturas mais elevadas, um evento referente a fusao
do eutético formado (ABDELWAHED et al., 2006).

Tratando-se de liofilizacdo de nanossuspensdes, alguns problemas decorrentes do
processo sdo mais evidentes, como a desestabilizagdo das nanoparticulas devido ao aumento da
sua concentracdo durante o congelamento, ocasionando maiores interacdo e aglomeragéo ou

fusdo do sistema. Os componentes da formulacdo também podem influenciar na estabilidade
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das nanoparticulas durante o processo de liofilizagdo, como o tipo e a concentracdo do
crioprotetor, a natureza do surfactante, 0s grupamentos quimicos de superficie das
nanoparticulas e o polimero utilizado no seu preparo. Os lioprotetores formam pontes de
hidrogénio com os grupos polares da superficie da nanossuspensdo no processo final de
secagem, mantendo a estrutura inicial das nanoparticulas e agindo como substitutos da agua.
Os crioprotetores, como 0s agucares, promovem o isolamento das particulas individuais da
fracdo ndo congelada, prevenindo a agregagcdo durante o congelamento acima da Ty
(ABDELWAHED et al., 2006).

Os polimeros utilizados para a estabilizacdo da nanossuspensdo podem também
contribuir para a boa resisténcia na fase de congelamento. Foi reportado o sucesso da
liofilizacdo de nanoesferas estabilizadas com PVA (alcool polivinilico), ndo sendo necessaria a
adicdo de um crioprotetor. Por outro lado, a utilizacdo de polaxamer ndo teve bom desempenho
no processo de liofilizacdo. Pode ser observada a agregacdo de particulas provenientes do
aumento da solubilidade do polaxamer presente na solugéo durante o processo de congelamento
(CHUNG et al., 2012).

O xilitol foi utilizado para estabilizar uma nanossuspenséo liofilizada de everolimo,
além de possuir a funcdo antioxidante, promovendo aumento da estabilidade quimica desse
material. O estudo demonstrou que diferentes concentracdes do xilitol impactam no perfil de
dissolugéo do everolimo, indicando que concentragdes abaixo de 0,5% (p/p) ndo impedem a
agregacdo das particulas, apresentando melhor desempenho quando foi utilizado 1,0 % (p/p) na
formulacdo (SEOK et al., 2016).

2.6 Aumento da efetividade de farmacos

Em diversas situacdes, a tecnologia de nanocristais é reportada como muito propicia
para 0 aumento de efetividade. A nanossuspensdo de buparvaquona resultou em aumento do
direcionamento da buparvaquona em cepas resistentes de C. parvum, o agente causador da
diarreia grave em pacientes com HIV. Esta nanossuspensdo de buparvaquona foi formulada
com polimeros mucoadesivos e resultou no aumento do tempo de residéncia da substancia ativa
no trato gastrointestinal durante as crises de diarreia, aumentando, dessa forma, sua eficacia
(JACOBS; KAYSER; MULLER, 2001).
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A literatura também destaca que particulas de até 1.000 nm sdo internalizadas,
preferencialmente, por células que possuem atividade fagocitaria, como, por exemplo, 0s
macrofagos do sistema fagocitario mononuclear (MULLER; GOHLA; KECK, 2011). De modo
geral, os macrofagos sdo responsaveis por engolfar os patogenos e destrui-los. Alguns
patdgenos, entretanto, subvertem esse sistema e, ao serem fagocitados, se escondem dos
mecanismos de defesa do sistema imune, vivendo e se multiplicando dentro dos macréfagos.
Sdo exemplos, doengas como a tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) e a leishmaniose
(Leishmania sp) (CONTRERAS et al., 2014). Nesse sentido, Kayser (2000) demostrou,
utilizando microscopia eletronica de transmissao, que as nanossuspensdes séo eficientemente
capturadas pelas células fagocitarias. Em seu estudo envolvendo o antibidtico tetraciclico
afidicolina, veiculado na forma de nanossuspensdo, com tamanho de particula médio de 400
nm, foi possivel obter atividade 140 vezes maior contra Leishmania donovani quando
comparado ao mesmo farmaco puro veiculado na forma de solu¢cdo em dimetilsulféxido
(DMSO0), indicando a importancia da atividade fagocitaria para a eficacia terapéutica e a

potencialidade das nanossuspens@es (KAYSER, 2000).

Outra caracteristica emergente dos nanocristais que se mostra muito promissora é o
aumento da permeabilidade e da retencéo de farmacos em tecidos tumorais, por possuir melhor
capacidade de penetrar no tumor ou mesmo nas células tumorais individuais (MIAQ et al., 2008
e LU et al., 2016). No processo de inflamagdo/hipdxia existente em tecidos tumorais, 0
revestimento endotelial da parede do vaso sanguineo se torna mais permeavel do que o normal,
favorecendo o acimulo de farmacos no espacgo intersticial. Tal acimulo espontaneo ou
ocasionado por direcionamento passivo € intensificado pela ineficiéncia da drenagem linfatica
— que esta comprometida. Os nanocristais parecem favorecer este acimulo do farmaco, além
de assegurar a circulacdo por periodo de tempo estendido, contribuindo na manutengdo do
farmaco acumulado no alvo (MIAO et al., 2008). Foi evidenciado que a formulacdo de
nanocristais de paclitaxel apresentou menor toxicidade e maior especificidade, se acumulando
e permanecendo no tumor apds sete dias de uma injecdo intravenosa em bolus (WANG et al.,
2011).

Desse modo, o desenvolvimento de nanossuspensdes podera aumentar a atividade em
estudos de reposicionamento de farmacos e, consequentemente, as chances de sucesso de

diversas terapias.
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3. OBJETIVO

3.1  Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi o preparo e a caracterizacao fisico-quimica
do nanocristal de flubendazol por microfluidizacdo, demonstrando a efetividade desta
tecnologia no incremento da velocidade de dissolucdo do farmaco e na potencializacdo da

atividade antitumoral do flubendazol.

3.2  Obijetivos especificos

o Obtencdo e otimizacdo da formulacdo dos nanocristais de flubendazol
preparados pela técnica de microfluidizacéo e liofilizacao.

o Avaliacdo do tamanho de particula do nanocristal por diferentes técnicas:
espalhamento de luz laser (LLS), espalhamento de luz dinamica (DLS), rastreamento de
nanoparticulas e microscopia.

. Caracterizacdo do nanocristal de flubendazol por analise térmica e difratometria
de raio-x de po.

. Avaliacdo da solubilidade e da dissolucdo dos nanocristais.

o Avaliacdo da atividade antitumoral do flubendazol em células da linhagem de

cancer de pulmédo humano A-549 xenotransplantadas em camundongos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  Matérias-primas, solventes e reagentes

Para o desenvolvimento do projeto, foi utilizado o flubendazol (Changzou, Jiangsu,
China); os tensoativos polissorbato 80 (Oxiteno, Brasil), D-a tocoferol polietilenoglicol 1.000
succinato (TPGS) (BASF Corporation, EUA), poloxamer 188 (BASF Corporation, EUA),
manitol (Ingredion Brasil Ingredientes, Brasil); e a dgua ultrapura Milli-Q®

No desenvolvimento da metodologia analitica, foram utilizados os reagentes e 0s
solventes: acetato de sddio triidratado (Sigma-Aldrich Co. Missouri, EUA), acetonitrila (J.T.
Baker, México), acido acético (Sigma-Aldrich Co. Missouri, EUA), &cido cloridrico 37% PA
(Fmaia, Brasil), dimetilsulfoxido (Fmaia, Brasil, e Sigma-Aldrich, Franca), fosfato de potéssio
monobaésico (J.T. Baker, México), fosfato hidrogenado de sodio (Sigma-Aldrich Co. Missouri,
EUA), hidroxido de sddio (Merck, Alemanha), cloreto de sodio (Merck, Alemanha) e cloreto

de potassio (J.T. Baker, México).

4.2  Equipamentos e acessorios

e  Agitador de hélice mecanico — IKA®

. Analisador termogravimétrico (TGA-50) — Shimadzu®

. Balanca analitica AX200 — Shimadzu®

. Balanca analitica — Metler Toledo®

o BalGes volumétricos de 5, 10, 20, 50, 250, 1000 ml — Laborglas Ltda.®
e Banho ultrassonico® — Unique®

o Calorimetro de varredura diferencial (DSC-50) — Perkin Elmer®, EUA
e  Centrifuga 5810 R Eppendorf®

o Cubetas de quartzo — Thermo Fischer Scientific®

J Difratdmetro Siemens® / Bruker modelo D5000, EUA

e  Dispersor Ultra Turrax — IKA®

o Espectrofotdmetro Evolution series 201 — Thermo Scientific®, EUA

o Espectofotdmetro S.I Photonics — Photonics®, EUA
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Espectrofotdmetro FlexStation 3, Molecular Devices®
Incubadora TE 420 Tecinal ®

Liofilizador IMA Life®, Italia

M-110P Microfluidizer — Microfluidics®, EUA
Mastersizer 2000 — Malvern®, Reino Unido

Microscopio eletrénico de varredura ZEISS Sigma 300, Carl Zeiss

Microscopy®, Alemanha

Alemanha

Microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio Image fluorescence, Oberkochen®,

Nanosight NS300 — Malvern®, Reino Unido
Software NTA v.3.1, Malvern Instrument — Malvern®
pHmetro Metler Toledo®

Zetasizer Nano ZSP — Malvern®, Reino Unido

Minitab 17, EUA



46

4.3 Métodos

4.3.1 Desenvolvimento e validacdo de método analitico por espectrofotometria UV para

a quantificacao do flubendazol nas formulagdes

O método para quantificacdo do flubendazol foi desenvolvido e validado no
espectrofotdbmetro Evolution 201 (Thermo Fischer Scientific Inc., EUA), com cubeta de
quartzo modelo 18UV10, utilizando flubendazol 99,9 % (Changzou, Jiangsu, China) como
padrdo. Foram realizadas varreduras na regido de 200 a 600 nm para escolha do pico de
absorcéo. Levando em consideragéo interferéncias dos excipientes e meios, 0 comprimento de

onda de 310 nm foi o escolhido e o utilizado na valida¢do do método analitico.

4.3.1.1 Preparo da solucéo padréo e das solucdes de trabalho do flubendazol

Para o preparo da solucdo padrdo, foi determinada a concentracao exata de 200 pg/mL
de flubendazol. Para isso, foram pesados 50 mg de flubendazol, os quais foram transferidos
para um baldo volumétrico de 20 ml (2,5 mg/ml). Completou-se o volume do baldo com
dimetilsulféxido e a amostra ficou sob ultrassom até a completa solubilizagdo. Ap6s a completa
solubilizacdo do flubendazol, a soluc¢do foi transferida para um baldo volumétrico de 250 ml e
o volume foi ajustado com uma solucdo de acetonitrila: agua (60:40, v: v). Posteriormente,

diluicBes desta solucdo foram preparadas para a valida¢do do método.

4.3.1.2 Determinagdo da absorbancia maxima do flubendazol

Para a determinacdo da absorbancia do flubendazol, foi utilizado o espectrofotdmetro
UV-vis Evolution 201, com o software Insight no modo varredura. Foi preparada uma solucdo
de 10 pg/mL de flubendazol, a partir da diluicdo em &gua ultrapura da solucdo padrdo 200

pg/mL, e realizada a varredura no comprimento de onda de 200 a 600 nm.
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4.3.1.3 Validacdo da metodologia analitica para a quantificacdo de flubendazol nos
estudos de solubilidade e nas nanossuspensdes

A validacao foi conduzida com a finalidade de demonstrar que o método desenvolvido
é apropriado para a finalidade requerida. Essa validacdo foi realizada de acordo com a RDC
166, de 24 de julho de 2017, que dispe sobre a validacdo de métodos analiticos. Os parametros
de validagdo utilizados foram: especificidade, linearidade, intervalo, precisdo intracorrida
(repetibilidade) e intercorrida (intermediaria) exatidao e robustez.

4.3.1.4 Especificidade

A especificidade é a capacidade do método de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes da formulacéo ou de produtos de degradac¢do (BRASIL, 2017).
Foi avaliada a especificidade do método realizando-se varreduras entre 200 e 600 nm da solu¢éo
de flubendazol 10 pg/mL, preparada a partir da diluicdo da solucdo padrdo em HCI 0,1 N,
tampé&o acetato pH 4,5, tampé&o fosfato pH 6,8, tampdo fosfato pH 7,4 e dos excipientes d-a.
tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS) e manitol em solugdo. Tal abordagem
permitiu a escolha do comprimento de onda adequado, que ndo possuisse interferéncia dos

solventes e dos excipientes na quantificacdo do farmaco.

4.3.1.5 Linearidade

A linearidade refere-se a capacidade do método analitico em demonstrar que os valores
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra dentro de um
intervalo especificado (BRASIL, 2017).

A partir da solucéo padrdo de flubendazol, foram transferidas aliquotas para bales
volumétricos de 25 ml e o volume foi completado com solucdo de HCI 0,1 N, obtendo-se
solucBes com concentragdes definidas do farmaco. A Tabela 2 apresenta as dilui¢6es utilizadas
para o preparo de cada solucéo e as concentracGes finais obtidas. A absorbancia da amostra foi
medida a 310 nm contra o branco. Em seguida, a curva de calibragdo do flubendazol foi
construida na faixa de concentracdo entre 5 e 80 pg/mL. As curvas analiticas foram preparadas

em triplicatas.
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Tabela 2 - Concentragédo das amostras de flubendazol obtidas a partir de uma solugéo padréao
a 200 pg/mL e empregadas para determinacéo da linearidade do método de quantificagéo.

Concentragoes (pg/ml) Aliquota do padrao (ml) Volume final (ml)
5 0,625 25
10 1,250 25
20 2,500 25
40 5,000 25
60 7,500 25
80 10,000 25

4.3.1.6 Limite de quantificacdo (LQ) e deteccéo (LD)

Os limites de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD) foram calculos considerando o
desvio padrao residual da linha de regresséo (o) e o coeficiente angular ou inclinagdo da curva
de calibracéo (IC). O LQ e LD foram calculados de acordo com as equacdes abaixo (Equacao

2 e Equacéo 3):

Equacédo 2: LD=3,3.6/IC
Equacdo 3: LQ=10.c/IC

4.3.1.7 Precisao

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados de uma amostra por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado
(BRASIL 2017). A precisao pode ser expressa através da avaliacdo do desvio padrdo relativo
(DPR) de uma série de medidas, de acordo com a Equacéo 4, ndo devendo exceder o valor de
5% (BRASIL, 2017).

DPR (%) =_DP X100 (Equacéo 4)
CMD

CV (%) = desvio padrdo relativo
DP = desvio padréo

CMD = concentragdo média determinada
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A precisdo do método foi avaliada por meio da precisdo de repetibilidade e da precisdo
de reprodutibilidade. No ensaio de repetibilidade, foram avaliadas as amostras sob as mesmas
condicdes de operacdo, 0 mesmo analista e a mesma instrumentacéo, em uma Unica corrida
analitica. Foram realizadas nove determinacdes, 3 concentracfes preparadas

independentemente (10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL), com 3 réplicas em cada nivel.

Na determinagéo da reprodutibilidade, foi expressa a proximidade entre os resultados
obtidos da analise de uma mesma amostra, no mesmo laboratorio, em dois dias diferentes,
realizada por analista diferente. Foram realizadas, também, nove determinagdes, 3
concentragdes (10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL), com 3 réplicas em cada nivel e em cada dia.

Os valores foram comparados inter-dias.

As precisdes nas duas condi¢Bes foram expressas em termos de desvio padrdo relativo
(%), conforme a Equacdo 4, sendo o critério minimo de aceitacdo menor ou igual a 5%
(BRASIL, 2017).

4.3.1.8 Exatidao

A exatiddo representa a proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico e
pelo valor esperado (BRASIL, 2017). Para determinar a exatiddo do método, foi calculada, ap6s
0 estabelecimento da linearidade e da especificidade, a porcentagem de recuperacdo de
quantidades conhecidas de flubendazol de pureza conhecida (16, 20 e 24 ug) adicionado a
solucdo de flubendazol a 20 pg/mL, sendo que o preparo de cada ensaio foi realizado em
triplicata, dentro do intervalo linear estabelecido no método. A exatiddo foi expressa como
percentual de recuperacdo pela relacdo entre a concentracdo média, determinada

experimentalmente, e a concentracao tedrica correspondente.

4.3.1.9 Robustez

A robustez determina a confiangca do método e avalia sua capacidade em resistir a
pequenas variagdes dos parametros analiticos. O ensaio para determinacdo da robustez foi
realizado a partir da variacdo do fabricante do dimetilsulféxido (Fmaia®, Brasil, e Sigma-
Aldrich®, Franca). A avaliacio da robustez foi realizada pelo calculo do desvio padréo relativo
(DPR %) entre as medidas obtidas.
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4.3.2 Estudo exploratério: preparo da nanossuspensdo de flubendazol empregando a

microfluidizacéo

Para o preparo das nanossuspensdes, foi utilizado o microfluidizador Microfluidics M-
110P®, da Microfluidics Corporation, com cidmara de interagdo no formato Y (F12Y, 75 pm),
com modulo de processamento auxiliar, para estabilizagdo do fluxo de fluido, agindo como um
alivio de pressdo. A Tabela 3 apresenta as formulag6es do estudo exploratério. O flubendazol
foi adicionado na solucéo aquosa contendo o tensoativo polissorbato 80 ou o poloxamer 188 ou
0 D-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS) (tensoativos indicados para utilizagdo
oral e injetavel) e submetido ao alto cisalhamento em agitador ultraturrax por 5 minutos. O
tamanho das particulas foi reduzido por microfluidizacdo no microfluidizador (LIU et al.,
2011).

Durante a microfluidizacdo, foram utilizados os seguintes parametros, para todas as
formulagdes: 35.000 psi de pressdo, camara no formato Y e temperatura do produto de 30°C +
5°C. Para todos os testes, foram preparadas 100 gramas de suspenséo. Aliquotas foram coletadas
nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, para avaliar a influéncia do tempo do processo na
reducdo do tamanho da particula. Foi avaliada a estabilidade fisica das nanossuspensées
armazenadas em camara climatica de 30°C (+ 5°C), 75%UR (* 5) nos tempos 0, ap6s 30 dias,

60 dias e 90 dias do preparo.

Tabela 3 - Formulas dos ensaios exploratérios para obtencéo dos nanocristais de flubendazol
utilizando-se a microfluidizacéo.

. Flubendazol Polissorbato 80  Poloxamer 188 TPGS Agua purificada
Formula
(9) (9) (9) (9) asp (9)
F1 28 2,8 - - 100
F2 28 - 2,8 - 100
F3 28 - - 2,8 100

4.3.3 Otimizacdo da preparacdo dos nanocristais de flubendazol empregando-se

planejamento estatistico

Apo0s determinacdo do tempo de passagens da suspensdo no microfluidizador e da
escolha do tensoativo TPGS, por meio de estudo exploratorio, foi avaliada a influéncia da

concentragdo do d-o tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato ¢ da concentragdo do
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flubendazol no didmetro hidrodindmico médio da particula (DHM) e no indice de polidispersdo
(IP). Foi utilizado planejamento fatorial simples empregando-se duas varidveis independentes
em dois niveis (maximo e minimo), adicionados de 4 pontos centrais e totalizando 8 ensaios.

Os ensaios foram executados de forma aleatoria.

A Tabela 4 apresenta a matriz de ensaios com a concentracao do TPGS (nivel minimo:
2,0 e nivel méximo: 3,0 % em p/p) e a concentracdo de flubendazol (nivel minimo: 20 e nivel
maximo: 30 % p/p) na nanossuspensdo. A matriz de ensaios e a andlise dos resultados foram

realizadas empregando-se o software Minitab 17.

Tabela 4 - Matriz de ensaios para a otimizacao do processo de producdo de nanocristais de

flubendazol.
F4 8 1 1 20 5
F5 3 1 1 30 2
F6 2 1 1 20 3
F7 4 1 1 30 3
F8 1 0 1 25 2,5
F9 5 0 1 25 2,5
F10 7 0 1 25 2,5
F11 6 0 1 25 2,5

4.3.4 Determinacdo da distribuicdo do tamanho de particula do flubendazol

micronizado por espalhamento de luz laser

Para a determinagdo do tamanho de particula do insumo farmacéutico ativo
flubendazol, foi utilizado o equipamento Mastersizer 2000®, da Malvern Instruments, pelo
método via Umida.

Foram pesados 100 mg de flubendazol e transferidos para um béquer, no qual foi
adicionada uma aliquota de 10 ml do meio de dispersdo (solugdo aquosa contendo 1 % de
polissorbato 80). A amostra ficou sob agitacdo por 3 minutos, sendo preparada em triplicata. O
indice de refracdo utilizado para o flubendazol foi de 1,685 (GLOBAL CHEMICAL
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NETWORK, 2017); o indice de refracdo da solugdo dispersante determinada foi de 1,33. A
velocidade de agitacdo utilizada durante a leitura foi de 1.500 rpm, ndo sendo utilizado
ultrassom na amostra, a fim de evitar a quebra das particulas e a leitura inadequada. A
obscuracao do teste foi mantida no range de 5 a 10 % e o tempo de analise foi de 10 segundos

para cada leitura.

4.3.5 Determinacdo da distribuicdo do tamanho de particula da nanossuspensdo de
flubendazol por espalhamento de luz laser

Foi utilizado o equipamento Mastersizer 2000®, Malvern Instruments. As amostras
foram diluidas (dispersas) somente em agua purificada. O indice de refracdo utilizado para o
flubendazol foi de 1,685 (GLOBAL CHEMICAL NETWORK, 2017) e o do dispersante foi de
1,33. A agitagdo utilizada durante a leitura foi de 2.000 rpm, ndo sendo utilizado ultrassom na
amostra, a fim de evitar a quebra das particulas e a leitura inadequada. A obscuracdo do teste
manteve-se menor do que 5% e o tempo de analise foi de 10 segundos para cada leitura. Foram
avaliados o didmetro médio ponderado pelo volume (D[4,3]) e o didmetro médio ponderado
pela superficie (D[3,2]) — d0,1, d0,5 e d0,9.

4.3.6 Determinacdo do diametro hidrodindmico médio (DHM) e do indice de
polidisperséo (IP) da nanossuspenséo de flubendazol por espalhamento de luz dindmica
(DLS)

As amostras foram diluidas em &gua purificada, em baldo volumétrico, na
concentragdo de 30 pl/50 ml, filtradas em membrana de 5 micras. A leitura foi realizada
imediatamente apo6s a diluicdo. Foi observado o espalhamento de luz dindmica através do
equipamento Zetasizer Nano (Malvern Instruments LTD). As leituras foram realizadas nas
seguintes condicdes: dispersante agua com IR de 1,330, temperatura de 25 ‘C, tempo de
equilibrio de 30 segundos, cubeta (DTS0012), 4ngulo de medida de 173 por retrodifusio,

medidas com sele¢do automatica do atenuador em modelo normal de resolucéo.
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4.3.7 Determinacdo da distribuicdo do tamanho de particula da nanossuspensdo de
flubendazol por andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA — Nanoparticle Tracking
Analysis)

As amostras foram diluidas em &gua purificada na concentracdo de 70 pL/50 ml.
Desta solucéo, foi coletada aliquota de 1 ml, diluida novamente em 50 ml de &gua purificada.
Posteriormente, foi realizada a filtracdo em filtro de 5 micras. Aproximadamente 700 pL foram
injetados, logo apos a diluicdo, no porta-amostra do NanoSight NS300. Através do software
NTA v3.1, foram conduzidas medidas em triplicata, com duragdo de 60 segundos, em
temperatura de 25 ° C. A média destas analises foi utilizada para realizar o comparativo com a

média de tamanho de particula obtido pela técnica DLS.

4.3.8 Andlise morfoldgica e tamanho dos nanocristais empregando-se a microscopia

eletronica de varredura (MEV)

A avaliacdo da morfologia das nanossuspensfes produzidas no estudo exploratério
(testes F1, F2 e F3) foi realizada por microscopio eletrénico de varredura ZEISS Sigma 300,
Carl Zeiss Microscopy ®, Alemanha. As nanossuspensdes foram secas sob nitrogénio e foram
metalizadas com ouro paladio (AuPd), ndo influenciando na resolucdo e na qualidade da
analise. As imagens foram captadas em modelo de vacuo sob tensdo de aceleracdo de 5.00 KV

In Lens.

4.3.9 Determinacao do potencial zeta

O potencial zeta das nanossuspensdes foi determinado por espalhamento de luz
eletroforético utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano ZSP, da Malvern Instruments LTD.
As amostras foram diluidas em agua purificada na concentracao de 15uL/50 ml, as leituras foram
realizadas em cubeta especifica, na temperatura de 25 ° C. Foi verificado também que, para o
método desenvolvido, ndo ha interferéncias da condutividade na determinacéo do potencial zeta,
atraves da construcdo da curva de condutividade versus potencial zeta, na faixa de 5 a 70 uS/cm,
empregando solucdo de NaCl 0,9% (m/v).
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4.3.10 Determinacéo do teor

O flubendazol foi quantificado por espectrofotometria no UV-visivel no comprimido
de onda de 310 nm. No preparo das amostras foram adicionados 3,85 ml de agua purificada, no
frasco contendo o nanocristal liofilizado, e o p6 foi ressuspendido sob agitacdo. Aliquota de
0,25 ml foi transferida para um baldo de 20 ml e o volume foi completado com DMSO. O baléo
ficou sob ultrassom durante 10 minutos. Apos, aliquota de 2 ml foi transferida para baldo de 25
ml e o volume foi completado com solucédo de acetonitrila/dgua purificada (60:40). Aliquota de
5 ml foi transferida para um baldo de 25 ml e o volume foi completado com solucdo de
acetonitrila/dgua purificada (60:40). As amostras foram filtradas em filtro de 0,45 micras

(PVDF). O preparo foi realizado em triplicata e foi calculado o desvio padrdo das amostras.

4.3.11 Solubilidade de saturacdo/solubilidade cinética

Utilizando a metodologia Shake Flask, foi avaliada a solubilidade do flubendazol e de
seu nanocristal liofilizado em diferentes meios, dentro da faixa de pH fisiol6gico (HCI 0,1 N,
solucéo tampé&o pH 6,8) e solucdo tampéo salina pH 7,4 (BRASIL, 2013). O ensaio foi realizado
adicionando-se o excesso de flubendazol (20 mg) e de seu nanocristal liofilizado (contendo 20
mg de flubendazol) em 10 ml do meio escolhido. As amostras ficaram sob agitacdo no shaker,
por 24 horas, na velocidade de 200 rpm, a 37 ° C + 1 °C. Ap0s agitacdo, as amostras foram
centrifugadas, a 2.000 rpm por 60 minutos, para decantacdo (KIM et al., 2011). O sobrenadante
foi filtrado, em membrana de 0,45 micras (PVDF). A quantificacdo do farmaco em solucéo foi
realizada por espectrofotometria no UV-visivel. O ensaio foi realizado em triplicata, sendo

efetuado o célculo da média, do desvio padréo e do coeficiente de variacao.

4.3.12 Avaliacéo da dissolucédo dos nanocristais

Os dados de dissolucao foram adquiridos utilizando o espectofotdmetro da série S1400
da SI Photonics (Tucson, Arizona, USA). O equipamento possui um dispositivo de carga
acoplado (CCD) com matriz de detectores, que apresenta melhor eficiéncia e menor ruido do

que os convencionais de fotodiodo. O dispositivo de amostragem desse equipamento consiste
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em fibra dptica. Possui uma lampada de tungsténio para leituras no visivel, na faixa de
comprimento de onda de 350 a 1.000 nm, enquanto as ldmpadas de deutério sdo utilizadas para
comprimentos de onda UV abaixo de 350 nm. Nos experimentos realizados, as leituras foram
registradas no intervado de 1 em 1 minuto. A faixa de comprimento de onda trabalhada foi de
200 a 950 nm, embora os dados tenham sido tratados no comprimento de onda de 300 nm. A
sonda de fibra dptica utilizada nos ensaios foi a de 0,5 mm. O ensaio foi realizado no meio de
dissolucdo HCI 0,1 N acrescido de 0,1% TPGS. Foram adicionados 40 ml do meio em uma
cuba, o sistema foi mantido sob aquecimento em chapa de aquecimento até a temperatura de
37°C (£ 1 °C) e foram adicionados 5,1 mg do nanocristal (equivalente a 4,4 mg de flubendazol)
sob agitacdo constante de 300 rpm. As leituras foram iniciadas logo ap6s a adicdo do
flubendazol na cuba. Para avaliar a dissolucdo do flubendazol micronizado, foram adicionados,
no meio de dissolucdo, 4,4 mg do flubendazol convencional. Os testes foram realizados em

triplicata. O tempo de dissolucéo avaliado foi de 60 minutos.

4.3.13 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) para determinacao da temperatura

de transicdo vitrea da nanossuspenséao de flubendazol liofilizada

As curvas DSC dos estudos foram obtidas em equipamento DSC, marca Perkin Elmer,
modelo Diamond, sob atmosfera dindmica de nitrogénio, com vazdo de 50 mL/min, razdo de
aquecimento de 20 °C/min, efetuando-se o congelamento da amostra até -60 * C, seguido do
aquecimento até 45 °C. Foi utilizado cadinho de aluminio parcialmente fechado. A massa da
amostra foi de 3 mg. O equipamento foi previamente calibrado com indio (PF 156,6 °C; AHsuszo
= 28,54 J/g).

4.3.14 Liofilizacao da nanossuspensao de flubendazol

A formulagdo F3, que consta descrita na Tabela 2, foi liofilizada no liofilizador da
IMA Life, Italia. Com a finalidade de se avaliar o impacto da utilizacdo de um crioprotetor na
estabilizagcdo do nanocristal, o produto foi liofilizado com 5% (p/p da formulagéo) de manitol.
Uma aliquota de 5 ml foi transferida manualmente para frascos de vidro ambar de 23 mL, os

quais foram parcialmente fechados com tampas de borracha e adicionados no liofilizador. Na
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Tabela 5, seguem os parametros de liofilizacéo utilizados durante as etapas de congelamento,
tratamento térmico, secagens primaria e secundaria. O fechamento dos frascos foi realizado no

modo automatico do equipamento.

Tabela 5 - Pardmetros utilizados durante a liofilizag&do da nanossuspenséo de flubendazol.

Etapa do processo nggeelg?:: r(gcd)a zﬁic;r(; Tempo da etapa
Estabiliza¢do das prateleiras 0 0 30 minutos
Congelamento lento -45 0 1 hora
Congelamento da amostra -45 0 3 horas
Tratamento térmico (annealing) -20 0 3 horas
Congelamento da amostra -45 0 3 horas
Evacuacéo -45

Secagem primaria -22 850 30 horas
Secagem secundaria 0 80 2 horas
Secagem secundaria 25 30 4 horas

4.3.15 Termogravimetria e Termogravimetria Derivada (TG/ DTG)

A caracterizacdo dos nanocristais por termogravimetria foi realizada no equipamento
Discovery TGA (TA Instruments®, EUA). Pesaram-se as respectivas massas em cadinhos de
aluminio selados: 1,706 mg de flubendazol puro; 3,664 mg de manitol; 17,510 mg de
polissorbato 80; 6,207 mg de poloxamer 188; 3,372 mg de TPGS; 7,214 mg do nanocristal
estabilizado com o polissorbato 80 (formulagéo F1); 7,156 mg do nanocristal estabilizado com
poloxamer 188 (formulagdo F2); 6,068 mg do nanocristal estabilizado com o TPGS
(formulagéo F3) — secos sob nitrogénio; 24,672 mg de placebo contendo TPGS e manitol; e
3,542 mg do nanocristal estabilizado com TPGS e manitol — liofilizado. O ensaio foi realizado
em atmosfera dindmica de nitrogénio (50 ml/min), com razdo de aquecimento de 10 *C/min, na

faixa de temperatura de 20 a 600 “C.
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4.3.16 Calorimetria Exploratéria Diferencial para caracterizagdo dos testes

A caracterizagdo por calorimetria exploratoria diferencial foi realizada com o
equipamento Discovery DSC 2500 (TA Instruments®, EUA) previamente calibrado com indio

metalico (ponto de fusdo: 156,6 °C, AH fusio = 28,54 J/g), na faixa de temperatura de trabalho
de -90 a 550 ‘C, com razéo de aquecimento de 10 ‘C/min. Para a realizagéo dos ensaios, foram
pesadas as respectivas massas em cadinhos de aluminio: 2,240 mg de flubendazol puro; 2,160
mg de manitol; 5,160 mg de polissorbato 80; 2,480 mg de poloxamer 188; 2,300 mg de TPGS;
2,18 mg do nanocristal estabilizado com polissorbato 80 (formulacdo F1); 2,210 mg do
nanocristal estabilizado com poloxamer 188 (formulacdo F2); 2,160 mg do nanocristal
estabilizado com TPGS (formulacdo F3) — secos sob nitrogénio; e 2,070 mg do nanocristal
estabilizado com TPGS e manitol — liofilizado. Os cadinhos foram fechados e inseridos no
equipamento. As amostras foram submetidas & velocidade de aquecimento de 10 ‘C/min, em

atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de 50 ml/min.

4.3.17 Andlise da estrutura cristalina dos nanocristais de flubendazol empregando-se
difracdo de raio X (DRX)

A andlise de difragdo de raio X foi realizada para avaliar a cristalinidade do
flubendazol micronizado e do nanocristal de flubendazol estabilizado com TPGS e manitol. O
método de po foi utilizado. O material foi adicionado em um suporte de amostra, escaneado
entre 10° a 80° (20), exposto a radiacdo CuKa 40 Kv e tempo de passo de 0,01. Com os dados
brutos obtidos, foi construido o histograma para melhor demonstracdo. Os ensaios foram
realizados no Laboratdrio de Difracdo de Raios X do NAP-Geoanalitica USP (Instituto de

Geociéncias da USP), em colaborag¢éo com o Dr. Flavio Machado de Souza Carvalho.
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4.3.18 Avaliacao da atividade antitumoral dos nanocristais de flubendazol em células da
linhagem de cancer de pulméo humano A-549

Os ensaios de viabilidade celular (MTT) e atividade antitumoral em modelo
xenogréafico de cancer de pulmédo humano foram realizados em colaboracéo com a Profa. Dra.
Claudiana Lameu, no Laboratorio de Estudos dos Mecanismos Moleculares da Metéstase, do
Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo, com a aprovagio da Comissao de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Quimica da USP no ambito do projeto “Mecanismos de
Metastase de Tumores Infantis para a Medula Ossea”, conforme metodologia descrita a seguir
(CEUA 63/2017).

4.3.18.1 Cultura de células de cancer de pulmao

Foi utilizada, neste estudo, a linhagem de céncer de pulmdo humano A-549. A
linhagem A-549 foi cultivada em garrafas apropriadas cellplus (Sarstedt) no tamanho T-25 a
37 °C em estufa com atmosfera composta por 5% de CO2 em meio de manutencdo constituido
de DMEM high glucose (LGC-Biotecnologia), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB -LGC-Biotecnologia) e penicilina/estreptomicina (1%). O meio de cultura foi trocado a

cada dois dias.

4.3.18.2 Formacéo de tumoresferas

Apds as células atingirem a confluéncia de 80% de preenchimento na garrafa, foi
adicionado 1mL de TrypleTM Express (Gibco) e a garrafa foi mantida em estufa a 37 °C por 5
minutos. A contagem de células foi realizada utilizando-se a camara de Neubauer. Feito isto,
as células foram transferidas para garrafas ndo aderentes (Sarstedt®), para a formagdo das
tumoresferas. Foram utilizados 2X10° de células, para as garrafas hidrofobicas de 75cm? (T-
75), com meio definido, contendo DMEM high glucose, penicilina e estreptomicina (1%),
fatores de crescimento epidermal EGF (Sigma-Aldrich - 20 ng/mL) e de crescimento de
fibroblasto basico-b FGF (Sigma-Aldrich - 20 ng/mL) e um conjunto de suplementos N2 (1x -

Life Technologies). As células foram mantidas por 4 dias sem a troca do meio, para a formagéo
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das tumoresferas, e foram acompanhas no microscépio EVOS (ThermoFisher Scientific)

diariamente.

4.3.18.3 Ensaio de viabilidade celular - MTT

Para determinar a IC50 (concentracdo inibit6ria necessaria para levar a morte 50% da
populacdo celular) do nanocristal de flubendazol, foi realizado o ensaio de MTT em
tumoresferas da linhagem de adenocarcinoma pulmonar, A549. O MTT € um teste
colorimétrico que avalia a viabilidade celular por meio da mensuracédo da atividade metabdlica.
A presenca de enzimas oxidorredutases mitocondriais reflete a quantidade de células viaveis,
pois essas enzimas sdo capazes de reduzir o composto MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2il-2,5-difenil
tetrazoliumbromide), que é solavel, em formazan — que é insoltvel. O ensaio de MTT foi
realizado em duas condi¢es: as células foram tratadas com o flubendazol no momento do
plaqueamento (em meio definido) e a leitura de absorbancia foi feita apds 48 horas. As células
foram tratadas com o flubendazol 96 horas ap6s o plaqgueamento (em meio definido); a leitura

de absorbéancia foi feita 48 horas ap6s o tratamento.

4.3.18.4 Xenotransplante a longo prazo nos animais BalbC/Nude

Os camundongos BalbC/Nude foram mantidos em ambiente controlado, com sistema
de ar condicionado central, para ventilagdo e exaustdo, iluminacdo controlada 12 horas claro/12
horas escuro, temperatura mantida em 22 °C, com racgdo e dgua. Neste estudo, foram utilizados
camundongos BalbC/Nude machos, pois esses animais sdéo modelos bioldgicos que apresentam
deficiéncia imunologica. As tumoresferas foram centrifugadas em baixa rotacdo, em 900 g por
5 minutos, e dissociadas mecanicamente. Feito isto, o meio foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1mL de tampéo fosfato salino (TBS) 1X para a contagem de células na
camara de Neubauer. Foram injetadas, por animal, cerca de 2X10° células na regi&o subcutinea
do dorso — 0 que permitiu 0 acompanhando do crescimento do tumor, bem como a comparagao
entre os diferentes tratamentos. Ap6s 48 horas da injecdo de células tumorais, foi aplicada a
primeira inje¢cdo do farmaco no peritonio dos animais; a partir de entdo, os farmacos foram

administrados uma vez por semana, enquanto que o peso dos animais e o tamanho dos tumores
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foram monitorados duas vezes na semana. Os camundongos foram divididos em 3 grupos de 5
animais: grupo A que recebeu o veiculo, solugdo na qual o flubendazol foi diluido; grupo B, de
animais que receberam 50mg/kg de flubendazol micronizado, e grupo C, de animais que

receberam 50mg/kg de nanocristais de flubendazol.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e valida¢do da metodologia analitica por espectrofotometria UV-

VIS para a quantificacdo do flubendazol

5.1.1 Determinacdo da absorbancia maxima do flubendazol

Apds varredura no comprimento de onda de 200 a 600 nm, foi verificado que o

flubendazol apresenta pico bem caracteristico na faixa de 260 a 330 nm (Figura 8).

Figura 8 - Espectro da varredura do flubendazol 10 pg/mL no intervalo de comprimento de
onda entre 200 e 600 nm.
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5.1.2 Avaliaco da especificidade do método

Na avaliacdo da especificidade, foi demonstrado que os solventes utilizados para o
desenvolvimento do método analitico, assim como os excipientes que compdem a formulacéo,
ndo tém interferéncia na longitude de onda de 310 nm, comprovando a especificidade do
método em HCI 0,1 N, tamp&o acetato pH 4,5, tampao fosfato pH 6,8 e tampé&o fosfato 7,4, na
presenca dos excipientes D-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS) e manitol
(Figuras 9 a 15).

Figura 9 - Espectro da varredura do HCI 0,1 N no intervalo de comprimento de onda de 200 a

600 nm.
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Figura 10 - Espectro da varredura do tampéo acetato pH 4,5 no intervalo de comprimento de
onda entre 200 e 600 nm.
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Figura 11 - Espectro da varredura do tampéo fosfato pH 6,8 no intervalo de comprimento de
onda entre 200 e 600 nm.
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Figura 12 - Espectro da varredura do tampéo fosfato salino pH 7,4 no intervalo de
comprimento de onda entre 200 e 600 nm.
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Figura 13 - Espectro da varredura da solugdo aquosa de TPGS no intervalo de comprimento
de onda entre 200 e 600 nm.
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Figura 14 - Espectro da varredura da solugédo aquosa de manitol no intervalo de
comprimento de onda entre 200 e 600 nm.
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Figura 15 - Espectro da varredura do placebo de TPGS e manitol no intervalo de

comprimento de onda entre 200 e 600 nm.
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5.1.3 Avaliacdo da linearidade do método

A avaliacdo da linearidade do método foi determinada a partir da construcdo de
gréficos de concentragdo (ug/ml) versus absorbancia (Figura 16), também chamados de curva
de calibragdo do método. Foram determinadas as curvas analiticas e a equagdo da reta pela
regressdo linear usando-se 0 método de minimos quadrados, assim como seu correspondente
coeficiente de regressao linear (r).

Foram determinados o desvio padréo (DP) e o coeficiente de variagdo dos pontos das
absorbancias para cada nivel de concentracdo da curva de linearidade, sendo considerados,
como aceitaveis, todos aqueles que apresentem valor abaixo de 5% (Tabela 6) (BRASIL,
2017).



Tabela 6 - Valores de absorbancia obtidos na curva analitica do método para quantificacéo e solubilidade do flubendazol em HCI 0,1 N.

Absorbancia

Concentracao (pg/mL) 1 ) 3 Média DP CV%
5 0,1551 0,1555 0,1640 0,1582 0,0050 3,16
10 0,3126 0,3221 0,3175 0,3174 0,0047 1,48
20 0,6267 0,6231 0,6261 0,6253 0,0019 0,31
40 1,2142 1,2173 1,2128 1,2148 0,0023 0,19
60 1,7700 1,7785 1,7644 1,7710 0,0071 0,40
80 2,2440 2,2506 2,2524 2,2490 0,0044 0,20

DP: desvio padrdo (n=3), DPR (%) = desvio padrdo relativo (n=3).
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Figura 16 - Curva analitica do flubendazol obtida por espectrofotometria a 310 nm a partir de
diluicBes volumétricas da solugéo padrdo em HCI 0,1 N.

2,5
y =0,028x + 0,0511
R? = 0,9984 P

2,0 /
€
£15
.S
<
g ~
21,0
o]
<

0,5

u/:’ \V
0,0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Concentragéo (pg/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor

O gréfico de residuos foi utilizado para examinar a qualidade de ajuste da regressao
e de ANOVA, uma vez que auxilia na determinacgdo se as suposi¢cdes de minimos quadrados
comuns estdo sendo atendidas. Se essas suposi¢des forem satisfeitas, a regressdo de minimos
quadrados comum produzira estimativas de coeficientes ndo viciadas com variancia minima.
Na Figura 17, é possivel observar, no grafico de probabilidade normal de residuos, a
distribuicdo uniforme ao redor de uma linha reta. J& no gréafico de residuos versus ajustes, 0s
pontos estdo distribuidos em ambos os lados do 0, pressupondo que 0s residuos possuem
variancia constante. J& o histograma nao foi capaz de representar a amostra, devido a
insuficiéncia de pontos (menor do que 20). Quando o tamanho de amostra é pequeno, cada
barra no histograma pode ndo conter pontos de dados suficientes para demonstrar
precisamente a distribui¢do dos dados; quanto maior a amostra, mais o histograma se parecera
com a forma da distribuigdo da populacéo. O grafico de residuo versus ordem demonstra que
os residuos séo independentes e ndo mostram tendéncias nem padrdes quando exibidos em
ordem temporal.

O modelo de quantificagéo do flubendazol no intervalo de confianca de 5 a 80 pg/ml
demonstrou linearidade (coeficiente de correlagédo acima de 0,990) e coeficiente angular
diferente de zero, atendendo os critérios da RDC 166/17 (BRASIL, 2017).
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O limite de deteccdo é demonstrado pela obtencdo da menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado. Ja
o limite de quantificacdo demonstra a quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinado com precisdo e exatiddo aceitaveis. Na Tabela 7, constam os resultados de LQ
(limite de quantificacdo) e LD (limite de detecgdo) obtidos a partir da avaliacdo do desvio
residual da linha de regresséo e da inclinacdo da curva de calibracao.

Figura 17 — Graficos dos residuos relativos ao ajuste de uma reta de regressao dos dados de
absorbancia do flubendazol.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 7 - Avaliacdo do limite de detecgédo (LD) e do limite de quantificacdo (LQ)

Parémetro Valores

Desvio Padrdo dos Residuos 0,04090

Coeficiente Angular 0,0281
Limite de Deteccdo (ug/mL) 4,80

Limite de Quantificacdo (ug/mL) 14,55
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5.1.4 Precisdo e exatidao

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos no teste de precisdo de repetibilidade e de
reprodutibilidade, expressos em desvio padrdo relativo (%), cujos valores encontraram-se
compreendidos entre 0 minimo de 0,523% e 0 maximo de 1,743% (BRASIL, 2017).

Tabela 8 - Precisdo de repetibilidade e reprodutibilidade do método analitico para a
quantificacdo de flubendazol.

Concentracéo Concentracao
tedrica de Precisao média de Desvio padrao DPR (%)
flubendazol (pug/ml) flubendazol (pg/ml)

repetibilidade 9,943 0,057 0,573

10 reprodutibilidade 10,124 0,105 1,037

% repetibilidade 20,092 0,105 0,523
reprodutibilidade 20,194 0,352 1,743

repetibilidade 39,468 0,461 1,168

40 reprodutibilidade 39,961 0,53 1,326

A exatiddo do método analitico representa o grau de proximidade dos resultados
obtidos experimentalmente em relacdo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2017). Os resultados
apresentados na Tabela 9 revelam que a exatidao variou no intervalo de 97,306 a 98,909 %,
com média de recuperacdo de 98,330 %, demonstrando adequada exatiddo em relacdo ao valor
esperado, de 100%.

Tabela 9 - Valores experimentais médios de porcentagem de recuperagdo obtidos para o teste
de exatiddo do flubendazol (FZB).

~ Quantidade ~ -

.C CTEEEEE conhecida Concentra(;_ao Desvio DPR Recuperacgao 52l d%
inicial de FZB dicionad de FZB obtida dri o o recuperacao
(ug/ml) adicionada (ug/ml) padréo (%) (%) (%)

(Hg/ml)
20 16 35,030 0530 1513 97,306
20 20 39,510 0,360 0,911 98,775 98,330

20 24 43,520 0,560 1,287 98,909
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5.1.5 Robustez

A avaliacdo de robustez foi determinada pela variagédo do fabricante do dimetilsulfoxido
(Fmaia, Brasil e Sigma-Aldrich, Franga). A absorbancia média e o desvio padréo relativo (DPR
%) estdo apresentados na Tabela 10. Avaliando os resultados, concluimos que a alteracdo do
fabricante de dimetilsulféxido ndo afeta significativamente a absorbancia do flubendazol. O DPR

(%) foi menor do que 5 %, demonstrando que o método € robusto.

Tabela 10 - Resultados do estudo de robustez do método analitico para quantificacdo de
flubendazol.

Concentracdo  Concentracdo  Concentracéo

tedrica de de flubendazol de flubendazol Média Desvio padrio DPR
flubendazol (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) P (%)

(ng/ml) fabricante 1 fabricante 2
20 20,092 19,592 19,842 0,354 1,760

5.2  Caracterizacdo da distribuicdo do tamanho de particula do flubendazol

micronizado por espalhamento de luz laser (LLS)

Para a avaliacdo da distribuicdo do tamanho das particulas do flubendazol
micronizado, foi empregado o método espalhamento de luz laser (LLS) e foram mensurados o
diametro médio ponderado pelo volume (D[4,3]), o diametro médio ponderado pela superficie
(D[3,2]), 0 d(0,1), 0 d(0,5) (mediana), o d(0,9) e o indice de polidispersividade (span).

O diametro médio ponderado pelo volume, ou a média de DeBrouckere (Equacéo 5),
constitui um parametro para avaliacdo do tamanho das particulas, no qual o didmetro médio é
avaliado pelo volume das particulas consideradas esféricas, sendo mais sensivel a particulas
grandes existentes na amostragem. A Equacédo 5 representa o diametro médio ponderado pelo
volume (MERKUS, 2009).

_ (ZniDi%)

D[4.3] = (ZniDi3)

(Equacéo 5)

No qual ni significa a frequéncia das particulas e Di o diametro respectivo.
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O didmetro médio ponderado pela superficie (D[3,2]), ou o diametro médio de Sauter,

avalia a proporc¢éo de finos existentes na amostra, sendo representado pela Equacéo 6.

_ (2niDi3)
~ (2niDi?)

D[3,2]

(Equagéo 6)

Os valores d(0,1), d(0,5) e d(0,9) indicam que 10%, 50% e 90% da populacdo de
particulas, respectivamente, estdo abaixo destes valores. A Tabela 11 apresenta a distribuicéo

granulométrica do flubendazol, confirmando que 0 mesmo se encontra na forma micronizada.

Tabela 11 - Valores de d(0,1), d(0,5) d(0,9), D[3,2], D[4,3] e polidispersividade (span) do
flubendazol micronizado.

d(0,1) d(0,5) d(0,9) D[3,2] D[4,3] span

1,377 + 0,03 2,866 + 0,09 10,381 + 2,41 2,583 + 0,08 8,506 + 2,03 3,133+ 0,77

5.3  Ensaios exploratorios da nanossuspensao de flubendazol empregando o método

microfluidizacéo

5.3.1 Avaliacéo do tempo de moagem e do desempenho dos tensoativos polissorbato 80,

poloxamer 188 e D-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato

A microfluidizacdo é uma técnica utilizada para reducdo do tamanho de particula de
principios ativos de baixa solubilidade, sendo de fécil escalonamento e baixo risco de
contaminacdo. Neste método, ha a reducdo drastica do tamanho de particula do farmaco em
suspensdo, dependente das forgcas de impacto, cisalhamento e cavitagdo, nas camaras do
microfluidizador. O tempo de moagem € uma varidvel critica deste processo, assim como a
temperatura do produto, a pressao de microfluidizador e as caracteristicas da formulagdo, como
0 tipo e a concentracdo do estabilizante e a concentra¢do do farmaco na suspensdo (VERMA et
al., 2009).

Para determinacdo do tempo total de moagem de duas horas no microfluidizador
(Figura 18) com camara de interacdo tipo F12Y (75 pum), foi realizado um estudo exploratorio
com trés diferentes tensoativos — polissorbato 80 (F1), poloxamer 188 (F2) e D-a tocoferol



73

polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS) (F3) — e foi avaliada a distribuicdo do tamanho de
particula nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, utilizando a técnica espalhamento de luz
laser (LLS) (Tabela 12, Tabela 13, Figura 19 e Figura 20). O diametro hidrodindAmico médio
(DHM) também foi avaliado, por intensidade, apds 120 minutos de moagem (Tabela 14). A
temperatura de todos os ensaios foi mantida em 30°C + 5°C, devido a inexisténcia de controles
no microfluidizador que possibilitassem ajustes diferentes. A presséo adotada foi de 35.000 psi,

uma vez que, quanto maior a pressdo, mais eficiente € a quebra das particulas.

Figura 18 — Foto do micronizador Microfluidics®

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 12 - Valores de d(0,5) em micras das formulagdes de flubendazol mensurados pela
técnica espalhamento de luz laser (LLS).

Tempo F1 £2 F3
(min.) d (0,5) um d (0,5) pm d (0,5) um
0 2866  + 0,088 2,866 + 0,088 2,866 + 0,088
15 0804 + 0,073 1,002 + 0,005 0810 + 0,073
30 0464  + 0,025 0558 + 0,086 0468 + 0,004
60 0442  + 0,013 0351 + 0,007 0336 + 0,001
90 033 + 0,012 0345 + 0,034 0291 + 0,001
120 0289 + 0,001 0,308 + 0,009 0,258 + 0,005

Tabela 13 - Valores de d(0,9) em micras das formulagdes de flubendazol mensurados pela
técnica espalhamento de luz laser (LLS).

Tempo

F1

F2 F3
(min.) d (0,9) um d (0,9) pm d (0,9) pm

0 10,381 + 2408 10,381 + 2,408 10,381 + 2,408
15 2,984 + 0,286 2,610 + 0,009 2,803 + 0,059
30 3211 + o621 2015 + 0,183 1,970 + 0,008
60 1992+ o011 1,385 + 0,029 1,365 + 0,004
90 1592+ 0,344 1424 + 0,252 1,043 + 0,014
120 1139+ 0,003 1,398 + 0,150 0,822 + 0,022

Figura 19 - Avaliacdo da reducdo do tamanho médio das particulas (d(0,5)) pela técnica
espalhamento de luz laser (LLS).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 20 - Avaliacdo da reducdo do d(0,9) das particulas pela técnica de espalhamento de
luz laser (LLS).
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Fonte: Elaborado pelo autor
Tabela 14 - Diametro hidrodindmico médio (DHM) em intensidade e indice de

polidispersividade (IP) das formulacGes F1, F2 e F3 de nanocristais de flubendazol por
espalhamento de luz dindmica (DLS).

Testes DHM (nm) DP IP DP
F1 336 5,100 0,249 0,008
F2 613 6,600 0,336 0,017
F3 254 3,000 0,300 0,004

DP = desvio padrao

De acordo com os dados apresentados, conclui-se que a formulacdo F3, estabilizada
com d-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS), apresentou o menor didmetro
hidrodindmico médio (DHM) em intensidade quando comparada com as demais formulages,

estabilizadas com polissorbato 80 (F1) e polaxamer 188 (F2).

Em sequéncia, temos que considerar o indice de polidispersdo, que nada mais é do que

o valor que indica o quanto a dispersdo estd homogénea. Quanto maior o indice, mais
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variabilidade existe no tamanho das particulas presentes na dispersdo. Se o indice de
polidispersdo encontra-se entre 0 e 0,05, temos uma populagdo monodispersa, pois significa
que temos uma populacdo quase 100% homogénea com particulas todas do mesmo tamanho.
Entre 0,08 e 0,3, temos uma populacdo com baixa polidispersidade, e entre 0,3 e 0,6, uma
populacdo com média polidispersidade. Para indices acima de 0,7, considera-se a populacdo
como sendo muito polidispersa. Na préatica, quanto menor o indice, melhor; no entanto, indices
de até a média de 0,3 sdo considerados ainda aceitaveis para que se prossigam com 0S

experimentos.

O TPGS é um surfactante anfifilico, podendo adsorver na superficie das particulas do
principio-ativo hidrofobico por meio de interacdes eletrostaticas e reduzir significantemente a
tensdo superficial das particulas, com efeito de estabilizacdo estérica, prevenindo a agregacao.
Para estabilizacdo e redugdo do didmetro hidrodindmico médio de uma nanossuspensdo de
celecoxibe produzida por homogeneizacdo a alta pressdo, o TPGS também apresentou
resultados superiores quando comparado com outros estabilizantes — como
hidroxipropilmetilcelulose E15, polaxamer 188, povidona K30, lauril sulfato de sodio,
hidroxipropilmetilcelulose E15/lauril sulfato de sddio, polaxamer 188/lauril sulfato de sodio,
povidona K30/ lauril sulfato de sédio, TPGS/lauril sulfato de s6dio — resultando no aumento

das taxas de dissolucdo, absorcéo intestinal e biodisponibilidade oral (HE et al., 2017).

5.3.2 Avaliacéo da estabilidade fisico-quimica das nanossuspensdes de flubendazol

O tipo de estabilizante, o tamanho das nanoparticulas e a concentracdo dos
componentes podem afetar a qualidade e a estabilidade fisico-quimica de uma nanossuspenséo.
Geralmente, suspensdes homogéneas coloidais ndo possuem tendéncia de separagdo, pois
particulas em submicrons sedimentam-se vagarosamente e sdo influenciadas pelos efeitos de
difuséo e conveccdo. Na difusdo, as moléculas movimentam-se constantemente de uma regido
de maior concentracdo para uma de menor concentracdo. Na convecg¢do, 0 movimento de um
fluido é caracterizado pelo transporte de massa de materiais com diferentes densidades
(ABDELWAHED et al., 2006).

Essa motilidade térmica das particulas coloidais € conhecida como movimento

browniano. As particulas suspensas permanecem em movimentacdo aleatoria continua, de uma
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regido de maior concentragdo para uma regido de menor concentracdo, por meio do choque de
uma particula com outra, com outras moléculas suspensas no meio ou até mesmo com a parede
do proprio frasco de armazenamento. A forca gravitacional se opde ao movimento browniano
e pode desestabilizar a suspensdo, resultando na sedimentacao. A velocidade de sedimentacéo

esta diretamente relacionada ao tamanho de uma particula (ABDELWAHED et al., 2006).

A escolha de um tensoativo ideal que promova maior estabilizacdo da suspensdo é
fundamental para garantir a estabilidade fisico-quimica, evitando a agregacdo das particulas
com o decorrer do tempo. A porcdo hidrofébica da estrutura molecular dos estabilizantes deve
adsorver-se ao farmaco da nanossuspensdo. Polimeros resultam em estabilizacdo estérica de
uma suspensao, pois a particula é revestida com uma barreira mecanica que impede sua
aproximacdo. Compostos com cargas sdo responsaveis pela estabilizacdo eletrostatica na qual
correntes formadas na superficie das moléculas adsorvidas geram movimento térmico continuo,

evitando a coalescéncia via for¢as entropicas repulsivas (WANG et al., 2017).

Outro fenbémeno que pode contribuir para agregacdo das particulas € o
amadurecimento de Ostwald, no qual as particulas crescem devido a redissolucédo das particulas
finas, provenientes da transferéncia de massa. Para reduzir a agregacéo, os farmacos formulados
devem ser pouco soltveis no meio disperso e a distribuicdo de tamanho de particula deve ser o
mais uniforme possivel, a fim de evitar diferencas na solubilidade de saturacdo de cristais de
diferentes tamanhos (WANG et al., 2017).

Uma nanossuspensdo aquosa de everolimo, preparada pela técnica de homogeneizacao
a alta pressdo, apresentou reducdo consideravel do tamanho de particula e baixa polidispersdo
com a utilizagdo do poloxamer P407 como estabilizante, quando comparada com formulacoes
que utilizaram lauril sulfato de sédio, poloxamer 188, polissorbato 60 e polissorbato 80.
Segundo o autor do estudo, o baixo peso molecular do tensoativo lauril sulfato de sédio, a
presenca de cargas negativas na sua parte polar e a maior solubilidade em agua tornaram a
nanossuspensao mais propensa ao amadurecimento de Ostwald, ocasionando a agregacao das
particulas menores. Ja entre os estabilizantes estéricos polissorbato 60, polissorbato 80,
poloxamer 188 e P407, justificou-se o melhor desempenho do poloxamer P407, pelo fato de
este estabilizante ser um polimero com o maior peso molecular, portanto, mais adsorvido na

superficie da particula, apresentando melhor estabilizacéo do sistema (SEOK et al., 2016).

Contudo, nem sempre um estabilizante de maior peso molecular sera o que

proporcionara melhor estabilidade na nanossuspensao, pois 0 insumo farmacéutico ativo deve
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possuir energia de superficie similar ao estabilizante utilizado. Em um estudo avaliando onze
farmacos distintos, formulados com cinco diferentes estabilizantes (hidroxipropilcelulose,
povidona, poloxamer 188, poloxamer 407 e polietilenoglicol — PEG), constatou-se que 0
poloxamer 188 foi o que apresentou melhor desempenho, embora ndo fosse o de maior peso
molecular (LEE et al., 2000).

Com a finalidade de avaliar a influéncia dos tensoativos d-a tocoferol polietilenoglicol
1.000 succinato (peso molecular (PM) de 574,843 g/mol), do polaxamer 188 (PM de 102,133
g/mol) e do polissorbato 80 (PM de 604,822 g/mol) na estabilidade das nanossuspensoes (testes
F1, F2 e F3), foi realizado 0 acompanhamento do didmetro hidrodindmico médio das particulas
nos tempos inicial, 2, 7, 15 e 30 dias apds o preparo, sendo as amostras armazenadas sob
temperatura e umidade controladas (30 "C =5 °C e 75% + 5% UR). A Tabela 15 e a Figura

21 apresentam os resultados obtidos.



Tabela 15 - Avaliagdo do diametro hidrodindmico médio (DHM), do desvio padrdo (DP) e do indice de polidispersibilidade (IP) das

nanossuspensdes de flubendazol armazenadas por periodo de 30 dias, utilizando a técnica de espalhamento de luz dindmica (DLS).
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F1 F2 F3
Tempo

(dias) | prm (nm) DP IP DP DHM (nm) DP IP DP DHM (nm) DP IP DP
0 336,1 5,1 0,249 0,008 613,0 6,6 0,336 0,017 253,9 3,0 0,363 0,004
2 422,8 3,9 0,386 0,035 900,2 149,4 0,287 0,039 244,2 9,8 0,294 0,047
7 373,9 3,2 0,228 0,012 910,7 111,8 0,335 0,026 219,6 9,5 0,244 0,014
15 270,6 2,8 0,227 0,008 357,6 59,5 0,303 0,077 232,5 37 0,317 0,016
30 322,7 5,6 0,255 0,027 403,2 81,1 0,271 0,068 235,5 1,9 0,263 0,029
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Figura 21 - Avaliacéo grafica do didmetro hidrodindmico médio (DHM) das
nanossuspensdes de flubendazol por periodo de 30 dias, utilizando a técnica de espalhamento
de luz dindmica (DLS).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Avaliando os resultados obtidos, conclui-se que o teste F3, nanossuspensao
estabilizada com d-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS), apresentou melhor
estabilidade quando comparado com o teste F2 (nanossuspensao estabilizada com poloxamer
188 — o estabilizante de menor peso molecular), uma vez que foi possivel observar aumento
consideravel do didametro hidrodindmico médio do teste F2 no periodo de 2 a 7 dias de estudo,
sendo decorrente da aglomeracao das particulas, demonstrando menor eficécia na estabilizacédo

da nanossuspenséo de flubendazol.

Referente ao teste F1 (estabilizado com polissorbato 80), apesar de apresentar
resultados satisfatorios na estabilizacdo da nanossuspensdo durante o periodo do estudo, ele

demonstrou maior didmetro hidrodindmico médio (DHM) quando comparado com o teste F3.
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5.3.3 Andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA - Nanoparticle Tracking
Analysis)

A analise de rastreamento de nanoparticulas é uma técnica que utiliza um sistema de
dispersdo de luz para avaliacdo do tamanho das particulas em tempo real, no qual se destaca na
apresentacdo de tamanho baseada em nimero e estima-se a concentragdo de particulas presente
em uma formulagéo. A técnica NTA identifica a particula individualmente, de forma direta, e
acompanha o seu movimento browniano, no qual o coeficiente de difusdo € obtido e utilizado
para o calculo do diametro hidrodindmico. Em uma camara de amostra que comporta 0 minimo
de 300 pl de volume, o feixe de laser ilumina as particulas e detecta 0 movimento de forma
individual e simulténea, utilizando uma camara de alta resolucdo para capturar as imagens e
gerar o perfil de distribuicdo de tamanho de particula e as variacGes ao longo do tempo. A
metodologia particula a particula produz distribuicdo de tamanho mais detalhada e com maior
resolucdo quando comparada com a técnica de espalhamento de luz dinamica (DLS) (FILIPE;
HAWE; JISKOOT, 2010).

A Tabela 16 e a Figura 22 apresentam os resultados de tamanho de particula obtidos
no teste F3, referente a nanossuspensdo estabilizada com d-a tocoferol polietilenoglicol 1000

succinato (TPGS). A Figura 23 demonstra a captura de tela da analise de video realizada.

Tabela 16 - Avaliacdo do tamanho de particula (em nanémetros) da nanossuspensao de
flubendazol utilizando a técnica de rastreamento de nanoparticulas (NTA).

Tamanho de particula (nm) F3
Média 158,6 £ 2,7
Moda 157,5+ 17,6
d (0,1) 68,8+28
d (0,5) 151,8+4,1

d (0,9) 2426 + 6,6
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Figura 22 - Avaliacdo da distribuicdo de tamanho de particula (em nm) da nanossuspensao de
flubendazol (F3) utilizando a técnica de rastreamento de nanoparticulas (NTA).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 23 - Captura de tela da analise de video obtido pela técnica de rastreamento de
nanoparticulas (NTA) da nanossuspensao de flubendazol (teste F3).

Fonte: Elaborado pelo autor

O NTA pode ser utilizado ortogonalmente com a tecnica de espalhamento de luz
dindmica (DLS), no entanto, é possivel observar diferengas no tamanho hidrodinamico médio
entre as técnicas, uma vez que o DLS tende a deslocar os resultados de DHM para valores mais

altos (MEHRABI et al., 2017). Essa tendéncia pode ser explicada devido a contribuicdo de
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algumas particulas grandes ou agregados de amostras polidispersas. A vantagem da técnica de
andlise de rastreamento de nanoparticulas é a alta resolucdo de picos de particulas menores
independentemente da presenca de particulas maiores. A Tabela 17 apresenta o comparativo

dos resultados de tamanho de particula obtidos por técnicas ortogonais.

Tabela 17 - Comparativo dos resultados de tamanho de particula (em nm) da nanossuspensao
de flubendazol utilizando diferentes técnicas.

Técnica utilizada Resultados do teste F3

(nm)

média 158,6 + 2,7

Rastreamento de d(0y) 68,8 £ 2,8

nanoparticulas (NTA) d(0,5) 1518 +4.1

d (0,9) 2426 + 6,6

Espalhamento de luz

dinamica (DLS) DIl 2539+ 3,0

d (0,5) 258,0 £ 0,005
Espalhamento de luz laser

(LLS) d(0,9) 822,0 + 0,022

Foi possivel observar o deslocamento do resultado do tamanho médio das particulas
para maiores valores na técnica de espalhamento de luz dinamica (DLS) e espalhamento de luz
laser (LLS) quando comparado com os resultados obtidos pela técnica NTA. Pela determinagao
do tamanho de particula através da técnica NTA, obtivemos, com maior precisdo, o tamanho
de cada particula obtida no teste F3, confirmando a expressiva reducdo pela técnica de

microfluidizacéo.

5.3.4 Analise morfologica e tamanho do cristal empregando a microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

A Figura 24 apresenta as imagens do nanocristal de flubendazol estabilizado com
polissorbato 80 (F1), poloxamer 188 (F2) e TPGS (F3), respectivamente. Em todas as imagens,
é possivel visualizar particulas menores que 1 um, comprovando a eficiéncia do processo de
microfluidizagdo. Comparando-se os trés estabilizantes, observa-se que a imagem referente a
formulacdo F2 apresenta particulas com diametro préximo a 1 pm e numero menor de
particulas/area. Tal dado esta em acordo com os resultados de diametro hidrodindmico médio

(nm) ja constatado no estudo de estabilidade da nanossuspensao (Tabela 15).



Fonte:

Figura 24 - Analise morfoldgica e tamanho do cristal das formulagdes F1, F2 e F3
empregando a microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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Elaborado pelo autor
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5.4  Caracterizacdo térmica e estudo de interacdo entre o flubendazol e os excipientes

O estudo da temperatura de decomposicao térmica do flubendazol e dos excipientes é
importante para prever possiveis degradacGes durante a microfluidizacao, pois a alta pressédo
dentro da camara de interacdo durante o processo de reducdo do tamanho das particulas resulta
no aquecimento da suspensdo. Estima-se que a cada 1.000 psi de pressdo aplicada na agua ha o
aumento de 1 a 1,7 'C (MICROFLUIDICS, 2018). Embora a microfluidizagdo promova
aumento da temperatura do material, o resfriamento pode ser realizado rapidamente ap6s sua
passagem pela cAmara de interacdo, uma vez que o tempo de residéncia dura, em média, de 1 a
5 milissegundos (MICROFLUIDICS, 2018).

A Tabela 18 apresenta os dados das curvas de TG/DTG dos componentes individuais,
a temperatura de inicio extrapolado do evento térmico (Tonset) € a perda de massa apds
aquecimento até a temperatura de 600 "C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio. O Tonset dOS
materiais encontra-se na faixa de 225 a 420 ‘C, demonstrando que nenhum deles é susceptivel
a degradacdo pelo calor gerado durante a microfluidizacdo, uma vez que, no decorrer do

processo, 0 produto ndo atinge tais temperaturas.

Tabela 18 - Tonset (°C) e perda de massa (%) do flubendazol, polissorbato 80, poloxamer 188,
TPGS e manitol.

Material Tonset degradacéo ('C) Perda de massa (%)
Flubendazol (1°. evento) 225 12,3
Flubendazol (2°. evento) 319 13,6
Flubendazol (3°. evento) 420 7,4

Manitol 332 99,9
Polissorbato 80 393 96,2
Poloxamer 188 379 99,4

TPGS 383 99,5

As técnicas termoanaliticas também tém sido utilizadas para prever possiveis
incompatibilidades entre os componentes de uma formulacdo. A andlise é realizada
comparando as curvas termogravimétricas das substancias puras com a mistura e, no caso da

auséncia de incompatibilidade, a curva da mistura mostra-se como um somatoério das curvas
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relativas aos componentes individuais puros. AlteracBes nos perfis termoanaliticos, como o
deslocamento ou o desaparecimento de picos no DSC e o deslocamento de eventos de perda de
massa no TG podem caracterizar interacdo entre as espécies ou decomposicao proveniente do
processo (STORPIRTIS et al., 2009).

Com a finalidade de avaliar a existéncia de interacdes entre 0s excipientes utilizados
nos estudos exploratorios e o flubendazol e de alteracGes fisico-quimicas provenientes do
processo de microfluidizacdo e liofilizacdo, foram realizados experimentos por TG/DTG e
DSC. A Tabela 19 relata a variacdo de temperatura dos eventos, a temperatura de inicio de
decomposicgéo térmica (Tonset) € & perda de massa (%) dos materiais individuais, dos nanocristais
obtidos nos estudos exploratdrios, estabilizados com polissorbato 80 (F1), poloxamer 188 (F2)
e TPGS (F3) — secos sob nitrogénio — e do nanocristal liofilizado estabilizado com TPGS e
manitol. As Figuras 25 a 28 apresentam o comparativo das curvas TG/DTG desses materiais,
aquecidos até 600 °C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio. O flubendazol apresenta perda de
massa de 0,2 %, referente a umidade superficial e trés estagios de degradacao: o primeiro entre
100 e 250 °C (Tonset = 224 °C, Am = 11,8 %); o segundo entre 250 e 380 °C (Tonset = 317 °C,
Am = 13,9 %) e o terceiro com inicio em 380 °C, com perda de massa total de 33,3 % até a
temperatura de 600 °C. Nos estudos de Al-Nahary e colaboradores (2013), o flubendazol
também apresentou trés estagios de degradacdo térmica: o primeiro estagio (entre 100 e 275
°C, Am = 14,66%) referente a perda de CO3, o segundo estégio (275 a 380 °C, Am = 13,56%)
referente a perda de CHNCHjs e o terceiro estagio (380 a 950 °C, Am = 72,52% de massa)
referente a perda de C13HgFN2o; a identificagcdo da massa perdida foi realizada apds os autores
correlacionarem a curva termogravimétrica com o espectro de massa e o calculo molecular
orbital do flubendazol (AL-NAHARY et al., 2013). Os tensoativos polissorbato 80, poloxamer
188 e TPGS apresentaram apenas uma etapa de perda de massa, com inicio extrapolado (Tonset)
em 393 °C, 378 °C e 381 °C, respectivamente.

As curvas termogravimétricas referentes aos nanocristais preservaram os trés eventos
de perda de massa caracteristicos do flubendazol. A curva TG/DTG do nanocristal estabilizado
com polissorbato 80 (Figura 25) apresentou quatro perdas de massas: a primeira, de 0,5 %,
associada a perda de agua superficial, a segunda e a terceira, de 11,7% e 12,6%, correspondentes
a decomposicao termica do flubendazol, e a quarta, de 14,5%, correspondente a decomposicédo
térmica do flubendazol somado com o polissorbato 80. A curva TG/DTG do nanocristal
estabilizado com o poloxamer 188 (Figura 26) apresentou quatro perdas de massas: a primeira,

de 3,7 %, associada a perda de &gua superficial, a segunda e a terceira, de 10,3% e 11,1%,
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correspondentes & decomposicao térmica do flubendazol, e a quarta, de 12,1%, correspondente
a decomposicdo térmica do flubendazol somado com o poloxamer 188. A curva TG/DTG do
nanocristal estabilizado com TPGS (Figura 27) apresentou quatro perdas de massas: a primeira,
de 0,8 %, associada a perda de &gua superficial, a segunda e a terceira, de 11,1% e 14,0%,
correspondentes & decomposicao térmica do flubendazol, e a quarta, de 14,3%, correspondente
a decomposicdo térmica do flubendazol somado com o TPGS. No nanocristal liofilizado
estabilizado com TPGS e manitol (Figura 28), hd uma perda de massa acentuada no segundo
evento térmico, sendo possivelmente atribuida a degradacdo do manitol (KUMARESAN;
VELRAJ; INIYAN, 2011); porém, ainda é possivel visualizar os trés eventos de perda de massa
caracteristicos do flubendazol. Em todas as curvas, € possivel verificar o adiantamento do inicio
da degradacdo térmica do flubendazol, o que possivelmente decorre do aumento da area

superficial em funcdo da reducéo de tamanho de particula.
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Tabela 19 - Valores de variacdo de temperatura dos eventos (AT, ‘C), Tonset de degradagio
('C) e perda de massa (%) dos excipientes e das nanossuspensdes de nanocristal liofilizado.

Tonset degradacdo Perda de massa
Material AT (°C) (°C) (%)
40-100 0,2
Flubendazol puro 100 - 250 224 118
250 - 380 317 13,9
380 - 600 7.4
Polissorbato 80 U Z
100 - 500 393 95,4
40-100 0,5
Nanocristal estabilizado 100 - 270 240 11,7
com polissorbato 80 270 - 380 322 126
380 - 600 14,5
Poloxamer 188 40'- 100 0.3
100 - 440 378 99,1
40-100 3,7
] . 100 - 280 251 10,3
Nanocristal estabilizado
com poloxamer 188 280 - 370 328 1.1
370 - 460 398 12,1
460 - 600 543 8,7
TPGS 40 - 100 0,4
100 - 440 381 99,0
40 - 100 0,8
Nanocristal estabilizado 100 - 280 256 11,1
com TPGS 280 - 380 324 14,0
380 - 600 14,3
Manitol 401- 100 o 02
100 - 400 330 99,8
40 - 100 0,2
Nanocristal estabilizado
com TPGS e manitol 100 - 230 202 9.7
(liofilizado) 230 - 370 289 57,8

370 - 600 --- 8,1
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Figura 25 - Curvas TG/DTG de flubendazol, polissorbato 80 e nanocristal estabilizado com
polissorbato 80 sob atmosfera dindmica de N2 (50 ml/min) e a 10 "C/min.

100 e ———— ——,
80
Flubendazol
? [+
=~ 60 | Nanocristal
40 =
£
2 Flubmdazal
t——Folissorbato 50
20 | Manoeriztal
T @ W
10C) Polissorbato 80
u 1 L " 1 PR T M 1 PR TR T 1 L L
100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 26 - Curvas TG/DTG de flubendazol, poloxamer 188 e nanocristal estabilizado com
poloxamer 188 sob atmosfera dindmica de N2 (50 ml/min) e a 10 "C/min.
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Figura 27 - Curvas TG/DTG de flubendazol, TPGS e nanocristal estabilizado com TPGS sob
atmosfera dindmica de N2 (50 ml/min) e a 10°C/min.
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Figura 28 - Curvas TG/DTG de flubendazol, TPGS, manitol e o nanocristal estabilizado com
TPGS e manitol (liofilizado) sob atmosfera dinamica de N2 (50 ml/min) e a 10 "C/min.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Para complementar o estudo térmico, foram realizados ensaios de DSC das espécies
individuais e dos nanocristais (Figuras 29 a 32). As curvas DSC do flubendazol apresenta
endoterma de fusdo, seguida do inicio da decomposic¢do térmica (Tonset = 269°C, Tpico = 271
0C). Para a curva DSC do nanocristal estabilizado com o polissorbato 80 (Figura 29), é possivel
observar que os eventos foram preservados, com leve variacdo da linha de base no sentido
exotérmico, na temperatura aproximada de 150 °C, seguido por variacdo no sentido
endotérmico, que antecede aos eventos de decomposicdo térmica caracteristicos do
flubendazol. Tais eventos podem estar relacionados com a recristalizacdo de pequena fragéo
amorfa do FBZ e com os eventos de decomposicdo térmica do estabilizante. A presenga de um
pico exotérmico carateristico poloxamer 188 (Figura 30), em torno de 160 °C, indica que a
estrutura do polimero foi preservada, sem interagdes significativas com o farmaco. Nas Figuras
29, 30 e 31, é possivel observar o deslocamento de pico caracteristico da fusdo do flubendazol.

Esse adiantamento da temperatura de fusdo é esperado e ocorre em fungédo da significativa
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reducdo do tamanho de particula (DWYER et al., 2015). A curva DSC do TPGS (Figura 31)
apresenta um primeiro evento endotérmico com Tpico de 33,85 'C, Tonset de 30,17 'C e AH
207,74 J/g — que € caracteristico da fusdo desse tensoativo. Shetia e colaboradores (2002)
também encontraram um Unico evento endotérmico (Tpico 39,7 'C) correspondente a
temperatura de fusdo do TPGS. Para a curva DSC do nanocristal estabilizado com o TPGS, é
possivel observar pequena variagdo da linha de base entre 140 e 180 °C, que pode ser atribuida
a transicdo vitrea, indicando a presenca de pequena fracdo amorfa de flubendazol (ASSIS,
2017); na sequéncia, ha a fusdo e a decomposicdo térmica caracteristica do flubendazol. Na
curva DSC do nanocristal liofilizado estabilizado com o TPGS e manitol (Figura 32),
observamos um evento exotérmico (Tpico = 152°C) indicando a recristalizacdo, potencialmente
atribuido a presenca de uma fracdo amorfa de manitol (pela proximidade ao pico de fusdo do
manitol e pela ndo observancia do evento na auséncia do manitol), seguida de um evento
endotérmico com Tonset = 161 °C, Tpico = 165 'C e AH = 179,4 J/g, representativo do processo
de fusdo do manitol; nessa amostra, o adiantamento da fuséo e a decomposi¢éo do flubendazol

também ocorreram.

Figura 29 - Sobreposicéo das curvas DSC obtidas a 10°C/min, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio, das amostras: flubendazol, polissorbato 80 e nanocristal estabilizado com
polissorbato 80.
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Figura 30 - Sobreposicéo das curvas DSC obtidas a 10°C/min, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio, das amostras: flubendazol, poloxamer 188 e nanocristal estabilizado com
poloxamer 188.
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Figura 31 - Sobreposicdo das curvas DSC obtidas a 10°C/min ,sob atmosfera dindmica de
nitrogénio, das amostras: flubendazol, TPGS e nanocristal estabilizado por TPGS.
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Figura 32 - Sobreposicéo das curvas DSC obtidas a 10°C/min, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio, das amostras: flubendazol, TPGS, manitol e nanocristal estabilizado com TPGS e
manitol (liofilizado).
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55  Andlise e comparacdo da estrutura cristalina do flubendazol micronizado e dos

nanocristais de flubendazol empregando-se a difragdo de raio X (DRX)

A difracdo de raio X foi utilizada para avaliar possiveis alteracdes na estrutura

cristalina do flubendazol antes e apds o processo de microfluidizacéo seguido da liofilizag&o.

Todo sélido cristalino possui distribuicdo periddica dos seus atomos ou moléculas, o
que lhe confere um padréo de difracdo caracteristico quando da incidéncia de um feixe de raios
X. A difracdo de raios-X € explicada pela teoria de Bragg. O fundamento da técnica esta
baseado na interacdo de feixes de raio X com os elétrons dos &tomos de uma estrutura cristalina,
ordenados em planos cristalinos separados por uma distancia interplanar (d). O feixe de raios
X incide sobre um conjunto destes planos cristalinos, a angulagao 0, e os feixes refletidos por
dois planos subsequentes apresentam o fendmeno da difracdo. Se a diferenca entre seus
caminhos opticos for um nudmero inteiro de comprimento de onda havera superposicao
construtiva (um feixe de raios X serd observado); caso contrario, havera superposicao destrutiva

e ndo se observara qualquer sinal de raios X (BRITTAIN, H.G., 2009). Estruturas cristalinas



96

diferentes possuem diferencas nos picos do histograma do padréo de difracdo (STORPIRTIS et
al., 2009).

Liu et al. (2018) utilizaram a técnica de DRX para avaliar o estado sélido do
resveratrol modificado antes de passar pelo processo de nanonizacdo. Com a finalidade de
otimizar o processo de homogeneizacdo a alta pressao (reduzir o numero de ciclos), foram
testados trés diferentes pré-tratamentos: secagem por pulverizagdo, evaporagdo rotativa e
resfriamento (no qual o resveratrol foi fundido em uma placa de metal, vertido em nitrogénio
liguido e moido manualmente para produzir o farmaco micronizado). Estes processos podem
modificar as caracteristicas fisicas do pd, como o estado sélido e a morfologia das particulas.
Os resultados de DRX demonstraram que o resveratrol € um material cristalino e que o processo
de secagem por pulverizacdo aplicado ao farmaco puro ndo alterou sua cristalinidade, mas,
quando foi adicionado o colato de sédio em diferentes concentracdes, foi possivel observar a
reducdo da sua cristalinidade com o aumento da sua concentracdo. Ja, no processo de
evaporacdo rotativa, a auséncia dos picos nos resultados de DRX confirmou os resultados de
DSC, demonstrou-se que a producdo de dispersGes solidas amorfas do resveratrol esta
relacionada com o aumento da concentracdo de HPMC na dispersdo (2:1; 1:1 e 1:2). JA o
processo de resfriamento ndo foi capaz de alterar as caracteristicas do material. O estudo
revelou que o pré-tratamento mais efetivo para reducao do tamanho de particula do resveratrol
foi a secagem por pulverizagdo, a qual resultou em material parcialmente cristalino e com
particulas mais esféricas, apresentando melhor desempenho do que as amostras amorfas.

Tanto o DRX do flubendazol puro quanto do nanocristal estabilizado com TPGS e
manitol e liofilizado (Figura 33) apresentaram picos caracteristicos em 6,5, 10,2 e 16,9 ° (20)
. A posicao dos picos caracteristicos permaneceu inalterada no difratograma do nanocristal,
diferindo apenas na altura, quando comparada com o padrao, indicativo de diferentes tamanhos
de cristal e cristalinidade (VARSHOZAZ et al., 2008). Apesar da elevada cristalinidade dos
nanocristais, observa-se pequena elevacdo da linha base entre 10° e 20° (26), indicando o que
poderia ser a presenca de diminuta fracdo amorfa (conforme indicado nas curvas DSC) ou
mesmo provocada pela fracdo de nanocristais com tamanho inferior a 100 nm.

A quantificacdo dessa fracdo ndo foi realizada, pois exigiria 0 desenvolvimento de
uma metodologia especifica para tal, que foge ao objetivo desse trabalho. Os resultados
demonstram que ndo houve diferencas significativas no padrdo de difracdo entre 0s espectros
de DRX, indicando que o flubendazol ndo alterou a forma polimérfica mesmo depois do

processo de microfluidizacdo seguido da liofilizacao.



97

Figura 33 - Difratograma (método de p6) do flubendazol puro, manitol e nanocristal de
flubendazol estabilizado com TPGS e manitol (liofilizado).
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5.6  Otimizacdo da preparacdo dos nanocristais de flubendazol empregando

planejamento estatistico

De maneira diferente da abordagem de tentativa e erro, na qual apenas uma variavel é
testada por vez, o planejamento fatorial € uma abordagem estatistica que permite determinar ou
até mesmo quantificar, de forma confidvel, a influéncia das variaveis de um processo ou
formulacdo sobre as respostas desejadas, incluindo a influéncia das interacGes dessas variaveis
(RODRIGUES et al., 2014).

Os fatores e os niveis para o experimento fatorial do presente trabalho foram
selecionados a partir de conjunto de variaveis da formula¢do que podem impactar no processo
de reducdo do diametro hidrodinamico médio (DHM) e do indice de polidispersédo (IP) da
nanossuspensdo preparada pela técnica de homogeneizacdo a alta pressdo, sendo: a
concentragéo (% p/p) do estabilizante d-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS) e
a concentracdo do flubendazol na nanossuspenséo (% p/p). As variaveis do processo de preparo
foram avaliadas e pré-estabelecidas durante o estudo exploratério das formulacgdes, sendo
fixadas as condicdes Otimas: 35.000 psi de presséo, tempo de preparo de 2 horas (para 100

gramas) e temperatura média do produto de 30 ‘C +5 °C.
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Para o presente trabalho, foram efetuados 8 experimentos (incluindo 4 pontos centrais)
correspondentes ao planejamento fatorial de dois fatores com dois niveis, alto e baixo (22). Os
niveis minimo e maximo, para a concentracdo do d-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato
(TPGS) e para a concentracdo de flubendazol, foram, respectivamente, de 2 a 3% (p/p) e de 20

a 30% p/p. A Tabela 20 apresenta os resultados de DHM, PDI e PZ obtidos para os 8 ensaios.

Tabela 20 - Diametro hidrodindmico médio (DHM), indice de polidispersibilidade (IP) e
potencial zeta da nanossuspensédo de flubendazol na matriz de ensaios do planejamento
fatorial simples.

F o omem PG o geR oM P o PZ

1 8 1 20 2 3514 6,6 0,165 0,037 -27,47
2 8 1 30 2 348,7 3,7 0,232 0,018 -27,03
3 2 1 20 3 214,7 12,7 0,389 0,021 -25,5
4 4 1 30 3 217,8 1,5 0,213 0,014 -30,57
5 1 0 25 2,5 2739 17,4 0,205 0,015 -34,27
6 5 0 25 2,5 280,0 2,0 0,205 0,015 -23,77
7 7 0 25 2,5 254,6 9,9 0,205 0,026 -32,63
8 6 0 25 2,5 235,2 4,5 0,184 0,028 -24,83

F: formulagdo; PC: ponto central; FZB: flubendazol; DHM: didametro hidrodinamico médio de particula; IP: indice
de polidispersdo; DP: desvio padrdo; PZ: potencial zeta.

5.7  Avaliacdo do modelo estatistico e dos parametros significativos que impactaram

no didmetro hidrodindmico médio das particulas

A avaliacdo da adequacdo do modelo estatistico foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA), a qual testou a importancia dos fatores d-o tocoferol polietilenoglicol 1.000
succinato (TPGS) e flubendazol em diferentes niveis, na reducdo do didmetro médio
hidrodinamico das particulas. Na ANOVA, a hipétese nula afirma que todas as médias das
populagdes sdo iguais, enquanto a hipdtese alternativa afirma que pelo menos uma é diferente
(MYERS; MONTGOMERY; COOK, 2009).

Na analise de variancia realizada, foram considerados significativos 0s parametros
com p-valores menores do que 0,05 (¢=0,05). Avaliando-se 0s resultados estatisticos obtidos
nas Tabelas 21 e 22, concluiu-se que a concentracdo do estabilizante TPGS é significativa

(valor-p igual 0,002; 0=0,05). Ja a concentra¢do de flubendazol ndo foi significativa, sendo
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incorporada aos residuos para o célculo da ANOVA. Como o valor de F para a regressao foi
altamente significativo para TPGS (quanto maior o valor, maior a diferenca entre grupos), a
porcentagem de variacdo explicada (r?) pelo modelo foi satisfatdria, 93,83% (valores maiores
do que 80% indicam que os dados previstos pelo modelo sdo muito proximos ao valor real), e
a falta de ajuste apresentou um p-valor ndo significativo (0,895). Assim, o0 modelo se ajusta
bem aos dados experimentais, sendo caracterizado pela Equagéo 7.

DHM (nm) =617,2 - 133,8. TPGS (% p/p) (Equagéo 7)

Tabela 21 - Analise de variancia (ANOVA) para testar a significancia da regressao para a
resposta diametro hidrodindmico médio das particulas no planejamento estatistico simples.

Fonte GL SQ (aj) MQ (aj) Valor F Valor-p
Modelo 8 18.896,80 6.298,90 20,29 0,007
Linear 2 17.908,40 8.954,20 28,84 0,004
FZB (% p/p) 1 0 0 0 0,992
TPGS (% p/p) 1 17.908,40 17.908,40 57,68 0,002
Curvatura 1 988,3 988,3 3,18 0,149
Erro 4 1.241,80 310,5
Falta de ajuste 1 8,5 8,5 0,02 0,895
Erro puro 3 1.233,40 411,1
Total 7 20.138,60

GL.: graus de liberdade; SQ (aj): soma dos quadrados ajustados; MQ (aj): média quadratica ajustada; valor F:
estatistica F e valor-p: nivel de significancia.

Tabela 22 - Teste para significancia dos coeficientes codificados de regressao e indices de
ajuste do modelo selecionado no ensaio para avaliagdo do DHM dos nanocristais de
flubendazol obtidos no planejamento estatistico simples.

Termos Efeito Coeficientes C-DP Valor T Valor de P VIF
Constante 283,16 8,81 32,14 0
FZB % p/p 0,19 0,09 8,81 0,01 0,992 1
TPGS % p/p -133,82 -66,91 8,81 -7,6 0,002 1
ponto central -22,2 12,5 -1,78 0,149 1

dp=17,6198 r?=93,83% r%(aj) =89,21% r?(prev)= 88,44%

indices de ajuste do modelo: dp: desvio padréo; r2 coeficiente de determinacéo, r2(aj): coeficiente de determinagio
ajustado, r?(prev): coeficiente de determinacdo de previsdo do modelo ajustado; C-DP: coeficiente de desvio
padrao; valor de p: nivel de significancia.
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A Figura 34 ilustra, com o grafico de cubo, que quanto maior a concentragdo (% p/p)
de TPGS, menor o tamanho de particula obtido com o processo de microfluidizacéo.

Figura 34 - Gréafico de cubo demonstrando o tamanho hidrodinamico médio (DHM) das
particulas obtidas no planejamento fatorial simples. A resposta aparece nos veértices do cubo.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A Figura 35 apresenta o grafico de efeitos principais das variaveis: concentracdo do
d-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato (TPGS) e concentracdo do flubendazol (%p/p).
Avaliando essa figura, é possivel concluir que apenas a concentracdo do TPGS influencia

significativamente, de maneira inversamente proporcional, no DHM das nanoparticulas.
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Figura 35 - Grafico de efeitos principais da concentragdo do d-o tocoferol polietilenoglicol
1.000 succinato (TPGS) e da concentracdo do flubendazol (% p/p) no DHM dos nanocristais.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Com a finalidade de examinar a qualidade do ajuste da ANOVA, foram avaliados os
gréaficos de residuos: o grafico de probabilidade normal e o histograma (Figura 36). No grafico
de probabilidade normal, o residuo € representado em funcéo de seu valor esperado, calculado
a partir da suposicdo de que segue a distribuicdo normal; avaliando-se os dados obtidos,
constatou-se normalidade valida em funcdo de os valores se localizarem proximos a reta
(MYERS; MONTGOMERY; COOK, 2009).

No grafico de residuos versus valores ajustados, os residuos se distribuem
aleatoriamente em torno do zero, indicando a variancia constante e a relacdo linear entre as

varidveis. Avaliando-se o histograma, nota-se também a distribui¢do normal.
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Figura 36 - Grafico de residuos da avaliagdo do DHM de nanocristais de flubendazol
contendo as variaveis: concentracao do d-a tocoferol polietilenoglicol 1.000 succinato
(TPGS) e concentracgdo do flubendazol (% p/p).
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Fonte: Elaborado pelo autor

A replicacdo dos pontos centrais permite obter estimativa do erro experimental
independente. Os pontos centrais do delineamento fatorial simples apresentaram valores iguais
a273,9+17,4;280,0 +£2,0; 254,6 nm £9,9; 235,2 + 4,5 (Figura 37). A diferenca entre o maior

e 0 menor valor foi de 44,8 nm.
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Figura 37 - Grafico de séries temporais para a avaliagdo do didametro hidrodindmico médio de
particula de nanocristais de flubendazol contendo as varidveis concentracao de flubendazol
(%p/p) e concentracdo do TPGS (% p/p). Comparativo com 0s pontos centrais.
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.7.1 Validacao da equacao do modelo

Para validar a adequacdo da equacdo do modelo, foram conduzidos experimentos de
verificacdo, desafiando duas concentracGes diferentes de TPGS, 2,25 % (p/p) e 2,75% (p/p),
mantendo-se a concentracdo fixa de flubendazol (30 % p/p). Nessas condi¢bes, o0s DHM
praticos foram de 328,8 + 11,9 nm, para a formulacdo contendo 2,25% (p/p) de TPGS, e de
255,0 £ 3,6, para a formulacdo contendo 2,75% (p/p) TPGS. Esses valores estdo dentro da faixa
de valor previsto, calculado com a=0,05 (Tabela 23). Os resultados praticos demonstraram a

validade do modelo matematico para o DHM.



104

Tabela 23 - Diametro hidrodindmico médio de particula e indice de polidisperséo das
formulag6es para validacdo do modelo matematico de nanocristais de flubendazol.

% TPGS DHM tedrico (nm) DHM praético (nm) IP
2,25 316,75 328,8+ 11,9 0,188 + 0,036
2,75 249,85 255,0+ 3,6 0,230 + 0,027

DHM: diametro hidrodinamico médio; IP: indice de polidisperséo.

5.8 Avaliacdo da temperatura de transicdo vitrea (Ty4’) da nanossuspensdo de
flubendazol por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) para o desenvolvimento da

curva de liofilizacéo

Com a finalidade de otimizar o processo de liofilizagdo da nanossuspensédo, foram
avaliadas as propriedades criticas da formulagdo. A nanossuspensdo liofilizada foi preparada
com 28% p/p de flubendazol, 2,8% p/p do estabilizante TGPS e 5% p/p de manitol. O manitol
é um excipiente utilizado como estabilizante, protegendo o produto do estresse sofrido durante
0 congelamento e a secagem, no controle da osmolaridade, e é amplamente utilizado como
agente de volume em formulacdes liofilizadas. Embora seja um material relativamente inerte e
cristalino, pode ocorrer sua amorfizacdo durante a etapa de congelamento, sendo necesséaria a
determinacdo da sua temperatura de transicao vitrea (Tg’). Uma vez conhecida a Ty, € possivel
estimar a temperatura maxima utilizada durante a secagem primaria, a fim de evitar
recristalizacdes e colapsos no processo de liofilizacdo que prejudiquem a qualidade do li6filo
obtido (REY; MAY, 2007).

Foi realizada uma curva de DSC (Figura 38) da nanossuspensdo contendo 5% p/p de
manitol. A mesma foi congelada até -60 ‘C e, em seguida, foi aquecida com razdo de
aquecimento de 20 "C/min até a temperatura de 45°C. Foram evidenciados eventos na regifo de
-45°C a -40°C que podem estar relacionados aos rearranjos do material amorfo (fracdo amorfa
de manitol) ou mesmo as transi¢Oes vitreas do sistema relacionadas a fracdo solubilizada do
farmaco amorfo. Na temperatura de aproximadamente -35°C, observa-se a transi¢do vitrea do
manitol, sequida por uma recuperacéo entalpica (rearranjo da fase amorfa) denominada de Tg> .
O evento exotérmico esta relacionado com a cristalizacdo do manitol. O pico endotérmico ao
redor de -5 a 5°C trata-se da fusdo do gelo, relacionada com a agua livre. Perfis térmicos

semelhantes, relacionados a solucdo aquosa de manitol congelada, foram relatados por



105

CAVATUR et al. (2012). Utilizando uma razéo de aquecimento mais branda (10 C/min), os
autores observaram com maior precisao o evento térmico que ocorre com o manitol durante o
congelamento. Ainda naquele estudo, foi possivel constatar as duas temperaturas de transicdo
vitrea: Tg1’ a-32°C, relacionada a fragcdo de manitol amorfo presente; Tq2’ a -25°C, atribuida a
um rearranjo estrutural. Adicionalmente, os autores observaram rapida cristalizacdo (evento
exotérmico) devido a elevada mobilidade das moléculas dos componentes amorfos, quando sdo
submetidos a temperatura acima da sua Tg” (CAVATUR et al., 2002; YONEMOCHI et al.,
2006).

Figura 38 - Curva DSC da nanossuspensdo de flubendazol a razdo de aquecimento de 20
°C/min, sob atmosfera dindmica de N, na faixa de temperatura de -60 °C a 45 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Para formulacdes de matriz cristalina, com temperatura de transicéo vitrea muito baixa
e, consequentemente, grande periodo de secagem primaria, € comum adicionar uma etapa de
tratamento térmico (anneling), na qual a amostra € mantida a temperatura de subcongelamento
acima da temperatura de transic¢ao vitrea por um periodo de tempo. O tratamento térmico tem
efeito drastico sobre o tamanho dos cristais de gelo, promove o crescimento e aumenta o

diametro dos poros, resultando em melhor eficiéncia na etapa de secagem primaria. Reduzindo-
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se a heterogeneidade da taxa de secagem, € possivel obter um material liofilizado com uma
estrutura mais homogénea (REY; MAY, 2007).

A técnica de calorimetria exploratoria diferencial permitiu determinar a
temperatura de transicdo vitrea da nanossuspensao de flubendazol, evidenciando a necessidade
de incorporar uma etapa de tratamento térmico na liofilizacdo. A temperatura e a pressao, em
cada etapa, foram as seguintes: congelamento até -45 °C; annealing com aquecimento até -20
°C, mantida a essa temperatura por 3 horas; secagem primaria a temperatura de prateleira de -
22 °C e pressdo de 850 pbar por 30 h; e etapa de secagem secundaria, temperatura da prateleira
de +25°C, sob presséo de 30 pbar durante 4h.

5.9 Aspectos fisico-quimicos do nanocristal liofilizado

A nanossuspensao foi liofilizada no liofilizador da IMA Life (Italia), seguindo os
parametros descritos no método. A Figura 39 apresenta a imagem da nanossuspensao e do
produto final liofilizado. O volume e a aparéncia da pastilha formada foram satisfatorios, com
auséncia de colapsos durante o processo de liofilizacdo, evidenciando a efetividade do ciclo
delineado utilizando-se a curva DSC. Foi avaliado o teor do nanocristal liofilizado, constatando
96,34 % = 0,375 de flubendazol. A umidade residual apresentada pelo liofilizado foi de 1,4 %.

Figura 39 — Imagem de frascos com a nanossuspensdo e com o nanocristal de flubendazol
liofilizado

Fonte: Elaborado pelo autor
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A Tabela 24 apresenta os valores de diametro hidrodindmico médio (DHM), indice
de polidispersédo (IP) e potencial zeta (PZ) apds reconstituicdo do nanocristal de flubendazol,
empregando-se 0 mesmo volume de agua removido na liofilizacdo. Pode-se observar que a
amostra apresentou incremento de apenas 9,8% no tamanho médio hidrodinamico (nm) apos a
etapa de liofilizag&o, demonstrando o tensoativo (TPGS) e o crioprotetor manitol empregados
na formulagéo foram capazes de estabilizar fisicamente o nanocristal. Os crioprotetores, como
0S acucares, promovem o isolamento das particulas individuais da fragdo ndo congelada,
prevenindo a agregacgéo durante o congelamento acima da Tg. Adicionalmente, pode-se avaliar
que os parametros utilizados nas etapas de congelamento, tratamento térmico, secagem primaria
e secagem secundaria, durante o processo de liofilizacdo, foram adequados, pois ndo foi
verificada a aglomeracdo ou a fusdo do sistema. O IP e 0 PZ se mantiveram praticamente sem

alteracdo.

O potencial zeta tem funcao importante na estabilidade das nanossuspensdes. Embora
seja esperado que nanossuspensdes preparadas com estabilizadores estéreis, como o TPGS,
exibam valores de potencial zeta mais baixo devido a camada de absor¢do formada por esses
polimeros na superficie das particulas, a nanossuspensao de flubendazol apresentou o potencial
zeta de -30,57. Este valor pode ser explicado porque o flubendazol encontra-se ionizado
negativamente no pH da nanossuspenséo (pH 8,0) (RACHMAWATI et al., 2013).

Tabela 24 - Diametro hidrodindmico médio (DHM), indice de polidispersao (IP) e potencial
zeta (PZ) dos nanocristais de flubendazol reconstituido apo6s a liofilizagao.

Férmula DHM (nm) IP PZ (mV)
Nanos_susfpens%o antes 253.9 +3,0 0,363 + 0,004 -30,57
liofilizacdo
Nanossuspenséo apos 278.8 + 5.6 0,358 + 0,027 -30,45

liofilizacdo

5.10 Solubilidade de saturagéo dos nanocristais de flubendazol

A solubilidade de saturacdo do flubendazol micronizado e do nanocristal de
flubendazol foi avaliada nos meios HCI 0,1 N, tampéo fosfato pH 6,8 e tampao fosfato salino
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pH 7,4 (tampdo frequentemente utilizado em aplica¢des bioldgicas, como lavagem de células,
transporte de tecidos e diluigdes; este tampdo mimetiza o pH, a osmolaridade e as concentracgoes

de ions do corpo humano). Os resultados estdo apresentados na Tabela 25 e na Figura 40.

Tabela 25 - Solubilidade de saturacéo do flubendazol micronizado e do nanocristal (pg/mL,
n=3, + desvio padrdo) demonstrando o incremento (em numero de vezes) da solubilidade do

nanocristal.
Flubendazol micronizado Nanocristal
Meios Incremento

concentracao DPR concentracgao DPR

(Hg/mL) (%) (ng/mL) (%)
HCIO,1 N 29,467 1,3 68,935 4,0 2,3
Tampao fosfato pH 6.8 5,661 54 18,254 5,3 3,2
tampéo fosfato salino pH 7,4 2,333 0,4 12,230 2,1 5,2

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 25, 0s nanocristais
proporcionaram aumento na solubilidade de saturacdo em 2,3 vezes, 3,2 vezes e 5,2 vezes, em
relacdo ao flubendazol micronizado, nos meios HCI 0,1 N, tampéo fosfato pH 6,8 e tampéo
fosfato salino pH 7,4, respectivamente. Um desempenho semelhante foi constatado com
nanocristais de dexametasona, ibuprofeno e tacrolimo produzidos pela técnica de moagem a
alta energia. Nos ensaios de solubilidade de saturacdo, foi possivel observar o incremento de
1,3 a 6,6 vezes destes farmacos quando o tamanho de particula foi reduzido de 1 pg para
aproximadamente 300 nm (COLOMBO et al., 2017).

O aumento da solubilidade de saturagdo dos nanocristais de flubendazol sugere grande
potencial para aumento na sua biodisponibilidade. Araujo et al. (2018) demonstraram, através
de ensaios in silico, que o sal de flubendazol com acido malico (com solubilidade trés vezes
maior do que o flubendazol puro) foi capaz de aumentar em 2,6 vezes a taxa de absor¢édo do
flubendazol, 1,4 vezes o pico de concentracdo plasmatica e em 60% a extensdo de absorcéo,

constatando melhora das propriedades farmacocinéticas (ARAUJO et al., 2018).

SHARMA et al. (2016) demonstraram a relacdo positiva entre o aumento da
solubilidade de saturacdo de nanocristais de febuxostat estabilizado com Soluplus® com o
aumento do Cmax € area sobre a curva em testes in vivo apds administracdo oral (SHARMA,
PATEL; MEHTA, 2016).
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Figura 40 - Solubilidade obtida através do método de equilibrio do flubendazol micronizado
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Fonte: Elaborado pelo autor
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5.11 Ensaio de dissolu¢do comparativa: flubendazol micronizado versus o nanocristal

Com o intuito de avaliar o incremento da velocidade de dissolu¢do do nanocristal, foi

realizado um perfil de dissolucdo comparativo entre o flubendazol micronizado e o nanocristal.

O meio de dissolucdo de escolha foi o HCI 0,1N, meio no qual o flubendazol apresenta maior

solubilidade, acrescido de 0,1% de TPGS, para facilitar a molhabilidade do flubendazol

micronizado, visto que este farmaco seja um material de alta hidrofobicidade (log P = 3). As

leituras referentes ao farmaco liberado foram realizadas por espectrofotometria, no

espectrofotdmetro da série S1400 da Sl Photonics® (Tucson, Arizona, USA), com dispositivo

de amostragem de fibra optica de 0,5 mm (Figura 41). As leituras de absorbancia foram

captadas pelo equipamento a cada minuto. As Tabelas 26 e 27 apresentam os resultados de

dissolucédo do flubendazol micronizado e do nanocristal, a cada 5 minutos, durante uma hora.

A Figura 42 demonstra o perfil de dissolugédo comparativo do flubendazol micronizado versus
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0 nanocristal, no qual podemos observar o aumento de 40,7% da quantidade de flubendazol

dissolvida: 73,2 % do nanocristal versus 32,5% do flubendazol micronizado.

Tabela 26 - Resultados de dissolucdo do flubendazol micronizado

Micronizado Micronizado

Micronizado

Tempo ensaio 1 ensaio 2 ensaio 3 Desvio T IR

(%) (%) (%) padréao (%) (%)
5 10,71 9,93 8,63 1,0489 9,76 10,7510
10 18,51 22,78 19,80 2,1862 20,36 10,7360
15 22,00 28,04 24,39 3,0433 24,81 12,2667
20 23,98 30,82 26,80 3,4386 27,20 12,6421
25 25,61 32,16 27,97 3,3204 28,58 11,6179
30 26,78 33,24 28,91 3,2944 29,64 11,1131
35 27,37 34,41 29,93 3,5660 30,57 11,6649
40 27,66 35,10 30,52 3,7538 31,09 12,0734
45 28,23 35,36 30,75 3,6149 31,45 11,4957
50 28,81 35,79 31,12 3,5554 31,90 11,1440
55 29,34 36,03 31,33 3,4351 32,23 10,6577
60 29,80 36,25 31,52 3,3372 32,52 10,2615
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Tabela 27 - Resultados de dissolu¢do do nanocristal.

Ten_1po Nan_ocristal Nan_ocristal Nan_ocristal Desvio Média DPR (%)
(min) ensaio 1 (%) ensaio 2 (%) ensaio 3 (%) padréo (%)

5 76,68 76,54 48,35 16,3167 6244 26,1312
1o 76,85 76,83 64,01 7,4062 7042 105176
15 76,88 76,92 64,79 6,9899 7085  9,8652
20 R 76,90 66,00 6,3059 7145 88257
25 .21 77,23 66,55 6,1768 7189 85918
30 [0 77,52 66,17 6,5457 71,84 9,1110
35 77,58 77,38 66,57 6,3007 71,98 8,7538
40 77,93 77,87 67,00 6,2031 7244 86879
45 77,88 77,88 67,39 6,0554 7263 83367
50 77,75 77,69 67,73 5,7671 7271 79316
55 7791 77,75 68,23 5,5465 72,99 7,5993
60 78,03 77,74 68,68 5,3184 7321 7,2645

Figura 41 — Foto do sistema adaptado para o ensaio de perfil de dissolugéo utilizando o
equipamento espectofotdmetro da série SI400 da SI Photonics®, com sonda Gptica de 0,5 mm,
40 ml de meio HCI 0,1N, sob aquecimento a 37°C e agitacdo a 300 rpm.

Fonte: Elaborado pelo autor



112

Figura 42 - Perfil de dissolugdo comparativo entre o flubendazol micronizado e o nanocristal,
em HCI 0,1 N com 0,1% de TPGS, 300 rpm de agitacdo, 40 ml de meio HCI 0,1N em
espectofotdémetro da série SI400 da SI Photonics®, com sonda dptica de 0,5 mm.
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.12 Avaliacdo da atividade antitumoral do nanocristal de flubendazol em células da

linhagem de cancer de pulméo humano A-549

As nanoestruturas tém apresentado resultados satisfatorios quando utilizadas em
farmacos antitumorais, uma vez que penetram facilmente pela vasculatura dos tumores e
possuem tempo de retencdo aumentado consideravelmente (MIAQO et al., 2018). O mecanismo
de transporte de nanocristais difere do farmaco livre, uma vez que esta relacionado ao tamanho,
a forma, a carga superficial, & modificacdo de superficie e & hidrofobicidade ou hidrofilicidade.
As particulas grandes sdo capturadas por fagocitose ou macropinocitose, enquanto as
nanoparticulas podem ser capturadas por mecanismos multiplos, endocitose ndo especifica ou
especifica (mediada por um receptor), podendo até penetrar na membrana celular por difuséo
passiva (LIU et al., 2010). Com a acumulagdo passiva e favorecida dos nanocristais no espago
intersticial da vasculatura tumoral, ha a liberacéo lenta do farmaco, ocasionando o aumento do
tempo de exposicdo e concentracdo no local do tumor, que garante maior eficicia e menor

toxicidade. Adicionalmente, nanocristais injetados na corrente sanguinea sdo sequestrados por



113

células fagociticas mononucleares, que, por sua vez, podem agir como depositos de farmacos
para melhorar ainda mais a farmacocinética e a biodistribui¢cdo dos medicamentos antitumorais
(MIAO et al., 2018).

A entrega direcionada de farmacos é outra aplicacdo emergente dos nanocristais que
se mostra muito promissora, especialmente em terapias antitumorais. Talekar e col. (2013)
reportam que nanocristais de PIK-75, um inibidor da fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K),
produziram incremento de 5 a 10 vezes de acumulo do farmaco no tumor. Estudos de
distribuicdo indicaram que, para uma suspensao contendo o PIK-75 livre, a maior parte do
farmaco foi distribuida para o rim e os pulmdes, enquanto que, nas nanossuspensdes, a maioria
do farmaco foi distribuida para o bacgo, os pulmdes e o figado. Em estudos in vitro com linhagem
de carcinoma de ovario humano, SKOV3, os nanocristais representaram diminuicédo de até 0,2
vezes do valor de IC50 (TALEKAR et al., 2013).

Um estudo que comparou o nanocristal de paclitaxel e o paclitaxel livre, ambos
administrados oralmente em camundongos, demonstrou que o nanocristal foi capaz de reduzir
em um ter¢co o tamanho do tumor quando comparado com o farmaco livre. Referente aos
resultados de biodisponibilidade, o nanocristal de paclitaxel foi capaz de promover aumento da
biodisponibilidade em 12,6 vezes quando comparado com o Taxol®, apresentando também
menor depuracgdo. Sendo assim, o nanocristal foi mais eficaz na redugdo do crescimento
tumoral, pois apresentou maiores niveis sistémicos (LIU et al., 2010 e SHARMA et al., 2015).

Quando administrados parentalmente, nanocristais de docetaxel e camptotecina
estabilizados com poloxamer F127 inibiram o crescimento tumoral de cancer de pulméo
humano e cancer de mama murino, respectivamente (MIAO et al., 2018).

Recentemente, estudos demonstraram que o flubendazol é capaz de induzir a morte
celular em tumores malignos e retardar o seu crescimento, por meio da alteracdo da estrutura
de microtubulos e da inibicao da polimerizacdo da tubulina. O flubendazol apresentou atividade
antiproliferativa em linhagens de leucemia e de mieloma, céncer intestinal, cancer de mama,
neuroblastoma. Reporta-se também que o flubendazol apresentou efeito sinérgico em terapias
com a vincristina, a vimblastina e o paclitaxel (HANUSOVA et al., 2015).

Nesse sentido, foi realizado um estudo comparativo da atividade do flubendazol na
progressdao do cancer de pulmdo quando veiculado na forma de nanocristais (formulagdo
liofilizada otimizada desenvolvida nesse trabalho) versus a veiculagdo convencional
(suspensd@o micronizada convencional) (VAZQUEZ et al., 1983). A toxicidade do flubendazol

foi avaliada em tumoresferas de cancer de pulméo (Figura 43). As células da linhagem de
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cancer de pulmédo humano A-549 foram mantidas em garrafas por 4 dias, sem a troca do meio,

para a formacdo das tumoresferas e foram acompanhadas ao microscépio diariamente.

Figura 43 - Tumoresferas de células tumorais de pulmédo A549: as figuras correspondem as
tumoresferas de pulmao em tempos de cultivo de 24 horas e 96 horas, respectivamente.
Microscépio EVOS. Aumento de 400X.

24 H 96 H

Fonte: Elaborado pelo autor

As concentra¢es do nanocristal variaram de 0,01uM a 1,2uM no ensaio de morte
celular. Ap6s as 48 horas de tratamento, as tumoresferas foram incubadas com MTT
(150ug/mL), por 3 horas a 37°C, e foi realizado um ciclo de centrifugacdo que permitiu a coleta
e o descarte do sobrenadante. Para a dissolucéo dos cristais de formazan, foi utilizado DMSO.
As placas de 96 pocos tiveram a absorbancia determinada no espectrofotdmetro FlexStation 3

(Molecular Devices), sendo a leitura realizada em comprimento de onda de 590 nm.

Verificou-se que o tratamento das tumoresferas com o nanocristal, nas concentracfes
testadas (0,1uM a 1,2uM), ndo resultou em morte celular (Figura 44). Também foi observada
a presenca de grande quantidade do farmaco precipitado nos pocos onde as células foram

plagueadas.
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Figura 44 - Ensaio de MTT: Imagens de tumoresferas obtidas 96 horas ap6s o plaqueamento,
em meio definido, e apos 48 horas de tratamento com o nanocristal (em concentragdes de 200
uM e 600 uM). As imagens foram adquiridas no microscépio de fluorescéncia Zeiss Axio
Image fluorescence (Oberkochen, Alemanha) acoplado.

CTL (2.5%) 200 uM (2,5x) 600 uM (2,5x)

600 uM (10x)

CTL (20x) 200 uM (20x) 600 uM (20x)

Fonte: Elaborado pelo autor

Para estudar os efeitos antitumorais do nanocristal e os comparar com 0s do
flubendazol convencional, foram realizadas inje¢des subcutneas das células A-549 em
camundongos BalbC/Nude para a inducdo de tumor xenogréfico. Os animais foram tratados
com os farmacos semanalmente, via intraperitoneal. Os tumores foram medidos com
paquimetro e os animais foram pesados duas vezes por semana.

Foi possivel verificar que os tumores dos animais dos trés grupos, controle, tratados
com flubendazol convencional e tratados com nanocristal de flubendazol, apresentaram
desenvolvimento e/ou caracteristica diferentes (Figura 45). O animal tratado com o veiculo
apresentou uma mancha avermelhada no tumor, que ndo foi detectada nos tumores de animais

tratados com FBZ convencional ou com nanocristal de flubendazol.
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Figura 45 - Animais xenotransplantados com células A-549. Figura (A) Camundongo
representando grupo de animais tratados com veiculo (controle), tamanho do tumor 15 mm.
Figura (B) Camundongo representando grupo de animais tratados com flubendazol
convencional, tamanho do tumor 17 mm. Figura (C) Camundongo representando grupo de
animais tratados com flubendazol nanoestruturado, tamanho do tumor 9 mm.

Fonte: Elaborado pelo autor

Em relagdo ao desenvolvimento dos tumores, ndo foram encontradas diferengas
estatisticas entre os animais injetados com flubendazol convencional e os do grupo de animais
injetados com o veiculo. Entretanto, o crescimento do tumor foi retardado nos animais tratados
com flubendazol convencional, como pode ser observado na Figura 46. No grupo de animais
injetados com o veiculo, a formagdo do tumor se iniciou no dia 12 ap6s a injecdo das células,
enquanto que, no grupo de animais tratados com o flubendazol convencional, se iniciou a

formacédo do tumor no 16° dia.
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Figura 46 - Efeito do flubendazol convencional no crescimento do tumor. Grafico do
desenvolvimento do tumor pelo tempo (em dias). O gréafico representa a média * desvio
padréo do tamanho dos tumores de 5 animais controle (vehicle) e 3 animais tratados com

flubendazol convencional.
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No entanto, foi verificado que os animais tratados com nanocristal de flubendazol,
além de apresentarem retardo no aparecimento do tumor, quando comparados aos do grupo
controle, também tiveram diferenca significativa no tamanho dos tumores (Figura 47),
mostrando a melhor eficiéncia do nanocristais de flubendazol como antitumoral. Como pode
ser observado no grafico, os animais tiveram o aparecimento do tumor consolidado apenas no
26° dia ap06s a injecdo das células, mostrando retardo de 10 dias no desenvolvimento do tumor.
Além disso, ao final do experimento, os tumores de animais tratados com o nanocristal foram

cerca 40% menores do que 0s tumores no grupo controle.



Figura 47 - Efeito do nanocristal de flubendazol no crescimento do tumor. Gréfico do
desenvolvimento do tumor pelo tempo (em dias). O gréafico representa a média * desvio
padréo do tamanho dos tumores de 5 animais controle (vehicle) e 5 animais tratados com
flubendazol nanoestruturado.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu o desenvolvimento de nanocristais de flubendazol a partir
do processo de microfluidizacdo — uma plataforma nanotecnoldgica capaz de reduzir o tamanho
de particula de principios ativos de baixa solubilidade para a escala nanomeétrica. Esta reducéo
dréastica do tamanho de particula é realizada com o farmaco em suspensdo, sendo dependente

das forcas de impacto, cisalhamento e cavitacdo que ocorrem na cadmara do microfluidizador.

Avaliando-se as variaveis criticas do processo de microfluidizagdo, foi possivel
determinar as melhores combinagdes entre o tempo de moagem (ou nimero de ciclos), a
temperatura do produto, a pressao aplicada e as caracteristicas da formulacdo, como o tipo e a
concentracdo do estabilizante, além da concentracdo do farmaco na suspensdo. Nos ensaios
exploratorios, foi estudada a relacéo entre a reducdo do tamanho das particulas e o tempo de
processo (expresso em numero de ciclos), chegando-se a um valor 6timo de 2 horas de moagem

para 100 gramas de produto.

A selecdo do agente estabilizante se mostrou uma etapa critica, uma vez que estes
excipientes possuem papel importante na preservacdo das caracteristicas fisicas dos
nanocristais, evitando a formacéo de aglomerados, e podem impactar na reducédo de tamanho
de particula e na biodisponibilidade do farmaco. Foram avaliados, por meio de ensaios
exploratorios, os efeitos de trés diferentes tensoativos na estabilizacdo das nanossuspensdes de
flubendazol: o polissorbato 80, o poloxamer 188 e 0 TPGS. A formulacdo F3, contendo o
TPGS, foi a que apresentou menor didmetro hidrodindmico médio das particulas, de 254,0 nm
+ 3,0 (avaliado por DLS), com indice de polidispersibilidade de 0,3 + 0,004, indicando uma
populacédo de particulas com baixa polidispersibilidade e estabilidade satisfatéria comprovada
ap6s 30 dias de acompanhamento a 30 'C + 5 °C e 75% + 5% UR. O tamanho de particula da
formulacdo F3 foi também avaliado ortogonalmente pela técnica de rastreamento de
nanoparticulas (NTA), na qual observou-se tamanho hidrodindmico medio d(0,5) de 151,8 nm
*+ 4,1; esta técnica € conhecida por representar melhor o tamanho médio de particula da
populacdo, uma vez que é capaz de rastrear particulas individualmente e visualizar — por meio

de um microscopio 6ptico e uma camara de video acoplada.

A abordagem empregando o planejamento estatistico de experimentos permitiu
entender e modelar o efeito de algumas das variaveis significativas para a obtencdo dos

nanocristais de flubendazol. Os resultados indicaram que a concentracdo do estabilizante TPGS
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é significativa na reducdo do tamanho de particula e que a concentracdo do flubendazol na
nanossuspensao ndo é significativa; também foi possivel validar a equacdo do modelo gerado.

A anélise térmica consistiu-se uma ferramenta essencial na avaliacdo de possiveis
interacdes entre o flubendazol e os tensoativos e para a determinacdo da temperatura de
decomposicdo térmica dos componentes, uma vez que o processo de microfluidizacdo pode
promover aumento na temperatura do material. A temperatura de inicio de degradacédo térmica
dos materiais encontra-se na faixa de 225 a 420 °C, demonstrando que nenhum dos materiais é
susceptivel a degradagdo pelo calor gerado durante a microfluidizacdo, uma vez que, no
decorrer do processo, o produto ndo atinge temperaturas tdo elevadas. As curvas termoanaliticas
demonstraram, também, a diminuicdo da estabilidade térmica do flubendazol nas formulacdes,
com adiantamento do inicio da decomposi¢do. Porém, esse inicio ocorre em temperaturas acima
de 100 °C, demonstrando, ainda, um nivel aceitavel de estabilidade. A analise térmica foi
utilizada também para otimizar o processo de liofilizacdo da nanossuspensdo. A técnica de
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) permitiu determinar a temperatura de transicao
vitrea apresentada na matriz cristalina da nanossuspensdo, evidenciando a necessidade de

incorporar uma etapa de tratamento térmico na liofilizac&o.

A difracdo de raio X (DRX) foi utilizada para avaliar a integridade da estrutura
cristalina do flubendazol antes e apds o processo de microfluidizacdo seguido da liofilizacéo;
tanto o DRX do flubendazol puro quanto o do nanocristal liofilizado apresentaram picos
caracteristicosem 6,5, 10,2 e 16,9 em 2 theta, indicando que a posi¢éo dos picos caracteristicos
permaneceu inalterada no nanocristal, diferindo apenas na altura, o que sugere diferentes
tamanhos de cristais e nivel de cristalinidade. Ressalta-se que o material manteve-se na forma

cristalina mesmo depois do processo de microfluidizacao seguido da liofilizacao.

A solubilidade de saturacdo do flubendazol micronizado e do nanocristal de
flubendazol foi avaliada nos meios HCI 0,1 N, tampao fosfato pH 6,8 e tampé&o fosfato salino
pH 7,4. Os nanocristais proporcionaram aumento na solubilidade de saturagdo em 2,3 vezes,
3,2 vezes e 5,2 vezes, respectivamente. Este aumento da solubilidade de saturacdo dos
nanocristais de flubendazol sugere grande potencial para aumento na sua biodisponibilidade.

Com o intuito de avaliar o incremento da velocidade de dissolucdo do nanocristal, foi
realizado um perfil de dissolugéo comparativo entre o flubendazol micronizado e o nanocristal.
Em meio HCI 0,1N acrescido de 0,1% de TPGS, foi possivel observar aumento de 40,7% da
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quantidade de flubendazol dissolvida, 73,2 % do nanocristal versus 32,5% do flubendazol
micronizado.

As nanoestruturas tém apresentado resultados satisfatérios quando utilizadas em
farmacos antitumorais, uma vez que penetram facilmente pela vasculatura dos tumores e
possuem tempo de retencdo consideravelmente maior. Nesse sentido, o presente trabalho
demonstrou a significativa acdo dos nanocristais de FBZ em tumores de pulmao, demonstrando,
também, sua capacidade de retardar o crescimento e diminuir em 40% o tamanho desses

tumores em camundongos xenotransplantados.

Assim, por meio da tecnologia de nanocristais, o presente trabalho foi capaz de
aprimorar as propriedades de solubilidade e dissolucdo do flubendazol, além de promover seu
impressionante desempenho in vivo no tratamento de tumores. Trabalhos futuros poderéo
avancar na viabilizacdo do desenvolvimento e da produgdo de medicamentos mais efetivos e

promissores contendo nanocristais de flubendazol.
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Development of Flubendazole Nanoerystal: Using High-Pressure AMicrofluidization: effect of stabilizers
and microfluidization time on particle size reduction
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"Universidade de Sao Paulo, *University of Alberta

Purpoze.

Lymphatic filaniasis and onchocerciasis are diseases caused by helminth worms that affect millions of people
biving in extreme poverty in Africa, Asiz, and Latin Amenca. Dmgs such as albendazole, diethylearbamazine,
and vermectin, cuwrrently used in the treatment of helminthiazi=, can reduce the mneidence but don't promote the
eradication of these diseases, once they are not effective i elminating adult worms. Consequently, the
development of an mneovative medicine that presents macrofilancidal achion 15 of fimdamental importance.
Flubendazole has been reported to have high macrofilaneidal activity, although its low solubility 1n water Limits
the development of formulations for systemac use. The major challenge 15 to achieve the improvement of the
dissolution rate of flubendazole in oral formulations. Manoecrystal technology has been used as a platform for
the development of pharmaceutical dosage forms with greater efficacy and safety; nanometric particle size
reduction increases the satwation solubadity and dissolution rate allowing an increase in the oral hcavailability
of poorly soluble dmgs. The present study aims to evaluate the effect of a cribical process parameter and
formmlation stabilizers on parficle size reduction, 1o order to develop an enhanced manosuspension that can
potentially improve the bioavallability and antthelmunfic actvity of flubendazole formmlations.

Alethods.

Flubendazole aqueous nanosuspensions were prepared by using a high-pressure mueroflmdizer (Model M-110F,
Mucroflmdics, USA). Tweo different stabilizers polysorbate (Tween 80) and poloxamer 188 were tested resulting
m two formulatons F1 and F2, respectively. The entical process parameter recwrculation time was alse
evaluated. Measwements of particle size distnbution were performed wsing photon correlaton spectrozcopy
(Zetasizer £590, Malvern Instraments, UE)) for both formulations. The process parameter recirculation fime
was alse evaluated Measurements of particle size distmbufion were performed using photon correlation
spectroscopy (Zetasizer Z590, Makhrern Instruments, UK) for both formmlations.

Rezults.

The flubendazole nanocrystals were efficiently prepared by high-pressure microfludization. Both formulations
reached the mummum parhcle size distmbution in the nanometer range after 2 howrs of mueroflmdization at
30,000 pz1. The formulaton F1 exhibited the smallest mean particle size value of 3361 = 5.1 om and a
polvdispersity index of 0,249 = 0,01; the formmlanon F2 exhibited the mean particle size value of 6130 = 6.6
nm with a polydispersity index of 0,336 20, 017.

Concluzion.

The flubendazole manosuspensions were successfully obtamed with both stabilizers, polysorbate 80 and
poloxamer 183, after 2 hours of luigh-pressuwre microflmidization at 30,000 psi. Nevertheless, the use of
polysorbate 80 as stabilizer prowvides superior particle zize reduction| and might be more swtable for the
achievement of an innovatrve formmlation with enhanced bioavailability.
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(5} Supporting Information

ABSTRACT: The use of flubendazole (FBZ) in the treatment of flubendazale  maleic acid
lymphatic filariasis and onchocerciasis (two high incidence TR
neglected tropical diseases) has been hampered by its poor
aqueous solubility. A material consisting of binary flubendazole/
maleic acid crystals (FBZ/MA), showing considerably improved
solubility and dissolution rate relative to flubendazole alone, has
been prepared in this work through solvent assisted mechanical
grinding. The identification of FBZ/MA as a binary crystalline
compound with salt character (proton transfer from MA to FBZ)
relied on the combined results of powder X-ray diffraction, Raman
spectroscopy, attenuated total reflection Fourier transform infrared B
spectroscopy (ATR-FTIR), X-ray photoelectron spectroscopy Extent of reaction

(XPS), thermogravimetry (TG), and differential scanning calorim-

etry (DSC). Isothermal solution microcalorimetry studies further suggested that the direct formation of FBZ/MA from its
precursors in the solid state is thermodynamically favored. A comparison of the in silico pharmacokinetic performance of the
FBZ/MA with thht of pure FBZ based on a rat fasted physiology model indicated that the absorption rate, mean plasma peak
concentration, and absorption extension of FBZ/MA were ~2.6 times, ~1.4 times, and 60% larger, respectively, than those of
FBZ. The results here obtained therefore suggest that the new FBZ/MA salt has a considerable potential for the development of
stable and affordable pharmaceutical formulations with improved dissolution and pharmacokinetic properties. Finally, powder X-
ray diffraction studies also led to the first determination of the crystal structure of FBZ.
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