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FORMULACOES SEMISSOLIDAS CONTENDO MELOXICAM
NANOENCAPSULADO: ESTUDOS DE LIBERACAO “IN VITRO”!
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NANOCAPSULES: STUDIES OF “IN VITRO” LIBERATION
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RESUMO

Os anti-inflamatérios naoesteroides (AINES) sdo amplamente utilizados nas situagdes que requeiram atividade anti-
inflamatdria e/ou analgésica, bem como sao considerados farmacos potencialmente adequados para o desenvolvimento
de formas farmacéuticas topicas. Assim, neste trabalho, objetivou-se estudar a liberagdo “in vitro” do meloxicam, tanto
na forma livre como nanoencapsulada e incorporada em gel a base de carbopol®. As nanocapsulas foram preparadas
pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado. Para o estudo de liberagdo “in vitro”, utilizou-se
célula de difusdo tipo Franz, com membrana de acetato de celulose, sendo que as amostras coletadas foram analisadas
através de espectrofotometria UV/VIS. Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa entre o fluxo
de liberagdo do meloxicam na forma nanoencapsulada (1,4609+0,24 mg/cm*h) e na forma livre (1,232440,13 mg/
cm?/h). Porém, com a adi¢do de acetonitrila nas formulagdes contendo nanocapsulas, observou-se um aumento no fluxo
(1,8131+0,13 mg/cm?/h) e na concentragao total liberada do meloxicam (32,228+3,1 mg/cm?). Este tipo de resultado
indica que algumas nanocapsulas contendo meloxicam estdo difundindo intactas através da membrana, demonstrando
que ainda existe farmaco para ser liberado no meio e desta forma, comprovando a liberagdo controlada do meloxicam.
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ABSTRACT

The non-steroidal anti-inflammatory (NSAIDs) are used in situations that require an anti-inflammatory and/
or analgesic activity. These drugs are considered potentially appropriate for the development of topical
formulations. This work aims to study the “in vitro” liberation of the meloxicam-loaded nanocapsules or in
the free form and incorporated in gel in the carbopol® base. The nanocapsules were prepared for the method
of interfacial deposition of the preformed polymer. For the study of in vitro liberation it was used the Franz-type
diffusion cells with cellulose acetate membrane. The gathered samples were analyzed with espectrofotometric
UV/VIS. The results showed that there was no significant difference in the liberation flow of meloxicam in the
nanocapsules form (1,4609+0,24 mg/cm2/h) and in the free form (1,2324+0,13 mg/cm2/h). However, with
the acetonitrile addition in the formulations containing nanocapsules, an increase was observed in the flow
(1,8131+0,13 mg/cm2/h) and in the liberated total concentration of the meloxicam (32,228+3,1 mg/cm?2). This
result may indicate that some nanocapsules containing meloxicam can be diffusing intact through the membrane,
demonstrating that there still is some substance to be released, which proves the controlled release of meloxicam.
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INTRODUCAO

Atualmente, a classe de farmacos anti-inflamatérios naoesteroides (AINES) vem sendo muito
empregada em diversas patologias, principalmente nas situagdes que requeiram atividade anti-infla-
matoria e/ou analgésica, como doengas artriticas, disturbios pds-traumaticos ou musculo-esqueléticos
agudos, incluindo tendinite, tenossinovite, periartrite, luxagdo, entorse e lombalgia (CURDY et al.,
2001; FRANCA; KOROLKOVAS, 2006).

O meloxicam ¢ um exemplo de farmaco desta classe terapéutica, pertencente a classe do acido enolico,
um dos derivados dos oxicans, muito indicado no tratamento de doengas artriticas, como osteoartrite, artrite
reumatoide e osteoartrose. Entre os AINES, o mesmo ¢ considerado como um dos mais potentes analgésicos
e/ou anti-inflamatorios. Atua reduzindo a dor e a inflamacao, através da inibi¢ao da atividade da enzima ciclo-
oxigenase (LIMA, 2004; FRANCA; KOROLKOVAS, 2006; YUAN et al., 2006).

Todavia, os AINES podem desencadear toxicidade gastrintestinal em determinados
pacientes, resultando em danos a mucosa, irritagdo e até mesmo hemorragia, quando tratados por
via oral (GIULIANO et al., 2001; ALVES; POHLMANN; GUTERRES, 2005; YUAN et al., 2006;
JANTHARAPRAPAP; STAGNI, 2007).

Os AINES sao considerados como farmacos potencialmente adequados para o desenvolvimento
de formas farmacéuticas topicas, apresentando adequabilidade através da via cutdnea e eficicia
terapéutica (FOLDVARI, 2000; MILAO; KNORST; GUTERRES, 2003).

As formulagdes tdpicas, nesse sentido, surgem como um recurso para a administracao destas
substincias ativas em pacientes que apresentam distirbios gastrintestinais, os quais ficam impossibilitados
da utilizagdo das mesmas por via oral. Cabe ressaltar que os AINES sao geralmente administrados por
um periodo prolongado, tornando-se desejavel, portanto, que os efeitos adversos sejam reduzidos.

O estrato corneo ¢ a camada mais externa da pele e representa a principal resisténcia para a
penetragdo de alguns compostos aplicados topicamente, por isso, o numero de farmacos utilizados
para a liberagdo transdérmica torna-se bastante limitado. Em fun¢do deste problema, muitas
substancias quimicas tém sido estudadas e empregadas com o objetivo de aumentar a permeacao
cutanea, porém, ha o inconveniente da irritacao que elas podem causar a pele (ASBILL; MICHNIAK,
2000; SANTOYO; YGARTUA, 2000; ALVES, 2006).

Dentre as estratégias mais promissoras para aumentar a penetragdo do farmaco através
da pele, encontra-se o desenvolvimento tecnoldégico de novas formas farmacéuticas (ALVES,
2006). Dessa maneira, a vetorizagdo de farmacos tem sido uma area de intensa pesquisa nos
ultimos anos, pois permite a liberacdo do farmaco no sitio de acdo especifico, promovendo
uma melhora da sua eficacia terapéutica, como também uma redugdo da toxicidade e da dose
administrada, com consequente diminui¢do dos efeitos adversos. Entre os sistemas de vetorizagao,

podem-se citar os lipossomas, as manoemulsdes, ciclodextrinas, as nanoparticulas lipidicas e as
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nanoparticulas poliméricas (nanocapsulas e nanoesferas), que compdem os sistemas coloidais
carreadores de farmacos (SCHAFFAZICK et al., 2003; DURAN; MATTOSO; MORALIS, 2006;
MORA-HUERTASA et al., 2010).

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas nanoestruturados, medindo em torno de 10nm a
1000nm, podendo consistir de uma matriz polimérica (nanoesferas) ou de um sistema reservatorio
oleoso, envolto por uma parede polimérica (nanocapsulas) (BARRATT, 2000). Portanto, a diferenca
entre nanocapsulas e nanoesferas se baseiana sua composicao e organizacao estrutural (SCHAFFAZICK
etal., 2003; DURAN; MATTOSO; MORALIS, 2006).

Além da vetorizacao do farmaco, outro aspecto bastante importante ¢ a taxa de dissolugdo/
liberagdo do mesmo, o qual ¢ um dos aspectos mais desafiadores no desenvolvimento de formulagdes
contendo ativos que apresentam baixa solubilidade em agua, como € o caso do meloxicam. A libera-
¢do do ativo do veiculo, ao qual o mesmo estd incorporado, constitui um dos principais fatores para
indica¢do da biodisponibilidade do mesmo, bem como sua atividade (AMBRUS et al., 2009). Dessa
forma, a utilizacdo de ensaios “in vitro” para avaliar a liberacdo de farmacos, como perspectiva de
caracterizagdo das formulacdes, tem assumido um papel cada vez mais importante. Por meio desses
estudos, ¢ possivel avaliar as particularidades e interagdes de cada veiculo com o ativo e a capaci-
dade que o mesmo tem em liberar o farmaco, para que este exerca a agdo desejada. Cabe ressaltar
ainda, a importancia de avaliar o perfil de liberagdao “in vitro” de uma substancia ativa associada a
sistemas carreadores, pois diferentes fatores podem influenciar na biodisponibilidade. Dentre eles, as
caracteristicas fisico-quimicas, concentragdo, degradabilidade e peso molecular, do farmaco, concen-
tragdo e microestrutura do polimero sélido, natureza do ntcleo oleoso, tamanho das nanocapsulas,
condi¢des do método de preparacdo e condi¢des do ensaio de liberagdo (SATO et al., 2007; MORA-
-HUERTASA et al., 2010). Portanto, o objetivo, neste trabalho, foi comparar a liberag¢ao “in vitro” do
meloxicam na forma nanoestruturada com a forma livre do ativo, a partir da incorporagao do mesmo

em um gel a base de carbopol 940°.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo dos experimentos, utilizaram, como matéria-prima e reagentes, as seguintes
substancias: meloxicam ¢ carbopol 940® (polimero de acido acrilico), adquiridos da Henrifarma;
acetona P.A, acido acético glacial P.A e hidroxido de sddio adquiridos da Nuclear, agua Milli-Q®,
cloreto de sodio da Merck, fosfato de potassio da Synth, isopropanol (2-propanol) e metanol grau
CLAE da J.T. Baker, metilparabeno, propilenoglicol, propilparabeno e sorbitol da Alpha Quimica,
monoestearato de sorbitano (Span60®), poli(e-caprolactona), polissorbato 80 (Tween 80®) da Sigma-
Aldrich, tampao pH 4,0; tampao pH 7,0, trietanolamina e triglicerideos de acidos caprico/caprilico
(Miglyol 810%) da Via Farma.
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As suspensdes contendo nanocédpsulas (NC) de meloxicam, bem como as formulagdes
semissoélidas, utilizadas no experimento, foram desenvolvidas e caracterizadas previamente por Bochi
(BOCHLI, 2010). As suspensdes contendo nanocapsulas (SNCM) foram preparadas pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado, sendo adaptado pelo método desenvolvido por Fessi
et al. (1989), na concentragdo de 0,3 mg/mL. As suspensdes contendo nanocapsulas vazias (SNCV),
ou seja, sem a adi¢do do farmaco, foram utilizadas como controle e preparadas de acordo com a
metodologia descrita.

Apds a preparacao das suspensdes contendo NC de meloxicam, as mesmas foram incorporadas
em um gel hidrofilico a base de carbopol 940® (GHNCM). Como controle, foi utilizado uma
formulac¢do contendo meloxicam na forma livre (GHM), ou seja, sem a adi¢do do 6leo e do polimero.

Para realizacdo dos experimentos de liberagdo “in vitro”, foi utilizado um sistema tipo
Franz com area difusional de 3,14 cm? volume de 6,0 mL no compartimento receptor (FRANZ,
1975; VENTER et al., 2001) e membrana artificial de acetato de celulose com poros de 0,45 um da
Millipore®, que foram previamente hidratadas com agua destilada, durante 24 horas. Cada membrana
foi colocada em contato com uma solugao receptora constituida por tampao fosfato pH 7,4, contendo
10% de alcool etilico, obedecendo as condig¢des sink (menos de 20% da concentragdo de saturagao).
Este meio foi mantido em um banho-maria termostatizado a 37 °C, sob agita¢ao constante em agitador
magnético. Foram aplicadas 0,5 gramas da formulagao semissoélida na parte superior da membrana
e em intervalos, predeterminados de 1 em 1 hora, foram coletados 3 mL desta solugdo. A aliquota
coletada foi analisada em espectrofotometro na regido do ultravioleta UV/VIS, no comprimento
de onda de 361nm. Posteriormente, uma aliquota de cada amostra (2 mL) foi tratada com solvente
acetronitrila (1 mL) e avaliada novamente em espectrofotometro sobre as mesmas condigdes.

Os estudos de liberacao “in vitro” foram realizados para as formula¢des semissolidas a base
de Carbopol®, contendo meloxicam tanto na forma livre como na forma nanoencapsulada. Para cada
formulacdo, foram utilizadas 6 células de difusdo tipo Franz. Através dos experimentos de liberacao,
foram determinados os valores de fluxo, coeficiente de permeabilidade e concentragdo total liberada
do ativo. A metodologia utilizada para quantificacao do farmaco foi adaptada do método descrito por
Vignaduzzo et al. (2008).

A curva analitica foi preparada a partir de uma solu¢ao padrao de meloxicam na concentra¢ao
de 100 mg/mL, utilizando como diluente metanol. A partir dessa solucdo, a curva analitica foi
construida nas concentragdes de 2 a 40mg/mL, utilizando-se como diluente uma mistura constituida
por metanol, isopropanol e tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 5,9), na propor¢do de 51:9:40
(v/v/v). As determinagdes das absorbancias foram realizadas em espectrofotometro UV/VIS,
utilizando-se o comprimento de onda de 36 1nm.

Através da curva obtida pela quantidade cumulativa de meloxicam, permeada em fungao do

tempo, foi calculado o fluxo de liberacdo do meloxicam (Jss), sendo o mesmo determinado pela
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inclinagdo da curva e expresso em pg/cm*h (ABDULMAJED; HEARD, 2004). O coeficiente de

permeabilidade (kp) foi calculado usando a equagao:

kp = Jss/c

em que ¢ € a concentragdo inicial de meloxicam no veiculo aplicado no compartimento doador.
Os dados obtidos foram calculados estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA)
e testes de Tukey, considerando-se niveis de significancia de 0,05, por meio do programa Microsoft

Office Excel 2003®,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos “in vitro” sao uma ferramenta valiosa e determinante para avaliar o comportamento
do ativo em formulagdes topicas, podem prever a liberacio do mesmo, tanto dos sistemas
nanoestruturados, bem como do veiculo a que foram vinculados. Para tanto, a técnica de liberagao,
através da célula de Franz, ¢ um dos métodos mais utilizados, uma vez que ¢ de facil desenvolvimento,
baixo custo, além de apresentar uma boa reprodutibilidade dos resultados (LEVEQUE et al., 2003;
BARRY, 2004; LEONARDI et al., 2004). As membranas artificiais sdo bastante utilizadas, pois
normalmente ndo reagem nem com a formulacao e nem com o meio receptor, permitindo a difusao do
ativo através da mesma para a posterior quantificagao.

A determinacdo da caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados também ¢ importante, pois
através destas medidas ¢ possivel avaliar a distribui¢do do didmetro das particulas, bem como a
sua homogeneidade. Dados fisico-quimicos que podem influenciar nos parametros de liberacdo,
distribuicdo e absorcao cutanea.

As nanocapsulas contendo meloxicam, previamente desenvolvidas por BOCHI (2010),
apresentaram um didmetro médio das particulas de 286 (+7)nm com indice de polidispersao de 0,250
(£0,010) e um potencial zeta de -15,82 (£1,17) mV. Além de um diametro de 283 (+52)nm, com
indice de polidispersao de 0,284 (+£0,085) e um potencial zeta de -13,17 (+1,72) mV para a formulagao
controle, ou seja, sem a adicao do ativo. Esses valores indicam uma estreita distribui¢do do tamanho
das particulas e, consequentemente, boa homogeneidade do sistema.

A adicao da acetonitrila teve como objetivo verificar a existéncia de farmaco sendo liberado
ainda na forma nanoencapsulada. Nesse caso, a adicdo do solvente organico podera solubilizar o
polimero ao qual o farmaco est4 encapsulado, liberando o ativo para ser quantificado.

Os resultados da concentracdo maxima e do fluxo de liberagao do meloxicam, incorporado no
gel hidrofilico, para as formas livre e nanoencapsulada, com e sem adi¢do de acetonitrila, encontram-
-se descritos na tabela 1. Na figura 1, complementam-se esses dados, mostrando o perfil de liberacao

do meloxicam nos diferentes tratamentos durante as 10 horas de experimento.
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Tabela 1 — Fluxo de liberagdo, concentragdo maxima liberada e coeficiente de permeabilidade do meloxicam incorporado
em formulacdes semissolidas.

Formulagdo Fluxo de liberagdo (pg/cm?/h) Concentragdo maxima* Coeficiente de Permeabilidade
+DP (ng/cm?) + DP (cm?/h)
GHNCM 1,4609 + 0,24 27,620 + 3,0 1,09 x 102+ 0,002
GHNCM + ACN 1,8131 £ 0,13 32,228 +3,1 1,35 x 102+ 0,001
GHM 1,2324 £ 0,13 26,922 £ 1,9 0,92 x 102+ 0,001

GHNCM: forma nanoencapsulada do meloxicam.

GHNCM + ACN: forma nanoencapsulada do meloxicam com a adi¢ao de acetonitrila.
GHM: forma livre do meloxicam.

* Concentracdo total liberada no tempo maximo (10 horas).
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Figura 1 - Libera¢do do meloxicam incorporado no gel a base de carbopol® para forma nanoencapsulada (GHNCM),
forma livre (GHM) e com adigdo de acetonitrila a solugdo receptora (GHNCM+ACN).

Pode-se verificar, através dos dados apresentados na tabela 1 e figura 1, que o fluxo de
liberagdo para o meloxicam foi de 1,4609 pg/cm?h para a forma nanoencapsulada (GHNCM), de
1,8131 pg/cm?h, para a forma nanoencapsulada e tratada com acetonitrila (GHNCM + ACN) e de
1,2324 pg/cm?/h para a forma livre (GHM). Com relag¢do a concentragédo total liberada, observa-se
que o GHNCM liberou 27,620 pg/cm?, com adigdo de acetonitrila (GHNCM + ACN) este valor subiu
para 32,228 pg/cm? e o gel com o meloxicam livre (GHM) liberou 26,922 pg/cm?.

Esses resultados demonstraram que nao houve diferenga significativa (p>0,05) no fluxo de
liberacdo entre o meloxicam na forma nanoencapsulada e o mesmo farmaco na forma livre, quando
incorporados no gel a base de Carbopol®. Porém, com a adigdo de acetonitrila, nas formula¢des
contendo NC, observou-se um aumento significativo (p<0,05) no fluxo de liberacao do meloxicam.
O mesmo foi observado em relagdo a concentracao total liberada de meloxicam nas diferentes formas

testadas (nanoencapsulada, com e sem a adicdo de acetonitrila e na forma livre) apds 10 horas de
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experimento. Pode-se inferir ainda que até 6 horas de experimento ndo houve diferenga significativa
paraaliberacdo do meloxicam entre todas as formulagdes testadas, mesmo com a adi¢do da acetonitrila,
provavelmente a concentracdo de meloxicam liberada nesse periodo se deva ao farmaco adsorvido
na superficie das nanocépsulas.

Ferrony (2012) realizou estudos com a dexametasona na forma nanoencapsulada, utilizando
poli(e-caprolactona) como polimero, sendo as suspensodes incorporadas em um creme gel. Os autores
observaram uma liberagcdo mais lenta do ativo nanoencapsulado, quando comparado com a forma
livre. Observando um fluxo de liberagdo de 2,205 pg/cm?/h para a dexametasona nanoencapsulada
¢ de 3,354 pg/cm?h para a dexametasona na forma livre (p<0,05). A concentragdo total liberada
apos 12 horas de experimento foi de 21,338 pug/cm?e de 31,863 ng/cm?, para a formulagido contendo
nanocapsulas de dexametasona e para a forma livre, respectivamente. Com a adi¢do da acetonitrila,
nao houve diferenga significativa para os valores de perfil de liberacao e concentragao total liberada
da dexametasona (27,265 pg/cm?).

De acordo com os resultados encontrados neste trabalho, pode-se verificar que os testes de
liberacao proporcionam dados interessantes sobre as particularidades estruturais do veiculo, dos

sistemas e da capacidade destes em liberar o farmaco.

CONCLUSAO

A determinagao do perfil de libera¢do “in vitro”, utilizando células tipo Franz e membrana
sintética de acetato de celulose, mostrou-se adequada para avaliagdo do comportamento do ativo livre
e nanoencapsulado incorporado em um gel a base de carbopol 940®.

A partir deste estudo, pode-se concluir que incorporagdo do farmaco em um sistema
nanoestruturado modificou os parametros de liberagao em relacdo ao fluxo e a concentracao total
liberada. Essa diferenca s6 foi observada apos a adi¢cdo da acetonitrila para formulagdo, contendo o
ativo na forma nanoencapsulada. Isso demonstra que algumas nanocéapsulas contendo o ativo foram
difundidas intactas através da membrana, indicando, dessa forma, a capacidade das nanoparticulas
em ndo somente controlar a liberagdo do ativo, mas podendo representar uma maior protecao deste,

em fungdo de possiveis degradagdes.
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