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RESUMO

A preparacao de solugbes de farmacos pouco sollveis em dgua é um dos principais
problemas encontrados na formulacdo de tais medicamentos em formas
farmacéuticas liquidas. O estudo sobre a utilizacdo de solucdes micelares de
surfactantes na dissolucado de farmacos pouco solUveis em agua vem sendo cada
vez mais praticado, devido, principalmente, a baixa toxicidade desses carreadores,
da eficiéncia no processo de dissolucdo e da protecdo adicional fornecida ao
farmaco. Este trabalho visou encapsular o antifungico griseofulvina em copolimeros
de bloco hidrofilico de poli(dbxido de etileno) (En) e bloco hidrofébico de
poli(metileno)(C,). Os surfactantes (Brij® 700, Brij® 78, Brij® 98) e a griseofulvina
foram obtidos da Aldrich. A concentracdo micelar critica (cmc) dos Brijs® foi obtida
pelo método de solubilizacdo do corante (fluorescéncia). Os encapsulados da
griseofulvina foram obtidos pelo método de dissolucdo direta e quantificados por
UV/Vis e RMN de 'H e caracterizados por tamanho de particula, espalhamento de
luz e raio — X. Foi realizada a liberacdo controlada de farmaco. Os valores das cmc’s
encontrados para o Brij® 78 e 98 sd0 menores que os cmc do Brij® 700. O tamanho
de particula do Brij® 700, fornecido pelo raio hidrodinamico (rn), € maior que o dos
Brijs® 78 e 98, uma vez que o Brij® 700 possui uma porcdo hidrofilica com 80
unidades a mais que os outros Brijs®. O farmaco ndo afetou o tamanho de particula
dos polimeros estudados. Os resultados de solubilizacdo da griseofulvina obtidos
por RMN de 'H corroboram com os obtidos por UV/Vis. A griseofulvina teve um
aumento da solubilidade de até 6,9 vezes o que viabiliza o uso dos Brijs® na
encapsulacao deste farmaco.

Palavras-chave: Micelas. Solubilizacdo. Griseofulvina. Surfactante. Brij®.



ABSTRACT

The preparation of drug solutions with low solubility in water is one of the main
problems found in the preparation of such medicines in aqueous medium. The study
about the use of surfactant micellar solutions in the solubilisation of drugs with low
solubility in water has been increasingly practiced, mainly due to the low toxicity of
these carriers, to the efficiency of the dissolution process and to the additional
protection provided to the drug. The objective of this work is to encapsulate the
antifungic griseofulvin in poly(ethylene oxide) (En,) hydrophilic block copolymers and
poly(methylene) (C,) hydrophobic block. The copolymers (Brij® 700, Brij® 78, Brij® 98)
and the griseofulvin were obtained from Aldrich. The Brijs® critical micelle
concentration (cmc) was reached through dye solubilisation method (fluorescence).
The griseofulvin encapsulates were obtained through the method of direct dissolution
and quantified by UV/Vis and *H NMR and characterised by particle size through light
scattering and X-Ray. The controlled release of the drug was carried out. The cmc
values found for Brij® 78 and 98 are lower than those for Brij® 700. The size of the
Brij® 700 particle, provided by the hydrodynamic radius (ry) is higher than those from
Brijs® 78 e 98. The reason is that the hydrophilic portion of the Brij® 700 has 80 units
more than Brijs® 78 e 98. The drug did not affect the size of the particle of the
polymers. The solubilisation results for griseofulvin obtained through *H NMR confirm
the values obtained through UV/Vis. The griseofulvin had an increase in solubility up

to 6.9 times, which makes the use of Brijs® feasible in the encapsulation of this drug.

Keywords: Micelles. Solubilisation.Griseofulvin. Surfactant. Brij®.
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1 INTRODUCAO

Micelas poliméricas consistem de polimeros contendo porc¢des hidrofilicas
e hidrofébicas que podem ou nao se apresentarem como copolimeros em bloco. Séo
promissores como nanocarreadores de farmacos. Devido a sua dimensédo em escala
nano, elas penetram em sitios patoldégicos como tumores solidos e podem liberar
medicamentos especificos (TYRRELL, SHEN e RADOSZ, 2010). A solubilizacdo de
farmacos insollveis em meio aquoso é um dos principais problemas encontrados na
formulacédo de tais medicamentos em formas farmacéuticas liquidas (AHMED, 2001).
A griseofulvina € um antibidtico antifungico utilizado contra varios fungos
filamentosos. E um farmaco pouco solivel em agua e usado como padrdo no estudo
de solubilizagcdo de drogas em micelas poliméricas (OLIVEIRA et al., 2011a,b,
RIBEIRO et al, 2009, PINHO et al, 2007). Os surfactantes poliméricos
comercialmente conhecidos como Brijs® (CiH2n1EOy,, onde n representa a
guantidade de carbonos e m corresponde a unidade monomérica que se repete do
polioxietileno/EQ), tornam-se interessantes porque sdo nao iénicos, diminuindo a
toxicidade desses tipos de transportadores. Eles contém uma parte hidrofilica, com
um nuamero variavel de grupos de polioxietileno (EO) e uma cauda hidrofébica
constituida de uma cadeia de polimetileno (SOWMIYA, TIWARI e SAHA, 2010)
saturada ou néo.

Kappor, Howell e Chauban (2009) avaliaram a toxicidade ocular de seis
surfactantes ndo idnico (Brijs® 78, 700, 56, 58, 97 e 98) e concluiu que estes
polimeros mostram baixa ou nenhuma toxicidade. Kapoor e Chauban (2008) em seu
estudo de carreadores surfactantes em lentes de contato gelatinosas para entrega
prolongada de medicamentos oftalmolégicos, mostrou que o Brij® 78, entre os
surfactantes estudados (Brij® 97, Brij® 98, Brij® 700), parece mais promissor para a
liberacdo prolongada de CyA (ciclosporina A) em lentes de contato contendo o
polimero p-HEMA (poli-hidroxi metacrilato de etila). Este comportamento deve-se a
um alto coeficiente de particdo entre os nucleos hidrofébicos e a matriz polimérica de
p-HEMA, mostrando que estes tipos de polimeros sdo promissores como

carreadores de farmacos hidrofébicos.
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Pensando nas aplicaces dos Brijs®, este trabalho visou encapsular o
antifangico griseofulvina em copolimeros de bloco hidrofilico de poli(6xido de etileno)

(Enm) e bloco hidrofobico de poli(metileno)(C,,).

1.1Surfactantes

Os surfactantes (do inglés surface active agent) sdo compostos que
possuem atividade na superficie da interface entre duas fases, tais como 6leo-agua,
ar-dgua e na superficie de soélidos. Também podem ser chamados de agentes
tensoativos (MINATTI, 2005). Esses compostos caracterizam-se por possuirem duas
regides distintas: uma polar hidrofilica (cabeca) e outra apolar hidrofobica
(cauda)(Figura 1). A regido hidrofilica pode ser constituida por grupos iénicos ou
neutros (NITSCHKE e PASTORE apud AVELINO, 2009). A porcdo apolar é
frequentemente uma cadeia hidrocarbonada, enquanto a porcao polar, dependendo
da sua composicdo, pode ser ibnica: anidnica ou catidnica, ndo ibnica ou/e de
natureza anfétera (MYERS, 2006).

Figura 1 - Estrutura simplificada de uma micela esférica em meio aquoso

© @ ®

Moléculas de 4gua —»

Regido da cabeca
do surfactante
(porcéo polar)

Regido da cauda do
surfactante (porcao
apolar)

Corte transversal na estrutura 3D de uma micela

Fonte: Zeus.qui.ufmg.br, 2012.


http://www.google.com.br/imgres?q=micela&um=1&hl=pt-BR&rlz=1R2ADFA_pt-BRBR427&biw=1366&bih=566&tbm=isch&tbnid=IwrWKzTb7r0uRM:&imgrefurl=http://zeus.qui.ufmg.br/~qgeral/?p=551&docid=eqVP0OatcNeiDM&imgurl=http://zeus.qui.ufmg.br/~qgeral/wp-content/uploads/2012/08/Forma%C3%A7%C3%A3o-de-Micela.jpg&w=499&h=479&ei=iNZgUMzPAYWw0QHJ7IGoCw&zoom=1&iact=hc&vpx=321&vpy=228&dur=1644&hovh=220&hovw=229&tx=122&ty=193&sig=117103123653834039549&page=5&tbnh=154&tbnw=160&start=75&ndsp=17&ved=1t:429,r:1,s:75,i:315
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1.2Tipos de Surfactantes

Os surfactantes sao classificados de acordo com sua porc¢ao hidrofilica
(polar). Quando a regido polar apresenta carga negativa, este tipo de surfactante
chamado de anidnico. Alguns exemplos de grupos anionicos sao: o carboxilato,

sulfonato, sulfato e o fosfato (Figura 2).

Figura 2- Grupos anifnicos: (a) carboxilato, (b) sulfonato, (c) sulfato e (d) fosfato

3 o b) O ¢ O d o

n i ! o
lry, .- Iy, - /Pu...o
R o o \RO Z \O.O o~ \ .

Fonte: Autor

Existem também tensoativos cuja parte polar apresenta cargas positivas,
conhecido como surfactantes catidnicos. Um exemplo é o trimetil hexadecil ambnio
(Figura 3a, p. 20), pois a parte polar é formada pelo nitrogénio quaternizado. Os
surfactantes anféteros (zwitteribnicos) se comportam como aniénicos ou catibnicos,
dependendo do pH da solugdo em que se encontram. Para isso apresentam tanto a
carga negativa quanto a positiva na mesma molécula. Os mais comuns sdo as
cocoamidopropilbetainas (Figura 3b, p. 20), sendo utilizados em xampus de baixa
irritabilidade ocular. Existe ainda outra classe de surfactantes conhecido como nao
idnicos (neutros). Diferente dos idbnicos onde as cargas presentes sédo efetivas, nos
nao idnicos elas sdo apenas parciais (concentracdo de cargas ocasionada pela
polaridade das ligagdes da molécula) (DALTIN, 2011). Os surfactantes ndo iénicos a
base de 6xido de etileno sédo os mais comuns. Sdo conhecidos como surfactantes
etoxilados (0xido de etileno reagindo com uma molécula hidrofébica inicialmente
para formar o tensoativo etoxilado) e dentre eles existem diversas classes que
podem ser distintas: o alquil-fenol etoxilado, o éster etoxilado, a amina etoxilada, 0s

acidos graxos etoxilados, o alcool etoxilado e os copolimeros de 6xidos como 6xido
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propileno-etileno referidos as vezes como surfactantes poliméricos (AVELINO,
2009).

Dentre os diversos tensoativos ndo ibnicos existentes no mercado 0s
surfactantes etoxilados sdo os que dominam, nos quais o grupo hidrofilico é formado
por uma cadeia de moléculas de éxido de etileno polimerizada (polioxietilénica)
fixada a uma parte apolar (DALTIN, 2011).

Figura 3- Grupos catibnicos e anféteros. (a) Trimetil hexadecil aménio, (b) Betainas.

CHg
a) L N N N2 G NG NG |+ CH3
H;C ITI
CH,
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el |
/N -
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Fonte: Autor.

1.3Propriedades dos surfactantes

1.3.1 Micelizagéo

Os surfactantes apresentam carater anfifilico, ou seja, possuem uma
porcdo de carater apolar (hidrofébico) e outra por¢cdo de carater polar (hidrofilico).
Tais espécies, em solucdo aquosa (ou em um solvente seletivo para apenas uma
das porcdes), tendem a se organizar nas interfaces do sistema por adsorgéo, pois
torna minimas as interagcdes desfavoraveis e/ou maximizam as interacdes
favoraveis, desta forma a energia livre do sistema onde estdo tendem a reduzir
(MYERS, 1992). Um dos efeitos causados pelo fendbmeno de interfaces é a redugéo
da tensdo superficial da agua, o que aumenta o seu poder de “molhabilidade” (é o
termo utilizado para descrever o quanto uma gota de liquido se espalha sobre uma

superficie, molhando-a).
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A medida que a concentragdo do surfactante em uma solugdo aumenta,
as interfaces do sistema comecam a se saturar, e a estabilizacdo do sistema pode
continuar por outros mecanismos, como a cristalizacao, precipitacdo, ou a formacao
de vesiculas e/ou micelas do surfactante (MYERS, 1992). De uma forma simples, a
formacao desses agregados moleculares ou micelas estaveis em solucdo aquosa é
impulsionada pela hidrofobicidade das porcdes apolares de suas moléculas, e pela
hidrofilicidade das por¢cdes polares. Dessa maneira, em solugcdo aquosa, essas
moléculas se agregam de formas variadas (esféricas, cilindricas, lamelares e em
disco; MYERS, 1992) (Figura 4) com sua porcao hidrofébica constituindo a parte

interna (nlcleo) e a porcao hidrofilica, a parte externa (corona) (Figura 4a).

Figura 4- Agregacao das moléculas. (a) Esférica, (b) Cilindrica, (c) Lamelar e (d) Disco

Fonte: sciencedirect.com, 2013.

Ha dois modelos classicos que explicam o processo de micelizagdo: o
modelo de acdo das massas, onde as micelas e suas espécies formadoras estdo em
uma espécie de equilibrio quimico, e o modelo de separagdo de fases, onde as
micelas sao consideradas uma nova fase formada no sistema a partir de uma dada
concentracdo, a concentracdo micelar critica (cmc). A analise dos dois modelos
produz praticamente 0s mesmos resultados gerais em termos energéticos de
formacdo de micelas, sendo a escolha do modelo uma questdo de preferéncias e
circunstancias. Ha evidéncias de que a atividade em solucdo da molécula livre do
surfactante cresce ap0s a cmc, 0 que apoia 0 modelo de agdo das massas; contudo,

este detalhe € de pouca relevancia para a maioria dos estudos (MYERS, 1992).



22

A cmc de um surfactante é um de seus pardmetros mais importantes, uma
vez que muitas aplicacbes dos surfactantes, como a solubilizacdo de compostos
hidrofébicos, dependem da existéncia de micelas no meio. A cmc depende da
natureza quimica do surfactante, do solvente, da temperatura e de aditivos (pH,
eletrdlitos, substancias organicas). Outro parametro importante é a temperatura
micelar critica (tmc) do surfactante, que € a temperatura a partir da qual, numa dada
concentracdo, as moléculas comecam a se agregar em micelas. Neste caso, s6 ha
sentido em falar em tmc quando o processo € endotérmico. Para se medir tais
pardmetros uma das técnicas mais utilizadas é de solubilizacdo de corante
(ALEXANDRIDIS, HOLZWARTH e HATTON, 1994).

Dentre os copolimeros com propriedades surfactantes, os que sdo mais
utilizados sé@o os que possuem bloco hidrofilico de polioxietileno (MYERS, 1992). Um
exemplo sé@o os polioxialquilenos triblocos E,PnE, ou poliéteres (Figura 5). Estudos
guanto a micelizacdo dos polioxialquilenos comecaram a ser publicados em 1965
(SCHMOLKA E RAYMOND, 1965).

Figura 5- Estrutura geral dos Pluronics (Polioxialquilenos tribloco).

CH,
H ~[o o o/\—j|~ OH
n m n

Fonte: Autor.

Os tensoativos denominados de Brijs® s&o poliéteres que possuem férmula
geral CpH2,:1EOn (Figura 6, p. 23), onde EO denota a unidade monomérica de oxido
de etileno (carater hidrofilico) e o CyH2n+1 € a porcdo de polimetileno de caréater
hidrofébico. Comecaram a ser comercializados nos anos 40 e sua nomenclatura

varia de acordo com o fabricante.
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Figura 6- Estrutura geral dos poliéteres.

R o OH
n

onde R é a cadeia alquilica (CyHzn+1).

Fonte: Préprio autor

1.3.2 Balanco hidrofilico-lipofilico (HLB)

Anfifilicidade é uma caracteristica fundamental de qualquer surfactante.
Para avaliar quantitativamente a isso, utiliza-se o balanco hidréfilico-lipofilico (HLB) o
qual é amplamente utilizado para indicar a intensidade relativa das por¢cdes
hidrofilicas e hidrofobicas da molécula e pode ser utilizado para caracterizar a
afinidade relativa dos tensioativos pela fase aquosa ou pela fase organica (LUAN et
al., 2009).

O Balanco Hidrofilico-Lipofilico (HLB) € uma propriedade caracteristica de
cada tensoativo. O conceito de HLB foi introduzido por Griffin em 1949, e foi
empiricamente derivado para promover uma descricdo semiquantitativa da eficacia
do tensoativo com respeito a emulsificacdo de sistemas com &agua e 6leo. Esta
escala foi introduzida para caracterizar tensoativos ndo-iénicos utilizando oligbmeros
de 6xido de etileno como grupo hidrofilico. O HLB de uma mistura de tensoativo é
calculado por uma regra linear baseada na porcentagem em peso de cada
tensoativo. Esta escala empirica do HLB, que é baseada no desempenho do
tensoativo ndo-ibnico, tem sido estendida a tensoativos idnicos.

Os tensoativos sao tipicamente moléculas anfifilicas que contém grupos
hidrofilicos e lipofilicos. O balanco hidrofilico-lipofilico (nimero HLB) é usado como
uma medida da relacdo entre estes grupos. Atualmente esse valor pode variar entre
0-60 e definem a afinidade de um agente tensoativo em agua ou 6leo. NUmeros de
HLB séo calculados para os surfactantes nao-idnicos, e esses agentes tensoativos
tém nuameros que variam de 0-20. Numeros de HLB > 10 tem uma afinidade pela
agua (hidrofilica) e numero HLB < 10 tém uma afinidade pelo oleo (lipofilica). Os

surfactantes ionicos foram recentemente designados valores relativos de HLB,
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permitindo que o intervalo de valores se estenda até 60. Aldrich Materials Science
oferece uma grande variedade de surfactantes com varios valores de HLB para
ajudar na escolha de um surfactante correto dependendo da sua utilizacao
(Sigmaaldrich.com, 2012).

Um tensoativo ndo-ibnico com HLB igual a 1 tem a mesma fracdo de
oxido de etileno e cadeia lipofilica, por isso considera-se que tem afinidade
aproximadamente igual por 6leo e agua. Emulsificadores A/O tem HLB na faixa de 4
a 8, enquanto que em emulsificantes de O/A a faixa é de 12 a 16. (GOMES, 2009).

Devido ao esquema desenvolvido por Griffin, a escolha de um tensoativo
(ou mistura de tensoativos) mais apropriado para cada tipo de emulsdo, ou seja,
agua em Oleo (A/O) ou oOleo em agua (O/A) tornou-se mais simples e racional
(FERNANDES, 2005).

Neste sistema, introduzido por Griffin em 1949, uma escala numérica
adimensional de valores entre 1 e 20 é usada para descrever a natureza do agente
tensoativo, sendo que os valores de HLB aumentam de acordo com a hidrofilia da

molécula (FERNANDES, 2005), conforme pode ser verificado na Tabela 1.

Tabela 1- Indicac¢des de aplicacdes dos tensoativos de acordo com a faixa de HLB.

Faixa de HLB %mol de 6xido de etileno Aplicacbes
(EO)
4-6 20-30 Emulsificantes A/O
7-15 35-75 Umectantes/ Agentes molhantes
8-18 40-90 Emulsificantes O/A
10-15 50-75 Detergentes
10-18 50-90 Agentes solubilizantes

Fonte: intertek.com, 2012
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Para alcodis graxos, alquilfendis ou outras bases etoxiladas o HLB é

calculado de acordo com as equacgOes mostradas abaixo:

HBL = %p EO (1)
5

HBL = MMpartehidrofiica X 20 (2)
M Mtotal

Onde %p EO é a porcentagem de EO na molécula do tensoativo ndo ibnico em peso
e MM é a massa molar (DALTIN, 2011). Alternativamente, o HLB pode ser

determinado experimentalmente por cromatografia gas-liquido e RMN.

1.4 Surfactante Brij®

Tensoativos nédo-ibnicos tém diversas aplicacbes em muitos campos
tais como produtos farmacéuticos, cosméticos, tintas, cinética quimica e
bioguimica devido a algumas das suas propriedades incomuns (HOYER, 1987).
Brijs® sdo também um tipo de agente tensoativo ndo-idnico, 0s quais possui uma
cabeca hidréfilica, com numeros variados de polioxietieno (PEO) e
uma cauda hidrofébica distinta que consiste de uma cadeia de polimetileno.
Eles tém atraido a atencdo de pesquisadores nos ultimos tempos por causa
do seu potencial na utilizacdo de sistemas na liberacdo controlada de farmacos
(KAPOOR e CHAUHAN, 2008), potenciador da biodegradacdo para remediacao de
diesel (FRANZETTI et al., 2008), sistemas catalisados por micelas (SHUKLA e
UPADHYAY, 2008), montagem de sistemas organizados (SORTINO et al., 2000), e
pH-responsivos em nanoparticulas (FILIPPOV et al., 2008). Klammt et al., (2005)
relataram que os Brijs® sdo os mais adequados para a solubilidade da célula livre
expressa pelas proteinas da membrana (SOWMIYA, TIWARI e SAHA, 2010).

Os surfactantes poliméricos comercialmente conhecido como Brijs®
(ChH2n:1EOm, m e n correspondem aos numeros de unidades que se repetem)
pertencem ao grupo de poliéteres e sdo classificados como nao-idnicos, esta
caracteristica Ihes confere um importante papel na utilizacdo como carreadores de

farmacos visto que diminui a toxicidade desses tipos de transportadores. Esses
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surfactantes possuem uma porc¢édo hidrofilica de polioxietileno (EO) com um namero
variavel de grupos e uma porcao hidrofébica constituida por uma cadeia de
polimetileno (SOWMIYA, TIWARI e SAHA, 2010), podendo ser saturada ou
insaturada. Sao sintetizados a partir de uma reagdo entre o alcool graxo e o 6xido de
etileno, em condi¢cdes adequadas (reacéo de etoxilagao).

O estearil éter de polioxietiieno (20) (Figura 7a) conhecido
comercialmente como Brij® 78 possui uma porcdo hidrofilica com 20 unidades de
polioxietileno, tem massa molar 1162 g mol™, cadeia linear e férmula molecular
C1gH37(OCH,CH,),OH, onde n~20. O oleil éter de polioxietileno (20) (Figura 7b)
conhecido comercialmente por Brij® 98 possui as mesmas caracteristicas citadas
anteriormente sendo que sua massa molar é 1149,56 g mol™ e férmula molecular
C1sH3s(OCH,CH,),,OH, onde n~20. O estearil éter polioxietileno (100) (Brij® 700)
(Figura 7a) possui uma porcao hidrofilica com 100 unidades de polioxietileno, tem
massa molar 4670 g mol™, cadeia linear e férmula molecular semelhante ao do Brij®
78 deferindo apenas no valor de n (quantidade de repeticdo da porcdo hidrofilica),
onde n~100.

Dentre os Brij® estudados o Brij® 700 possui maior cadeia. Tem-se ent&o,
a possibilidade de se comparar o efeito da variacdo do tamanho da cadeia do

surfactante (HANZL, 2009) na solubiliza¢do do farmaco.

Figura 7- Estruturas quimicas: (a) Brij® 78 (n=20) ou Brij® 700 (n =100) e (b) Brij® 98 (n = 20).

a) b)

HO (CH,)7CH; HO (CH,)gCH=CH(CH ,);CHg4
n n

Fonte: Préprio autor
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1.5Sintese do tensoativo (reacdo de etoxilagdo)

Etoxilacdo € o nome dado a reacdo de O6xido de etileno com uma
molécula inicial hidrofébica para a producdo de tensoativos. O 6xido de etileno
atualmente é obtido pela oxidacdo direta do etileno com o oxigénio sobre um
catalisador heterogéneo de prata (Ag) a 250-300 °C e 10-20 atmosfera de pressao.
As concentracfes de etileno e oxigénio sdo mantidas sempre baixas para reduzir o
risco de também as reacdes secundarias de combustdo e de isomerizacao do oxido
de etileno para acetaldeido.

A estrutura do oxido de etileno apresenta um anel de trés membros
submetido a tensdes consideraveis, ja que seus angulos de ligacdo sdo muito
diferentes dos encontrados para os atomos de carbono nos compostos organicos. E
dessa estrutura instavel que provem sua alta reatividade com diferentes compostos.

A reacdo do material de partida do tensoativo com o oOxido de etileno
(etoxilacdo) € normalmente realizada em meio alcalino. Qualquer composto
contendo um hidrogénio &cido (hidrogénio ligado a um oxigénio ou nitrogénio sao os
mais comuns) pode ser reagido com o oxigénio de etileno. Os matérias hidrofobicos
de partida mais comuns a serem etoxilados para producdo de tensoativos sdo 0s
alcoois graxos, alquilfenois, acidos graxos e aminas graxas.

O mecanismo de reacdo em meio alcalino é exemplificado na Figura 8 (p.
28). Em meio alcalino, o hidrogénio acido é retirado da molécula de partida formando
um radical (reacdo 1, p. 28). Esse radical ataca o anel do 6xido de etileno,
rompendo-o e se ligando a ele, gerando um novo radical (reacdo 2, p. 28). Esse
novo radical pode: a) reagir (reac¢do 3, p. 28) com uma nova molécula de partida,
gerando um radical igual ao da reacéo (1) e encerrando a cadeia de o0xido de etileno
ou b) reagir com outra molécula de oxido de etileno dando origem a um radical
etoxilado (reacédo 4, p. 28). Esse radical etoxilado pode, por sua vez, reagir como
mostrado nas reacdes 3 e 4, encerrando seu crescimento ou continuando a atacar
novas moléculas de oxido de etileno. Esse mecanismo de reacdo faz com que
qualquer material de partida, ao ser etoxilado, dé origem a um grande numero de
moléculas com diferentes graus de etoxilagcdo (nimero de moléculas de EO,

portando diferentes massas moleculares), também chamados de oligbmeros.
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Finalmente, as moléculas etoxiladas obtidas nas reacfes 4 e 5 sdo neutralizadas
com um acido.

Figura 8- Representa¢@o do mecanismo proposto para a rea¢do de etoxilagdo em meio alcalino.

R-OH + OH > R-O-+H0 1)

o

RO + /N > R-O-CHp-CHp-O )
H,C—— CH,

R-O-CH,-CH,-O" + R-OH R-O-CH,-CH,-OH + R-O°  (3)

0
RO-CHyCHyO' + / \ 5 R-(0-CHy-CHy),-O" 4)
H,C—— CH,

R-O-CH2-CH2-OH + OH = R-O-CH,-CH,-O" + H,O (5)

A relacdo de velocidade entre as reacgbes (3) e (4) depende da prépria
cinética da reacdo (moléculas muito etoxiladas apresentam velocidades menores de
reagcdo em virtude de sua dificil difusdo pelo meio) e das concentracbes dos
reagentes envolvidos no ponto em que a reacao esta acontecendo.

Existem também a competicdo dos grupos R-O e R-O-CH,-CH,-O pelo
oxido de etileno nas reacdes (2) e (4). Aquele grupo que for mais acido, ou seja
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facilmente perde o hidrogénio, tende a reagir mais rapidamente com o 6xido de
etileno. Se o grupo R-O  for um alquilfenol ou um acido graxo, sua acidez é
diminuida com a adicdo de uma molécula de 6xido de etileno. Portanto a reacéo (2)
é priorizada em relacdo a reacdo (4). Nesses casos, apenas apos a reacdo (2) ter
acontecido em grande escala € que a reacao (4) ocorre com mais frequéncia. Se o
grupo R-O" for um alcool graxo, uma amida graxa ou agua, a acidez do grupo R-O" é
menor que a do grupo R-O-CH,-CH,-O°, fazendo com que, de inicio, ocorra o
contrario, ou seja, a reacao (4) é priorizada em relacéo a reagéo (2).

A solubilidade do tensoativo etoxilado em agua depende das interacdes
de solvatacdo dos atomos de oxigénio da cadeia pelas moléculas de agua. A
atracdo das moléculas de agua pelos oxigénios da cadeia polioxietilénica € muito
fraca, pois a carga adquirida pelo oxigénio € apenas parcial, uma vez que se origina
da diferenca de eletronegatividade do oxigénio em comparacdo aos carbonos
vizinhos.

Para que um tensoativo etoxilado seja solivel em agua, é necessario um
namero minimo de unidades de 6xido de etileno por molécula, dependendo do tipo
de matéria-prima de partida. A solubilidade em a4gua da cadeia polioxietilénica vem
da concentracdo de cargas negativas em cada oxigénio dessa cadeia, mas é
prejudicial pela presenca de dois carbonos a cada oxigénio, fazendo com que cada
grupo oxido de etileno seja apenas levemente hidrofilico. Portanto, cadeias
etoxiladas muito curtas ndo conseguem uma somatéria de cargas sufuciente para
manter o tensoativo sollvel em agua. Nas cadeias formadas por 6xido de propileno,
a presenca de ainda mais um carbono a cada oxigénio da cadeia inverte a situacao,
tornando cada grupo de 6xido de propileno levemente hidrofébico, resultando em
reducao da solubilidade do tensoativo.

Os tensoativos etoxilados podem ser fabricados de acordo com a
solubilidade em agua que se deseje e com grande precisdo, pois se pode variar 0
tamanho da molécula graxa de origem e também alterar o nimero de unidades de

oxido de etileno presentes na cadeia polar (DALTIN, 2011).
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1.6Aplicacdo do Brij® no carreamento de farmacos

Em muitas partes do mundo, a agua de rio é usada para irrigacdo. Agua
tratada parcialmente, totalmente e até mesmo ndo tratada de estacbes de
tratamento de &guas residuais sdo descarregadas diretamente em rios, e assim
comprometem a qualidade da agua. Consequentemente, a agua da irrigacdo pode
conter surfactantes que podem afetar o destino e transporte de produtos quimicos,
como pesticidas e antibiéticos em solos agricolas.

Um estudo de campo com um lisimetro (um tanque iserido no solo,
contendo o mesmo solo e vegetacao do local) foi realizado para investigar o efeito
do agente tensoativo nao-idnico, Brij® 35, sobre o destino e transporte da
oxitetraciclina (OTC), na agua de irrigacao, que é um antibiotico de largo-espectro de
eficdcia contra infec¢cdes por bactérias usado geralmente em fazendas de gado.
Compreender a mobilidade de OTC com o surfactante na agua do solo é um passo
importante na avaliacdo do risco resultante da irrigagdo com aguas residuais.
Elsayed, Prasher e Patel 2013, mostraram que a presenca de surfactante nao-iénico
(Brij® 35), em concentracdes superiores a sua cmc, aumentou o movimento de OTC
no solo, presumivelmente devido a solubilizacdo nas micelas do surfactante na agua
presente no solo. Portanto, o uso continuo de agua residual contendo surfactantes
nao-ibnicos em concentragbes superiores a cmc pode esperar um aumento na
probabilidade de se encontrar a OTC em chorume, atingindo 4gua do solo e dos
recursos hidricos contaminando-os. Os resultados a longo prazo expoem as
bactérias aos antibidticos e isso aumenta o risco das bactérias tornarem-se
resistentes ao antibiético, bem como aumentar a probabilidade de transferir a
resisténcia das bactérias aos seres humanos. Isto tornar-se uma questao
importante, pois muitos antibiéticos, incluindo a OTC, permanecem biologicamente
ativo no solo por semanas ou até meses (ELSAYED, PRASHER e PATEL 2013).

Chidambaram e Burgess (2000) estudaram o efeito dos surfactantes néo-
ibnicos Brij® 97 no transporte de farmacos modelos (fenobarbital, barbital,
fenilazoanilina, benzocaina). As concentracées do Brij® 97 estudadas nas emulsdes
variaram de 0 a 2% m/v. Os autores observaram que a taxa de transporte das
drogas modelos nas emulsdes aumentaram até a concentracdo micelar de 1%, a

partir da qual passou a ter uma diminuicdo. O aumento da taxa de permeabilidade é



31

governada pelo coeficiente de particdo Oleo/agua (o/w) e que é reforcada pelo
aumento do surfactante, enquanto que acima de 1% ocorre uma diminuicdo no
coeficiente de particdo (o/w) causada pela alteracao na forma micelar.

Os surfactantes Brij® 58 e Brij® 30 (MOHAMAD et al., 2012) tém sido
utilizados como produto quimico especifico para atuar como potenciadores de
penetracdo transdérmica. Os autores concluiram que a administracdo transdérmica
do anti-inflamatério Aceclofenaco ir4 resultar na liberagcdo do farmaco a uma taxa
adequada para manter os niveis de droga no plasma suficientes para a eficacia
terapéutica usando a pele como a porta de entrada do farmaco e usando os
surfactantes Brij® 58 e o Brij® 30 como promotor de penetracéo. Houve um aumento
tanto no fluxo quanto no coeficiente de permeabilidade do farmaco quando a
concentracdo variou de 1% a 2% dos Brijs®. O Brij® 58 a 2% foi selecionado como o
potencializador da permeacdo para formulacdo do sistema transdérmico por ter
alcancado o maior fluxo dentre os surfactantes nao-iénico estudados. Isso pode ser
devido sua maior porcdo hidrofébica (Ci6, no caso do Brij® 58) como esperado e
um maior bloco de polioxietileno (Ci-H33(OCH2-CH2)200H / 20 unidades EO) em
comparacao ao Brij® 30 (C12-Ha5(OCH,-CH,),OH / 4 unidades de EO) indicando que
0 sitio de solubilizacdo do farmaco também é relevante na por¢cdo hidrofilica do
grupo de polioxietiieno (PEO), uma vez que o aumento da porcao hidrofilica
aumenta a quantidade de grupos —OH que podem realizar ligacdo de hidrogénio

com o grupo -NH das moléculas de aceclofenaco (C16H13CI.NO,).
1.7Farmaco griseofulvina

Griseofulvina € um medicamento antifingico oral ndo téxico derivado de
varias espécies de Penicillium, e tem sido utilizado hd muitos anos no tratamento da
Tinea capitis e em outras infec¢cdes causadas por dermatofitos (CHAN e
FRIEDLANDER apud ZHONG, 2010; DE CARLI e LARIZZA apud ZHONG, 2010). A
Griseofulvina (Figura 9, p. 32) foi utilizada para inibir o crescimento de células
fungicas através da despolimerizacado de microtubulos e inibicdo seletiva da inducéo
anormal da mitose celular e bloguear as células em uma determinada fase no ciclo
celular (CZYMMEK, BOURETT e SHAO, 2005; JORDAN e WILSON, 2004).
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Figura 9- Estrutura quimica da griseofulvina.

Fonte: RIBEIRO, 2010

A griseofulvina vem atraindo consideravel o interesse do seu estudo como
um farmaco potencial anticancerigeno devido a sua baixa toxicidade e eficacia anti-
proliferacdo em diferentes tipos de cancer celular, incluindo o célon adenocarcinoma
e leucemia (PANDA et al., 2005; UEN et al., 2007). Griseofulvina também possui um
tratamento para inibir o crescimento de tumor em ratos atimicos quando combinado
com Nocodazol, e verificou-se induzir a apoptose em linhagens de células
cancerigenas e seletivamente eliminar as células cancerosas, poupando as células
saudaveis (HO et al., 2001; REBACZ et al., 2007).

Existem vérios trabalhos publicados que utilizam diferentes técnicas de
dissolucéo para aumentar a solubilidade de farmacos pouco sollveis em agua como
a griseofulvina (YANG et al.,, 2007; RIBEIRO et al., 2010; CAVALCANTE et al.,
2009).

Yang et al.,, (2007) utilizou a técnica de granulacdo de fusdo para
melhorar as caracteristicas da dissolugédo do farmaco griseofulvina. Vérios relatos da
literatura revelam que as dispersfes soélidas aumentaram a taxa de dissolucéo e
absorcdo gastrointestinal da griseofulvina (SAITO et al, 2002;. LO e LAW, 1996;
CHIOU e RIEGELMAN, 1969; FLEGO et al, 1988 apud YANG et al., 2006).

A griseofulvina € um farmaco aromatico de baixa solubilidade em agua
(1,0 mg/dL e 1,2 mg/dL a 25 e 37 °C, respectivamente, CROTHERS et al., 2005),
usado em Vvarios trabalhos para se comparar a capacidade de solubilizacdo de
polimeros para farmacos hidrofébicos (REKATAS et al., 2001, CHAIBUNDIT et al.,
2000). A griseofulvina possui atividade antifingica e é eficaz para varias doengas
inflamatorias da pele resistentes a terapéutica convencional. Pode ser isolada do
Penicillium griseofulvum dierckx ou obtida por sintese (FINKELSTEIN, AMICHAI e
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GRUNWALD, 1996). E um antibiético ndo poliénico que age causando a destruicéo
do fuso mitético de microorganismos susceptiveis, ao interagir com seus

microtubulos polimerizados.

1.8Solubiliza¢&o de farmacos hidrofébicos em sistemas micelares

Existem varios métodos de solubilizacdo de farmacos hidrofébicos nas
micelas dos copolimeros. De acordo com Aliabadi e Lavasanifar (2006) pelo menos
sete métodos sdo mais utilizados: didlise, emulsdo 6leo/agua, evaporacdo do
solvente, evaporacdo do co-solvente, liofilizacdo, agitagdo em solucdo (“Shake
flask”), método fundido (“Melt loading”). A escolha do método de solubilizacéo
depende das propriedades do farmaco e do copolimero.

Dependendo do tipo de farmaco e do polimero utilizado existem quatro
maneiras do farmaco se localizar na micela: no ndcleo micelar, na interface
ndcleo/corona, na corona, e na superficie (MYERS, 1992). Para farmacos
hidrofilicos a corona é o ambiente mais favoravel, enquanto para farmacos
hidrofébicos o nucleo € mais favoravel, sendo estes farmacos o principal foco no

desenvolvimento de formulacdes micelares.

O fato das micelas solubilizarem os farmacos hidrofébicos pode ser
explicado como uma particdo do farmaco entre duas fases: a 4gua e a micela. O
coeficiente de particdo micela-Agua pode ser calculado para uma solucdo de
concentracdo conhecida do polimero pela seguinte equacéo (KADAM, YERRAMILLI
e BAHADUR, 2009):

P=(S-S0)/Se 0U P=Sg/S, (3)

onde S € a solubilidade do farmaco na solu¢cdo micelar do polimero a concentragédo
especifica e S, € a solubilidade do farmaco em agua.
A energia livre padréo (25 °C) de solubilizacdo (AG°) do processo pode

ser representada pela seguinte equacéo:

AG® = -RT InP (4)



34

onde R é a constante universal dos gases, T € a temperatura absoluta e P é o
coeficiente de particdo entre a micela e a fase aquosa.

Um parametro importante nos estudos de solubilizacdo de farmacos é a
capacidade de solubilizagdo do polimero (S¢p), que € a quantidade de farmaco
solubilizada por grama de polimero em uma dada solugdo, e a capacidade de
solubilizagédo do nucleo hidrofébico (Sy), que é a quantidade de farmaco solubilizada
por grama de bloco hidrofébico. Esses parametros ndo sao fixos para um
determinado polimero, como apontam os estudos, dependendo principalmente da
compatibilidade quimica entre o ndcleo e o farmaco. Além disso, a capacidade de
solubilizacdo do polimero pode também depender da temperatura, do pH, da
concentracdo da solucdo do polimero, de aditivos na solucdo e do método de
solubilizacdo do farmaco (ALIABADI e LAVASANIFAR, 2006, RIBEIRO et al.,
2009a).

Quando se comparam polimeros diferentes, fatores que alteram a S¢, séo:
o carater hidrofébico do nucleo, o comprimento do bloco hidrofébico, a arquitetura do
copolimero, a razdo em massa nucleo/corona, sua concentracdo e temperatura

micelar critica e a forma das micelas.

1.9Liberacao de farmaco

Um dos grandes problemas encontrados pelas ciéncias da saude e pelas
industrias farmacéuticas sdo a baixa solubilidade da maioria dos farmacos em agua
e os efeitos colaterais causados pela liberacdo desordenada desses farmacos no
organismo. E aperfeicoar esses parametros, como reduzir as doses de
administrac@o, o nivel de toxicidade e os efeitos colaterais, esta sendo objeto de
estudo continuo de grandes pesquisas. Os aspectos mais estudados nos farmacos
séo a solubilidade em &gua, a liberacao e a distribui¢cdo bioldégica no organismo.

Estima-se que quase metade dos farmacos falha em suas formulagdes
farmacéuticas devido a sua baixa solubilidade em agua (PATRAVALE, 2004). Um
fator limitante para o desempenho in vivo de farmacos pouco sollveis em agua é a
sua resisténcia em ser umedecido e dissolvido nos fluidos do trato gastrointestinal. O
aumento da solubilidade de farmacos pouco solUveis em agua é, portanto, muito
importante  para incrementar sua taxa de absorgdo no organismo
(biodisponibilidade).
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Na liberagdo existe um conceito farmacoldégico chamado de faixa
terapéutica, que € a faixa de concentracdo do farmaco no organismo na qual ele
exerce sua atividade com eficiéncia e sem causar danos ao paciente. Muitas vezes,
ao se administrar um medicamento a um paciente, a sua concentragao inicial € alta,
podendo até ultrapassar a concentragdo maxima da dose terapéutica, e apds um
curto tempo fica abaixo da concentragcdo minima, seguindo um ciclo como mostra a
Figura 10. Visando estabilizar a concentracdo do farmaco dentro dessa faixa
terapéutica apos sua administracdo e, assim, diminuir as doses do medicamento e
seus efeitos colaterais, tem-se desenvolvido sistemas de encapsulacéo de farmacos
para liberacdo controlada. Tais sistemas também possuem a vantagem de conferir
uma maior estabilidade quimica ao farmaco, ao protegé-lo de fatores externos tais

como o pH géstrico e o calor no ambiente de armazenagem do farmaco.

Figura 10- Gréfico da concentracdo do farmaco na corrente sanguinea versus tempo de
administragdo: curva A, uma formulacdo convencional, e curva B, uma formulagéo ideal de liberacéo
controlada.
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B- Liberacdo sustentada

Fonte: CAVALCANTE, 2009

Outro aspecto muito estudado é a distribuicdo do farmaco até o alvo do
tratamento. Quando um farmaco entra no organismo, ele é distribuido pela corrente
sanguinea e atingem tecidos e 0rgaos que ndo sao o alvo do tratamento, podendo

causar varios efeitos colaterais e assim comprometer a seguranca ou agregar
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desvantagem terapéutica. Com isso, nos Uultimos anos, investiga-se sistemas
“‘inteligentes” que direcionem o farmaco até o alvo especifico (por exemplo, tecidos

tumorais), onde séo liberados.
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2 JUSTIFICATIVA

Um desafio continuo das ciéncias da saude e da industria farmacéutica é
aperfeicoar o desempenho dos farmacos no organismo humano, reduzindo as doses
de administracdo, o nivel de toxicidade e os efeitos colaterais, melhorando a sua
eficiéncia. Assim, como resposta a esse desafio, o estudo e a aplicacdo da sintese
de formulacbes farmacéuticas mais eficientes, tal como nanocarreadores de
farmacos pouco sollveis em agua a base de poli(oxido de etileno) (PEO), que
possam aumentar a biodisponibilidade desses farmacos e direciona-los a sitios
ativos, a fim de diminuir seus efeitos colaterais e controlar sua liberagcdo no
organismo.

A importancia dos surfactantes Brijs® pode ser visualizada pelos niimeros
de publicacdes. Uma pesquisa no SciFinder® exibiu mais de 293 mil artigos
relacionados ao termo “surfactant”, dos quais, apenas 3.362 estao relacionados com
“Brij®”, destes 581 estdo relacionados a cada um dos Brijs® 78, 98 e 700,
respectivamente. Ao refinar a pesquisa com o termo “solubilisation” dentre os brijs®
especificos acima descritos, encontrou apenas 75 trabalhos, sendo que apenas 3
estdo relacionados com a griseofulvina (“griseofulvin”), onde 1 desses corresponde a
publicacdo deste trabalho de pesquisa. Este levantamento nos mostra o quao

promissor é esta pesquisa.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Estudar os sistemas poliméricos Brij® 78 (CigHs7(OCH,CH»)-00H), Brij®
98 (C18H35(OCH2CH2)200H) e Brij® 700 (C18H37(OCH2CH2)1000H) na Solubiliza(;éo e

liberacé@o controlada do farmaco modelo griseofulvina.

3.20bjetivos especificos

e Determinar a concentracdo micelar critica (cmc) dos polimeros Brijs® 78
(C18H37EO20), 98 (C1gH35EO,0) € 700 (C1gH37EO100) por fluorescéncia a 25 e
37 °C, avaliando a influéncia da temperatura na micelizacdo dos sistemas
poliméricos;

e Realizar estudos de solubilizacéo dos surfactantes Brijs® 78 (C1gH37EO20), 98
(C1gH3sEO20) e 700 (CigH37EO100) @0 farmaco griseofulvina que € pouco
soltuvel em agua;

e Verificar o potencial de solubilizacdo dos sistemas poliméricos realizando
testes de quantificacdo através da espectroscopia por UV/Vis e Ressonancia
Magnética Nuclear de *H (RMN de *H);

e Caracterizar os polimeros, o farmaco e encapsulados através de Difracdo de
Raios-X;

e Realizar analises de distribuicdo de tamanho das micelas dos sistemas
poliméricos com e sem farmaco por Espalhamento de Luz.

e Analisar a liberacdo in vitro do farmaco modelo griseofulvina nos sistemas

poliméricos aplicados na encapsulacéo.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Materiais

Os surfactantes Brijs® 78 [estearil éter de polioxietileno (20)] (Figura 7a,
p. 26) pag 12, secdo 1.5, Brij® 98 [oleil éter de polioxietileno (20)] (Figura 7b, p. 26) e
Brij® 700 [estearil éter de polioxietileno (100)] (Figura 7a, p. 26) foram obtidos da
Sigma-Aldrich (Poole, Dorset, UK) e foram utilizados como recebidos. Valores da
razdo de peso médio e massa molar numérica média, M,/M, (indice de
polidispersividade), foram determinados por cromatografia de permeacdo de gel
(GPC) utilizando N,N-dimetilacetamida a 70 "C como solvente (CHAIBUNDIT et al. ,
2000). A Tabela 2 inclui valores de férmula molecular, massa molar, Mw/Mn, HLB
(Balanco hidrofilico-lipofilico) a partir da literatura do fabricante, e Rh (raio
hidrodinamico) de Renou et al., (2008) (Brij® 78 e 700) e Prak et al., (2011) (Brij® 98).
A griseofulvina (massa molar 352,8 g / mol) foi obtida a partir da Sigma-Aldrich
(Poole, Dorset, Reino Unido) e foi utilizada sob a forma de um p6 finamente dividido.
Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) indica uma forma cristalina com um ponto
de fusdo de 220,4 °C e uma entalpia de fusdo de 115,6 g J"*. Ndo houve transicéo
detectavel consistente com um componente vitreo (OLIVEIRA et al., 2011 a, b).
Agua Milli-Q, metanol para quantificagdo por UV/Visivel, D,O e CDCl; para as
analises de RMN. O corante 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) da Biochemika foi
utilizado na determinacdo da concentracdo micelar critica. Para a prepracdo da
solucéo do tampéo fosfato foi utilizado fosfato de potadssio monobasico e hidréxido
de sodio

Tabela 2- Propriedades selecionadas dos surfactantes ndo ibnicos explorados neste estudo

Polimero Formula molecular Massa molar M,/M, HLB ry/nm
média (g mol™) 20 °C

Brij® 78  CigH37(OCH,CH2)200H 1152 1,19 15 4,8

Brijf® 98  CigH35(OCH,CH,)200H 1150 1,18 15 4,4

Brij® 700  C1gH37(OCH2CH2)1000H 4670 1,06 18,8 7,6
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4.2  Concentragdo micelar critica (cmc)

O método da solubilizacdo do DPH foi utilizado para determinar o inicio da
micelizacéo no estudo de copoliéteres triblocos realizado por Alexandridis, Holzwarth
e Hatton (1994) e anteriormente, no estudo de surfactantes ibnicos, por
Chattopadhyay e London (1984). Dessa forma, o método utilizado nesse trabalho
para a determinacgéo da concentracdo micelar critica (cmc) dos Brijs® 78, 98 e 700
foi o de solubilizagdo de corante, no qual foi utilizado um espectrofotometro de
fluorescéncia Hitachi F-4500. O corante 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) da
Biochemika foi utilizado no procedimento sem modificacfes.

Foram preparadas solucdes estoque dos polimeros por dissolugdo em
agua Milli-Q e agitacdo de no minimo 24 h antes das diluicbes necessérias (0,01 mg
dm™ — 100 mg dm™). O DPH foi dissolvido em metanol (0,4 mM) e adicionado a
solucdo do polimero na razao de 1:100 (40 uL DPH: 4 mL solucéo). Dessa forma,
foram obtidas solu¢fes dos polimeros com 1% (v/v) de metanol e 0,004 mM de DPH.
O comprimento de excitacdo usado foi de 350 nm, e a emissdo medida em 428 nm
foi usada para a construcédo dos graficos. As medidas de emissao de fluorescéncia
foram feitas entre 4 a 8 horas ap6s da adicdo de DPH. Os dados foram coletados a
25 e 37 + 0,2 °C, permitindo-se um minimo de 40 min de estabilizacdo na

temperatura analisada.

4.3  Solubilizagdo do farmaco

A curva de calibracdo para a griseofulvina foi obtida a partir de solucdes
metandlicas com concentracées variando de 2,0 a 20,0 mg.dm™ com equipamento
U-2000 Spectrophotometer Hitachi. O comprimento de onda para o pico especifico
de absorcao da griseofulvina € 292 nm.

O método de incorporacdo da griseofulvina nas micelas foi o da
dissolucéo direta, conforme metodologia estabelecida por Rekatas et al., 2001 e
Crothers et al.,2005. Esse método também é conhecido como “shake flask”. Foram
preparadas solu¢des aquosas a 1% m/v dos polimeros na qual uma aliquota de 10
mL foi retirada de cada solucdo e foi adicionada uma por¢cdo do farmaco
griseofulvina (m=10 mg). Os sistemas foram lentamente agitados a 25 °C (x 0,1 °C),

por 4 dias, num banho termostatizado da QUIMIS. Retirou-se uma aliquota de 3 mL
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do sobrenadante, que logo em seguida foi filtrado em membrana Millipore de
porosidade 0,45 um, para remocao de qualquer por¢céao de farmaco néo solubilizado.
O restante da solucdo foi mantido no banho a 37 °C por 4 dias € 0 mesmo
procedimento foi realizado (Figura 11, p. 42). De igual modo procedeu-se para o
experimento a 40 °C. A quantificacdo do farmaco solubilizado foi investigada por
espectroscopia UV/Visivel e RMN de *H.



Figura 11- Fluxograma do método de solubilizaco (dissolucéo direta) da griseofulvina nos sistemas poliméricos aquosos dos Brijs® 78, 98 e 700.
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4.3.1 Quantificacdo por espectroscopia UV / visivel

A partir da curva de calibracao para o farmaco griseofulvina em metanol
foi possivel obter a equacdo que correlaciona absorcdo e concentracdo (mg/L) no
comprimento de 292 nm. Aliquotas das amostras filtradas foram diluidas com
metanol e a concentragdo de farmaco foi monitorada por espectroscopia UV/Visivel
no comprimento de onda de 292 nm (REKATAS et al., 2001), usando-se metanol
puro para estabelecer a linha de base. A solubilidade do farmaco apenas em agua
foi calculada com o mesmo procedimento descrito acima. As absorbancias das
solugcdes aquosas dos polimeros no comprimento de onda do farmaco também
foram medidas para correcdo dos valores de absorbancia obtidos para o sistema

contendo o farmaco. Todas as medidas foram feitas pelo menos em triplicata.

4.3.2 Quantificacdo por espectroscopia RMN de *H

Os sistemas obtidos do ensaio de solubilizacdo foram liofilizados e o
material seco foi analisado por RMN de 'H seguindo metodologia de Rekatas et al.,
(2001). A amostra foi dissolvida em CDCl; e seu espectro de RMN de *H foi feito a
temperatura ambiente (22 °C) usando um Bruker DRX 500 11,7 Tesla (499,80 MHz
para 1H) espectrometro de sonda de deteccao de gradiente inversa de 5 mm a 298
K. Os espectros foram obtidos utilizando o pulso de rf 90 ° (9,20 ps), uma largura
espectral de 12.019 Hz, 256 transientes com 64K pontos de dados, um tempo de
aquisicao de 2,73 s e um atraso de relaxamento de 10 s antes de serem convertidos
em 32K pontos de dados e a fase da linha de base foi corrigida manualmente,
utilizando o software Bruker. A quantidade de griseofulvina solubilizada por grama
de polimero foi determinado utilizando integrais de pico adequadas. Todas as

medicdes foram realizadas em triplicata e os resultados em média.
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4.4  Tamanho de particula

O raio hidrodinamico das micelas de Brijs® foi determinado utilizando um
Zetasizer Nano, Malvern, Zetasizer Nano ZS (ZEN 3500). As medicOes foram feitas
a partir de solucbes de 1% em peso do surfactante, com e sem farmaco, a 25 °C, e
foram investigadas através de 30 varreduras com 30 s de tempo permitido para cada
aquisicao de digitalizagcdo. As medidas foram feitas em triplicata e os valores
expressos foram a média aritmética dos dados obtidos.

45 Difragcao de raios-X

As analises por difracdo de raios-X dos polimeros com e sem farmaco
foram realizadas em um difratdbmetro Rigaku, modelo DMAXB, com angulo 26 de 5-
45° e uma velocidade de 0,5°min. As medi¢Bes foram feitas utilizando polimero
recuperado a partir dos estudos de solubilizacéo por liofilizagao.

A difracao de raios-X foi utilizada neste trabalho para verificar a eficiéncia
da encapsulacéo dos farmacos nos polimeros. Varios trabalhos mostram a utilizagcéo
dessa técnica para verificar a eficiéncia de encapsulacdo de farmacos em
microparticulas (ASADA et al., 2004, CAVALCANTE et al., 2007).

4.6 Liberacdo in vitro

O estudo de liberacéo in vitro da griseofulvina nos sistemas encapsulados
(Brij® 78, 98 e 700) foi realizado através da técnica de difusdo. Utilizou-se uma
membrana de dialise (tubo de dialise) de celulose benzoilada, com 9 mm de largura,
e massa molecular de corte (MWCO) de 2000 g/mol, da Sigma-Aldrich.

O material utilizado na liberacdo foi preparado da seguinte forma: a
griseofulvina foi solubilizada nas solugbes a 1% dos surfactantes a 37 °C, como
descrito anteriormente, e apos filtracdo e quantificacdo da griseofulvina solubilizada,
a solucao foi liofilizada. Cerca de 200-250 mg do material liofilizado foi dissolvido em
1 mL de tampéo fosfato pH 7,4 (£ 0,1) (pH sanguineo), inserido ha membrana de

didlise e imerso em 75 mL de tampao fosfato a 37 °C (x 0,2 °C). Em intervalos de
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tempo determinados, aliquotas de 3 mL do meio de liberacdo foram retiradas e o
volume foi reconstituido com 3 mL da solugcdo tamponada. As solucdes foram
diluidas em metanol (2x)(1,5 mL as solucdo + 1,5 mL de MeOH) e a quantidade de
griseofulvina liberada foi determinada por espectroscopia UV / Vis no comprimento
de onda do farmaco (292 nm).

Partindo dos resultados de solubilizacdo foram selecionados o0s
surfactantes Brij® 78 e 700 a 37 °C para serem feitas a liberacéo, o Brij® 78 por
apresentar melhores resultados de capacidade de solubilizacéo do farmaco e o Brij®
700 por apresentar os valores mais baixos dos trés surfactantes utilizados (ver
secdo 4.3). Os Brij® 78 e 98 apresentaram valores de capacidade de solubilizacdo

semelhantes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Concentragcdo micelar critica (cmc)

Como descrito por Patist et al., (2000) e Hait e Moulik (2001), os efeitos
da pré-micelizacéo dificultam a determinacéo da cmc do surfactante Brij®.

Em baixas concentracdes em solucfes aquosas, 0s tensoativos adsorvem
na superficie agua-ar ou interfaces liquido-liquido, resultando na reducdo de tenséo
superficial ou interfacial. O aumento da concentracdo de tensoativos na solucao
resulta na auto-agregacao dos unimeros, formando estruturas chamadas de micelas
(TANFORD apud ARGETON, 2009).

A auto agregacdo de unimeros de tensoativos formando micelas resulta
em uma série de mudancas nas propriedades fisico-quimica das solu¢des contendo
tensoativos. Essas mudancas sao evidenciadas através da descontinuidade em
propriedades fisico-quimicas em funcdo da concentracdo de tensoativos em
solucdo. A descontinuidade nas propriedades fisico-quimicas da solucdo ocorre em
uma faixa de concentracdo suficientemente estreita definida como concentracao
micelar critica (cmc). A Figura 12 (p. 47) representa a variacdo em algumas dessas
propriedades em funcdo da concentracao de tensoativos na regido pré-micelizacéo e

na regido pés-micelizacdo (ARGETON, 2009).
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Figura 12- Representacao das variagdes em propriedades fisico-quimicas de solugdes aquosas em
funcéo da concentracao de tensoativo.
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Fonte: ARGETON, 2009

A partir dos dados de emissado do corante (DPH) nos sistemas poliméricos
diluidos, foram plotados graficos da emissdo do DPH no comprimento de onda de
428 nm versus o logaritmo da concentracdo (g dm™) dos sistemas poliméricos
(Figura 13, p. 48). A seta no grafico de intensidade de emisséo versus concentragao
do Brij® 98 (escala logaritmica) na Figura 13 (p. 48) indica o ponto na qual a
intensidade aumentou linearmente com o log (c), considerando a cmc = 7,9 mg dm.
Como pode ser visto na Tabela 3 (p. 48), os valores da cmc obtido ficou no intervalo
entre 7-35 mg dm™. Tais valores mostram que na concentracdo de estudo do
potencial de solubilizagdo destes sistemas (1g ---100mL), o processo de

solubilizag&o esta completo.
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Figura 13- Intensidade de emisséo (DPH) vs concentracao (escala logaritmica) das solu¢des aquosas
do (+) Brij® 98a37°C.
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O valor determinado de 7,9 mg dm, no presente estudo, para a cmc do
Brij® 98 a 37 ‘C sdo comparaveis aos valores de 7,8 e 6,2 mg dm™ que foram
determinados por solubilizacdo de iodo como sonda por Patist et al., (2000) e Hait e
Moulik (2001), respectivamente. Os valores mais elevados (40 e 53 mg dm™) foram
determinados por Sowmiya et al., (2010) e Klammt et al., (2005), respectivamente,
usando técnicas de fluorescéncia, mas com uma definicdo de micelizacdo na qual a
micela ja estava completamente formada e ndo no inicio da sua formacao. A Tabela
3 mostra os resultados da cmc a 25 e 37 °C dos surfactantes. Os resultados foram

expressos em termos de massa do polimero (g dm™).

Tabela 3- Concentragdo micelar critica (cmc) a 25 e 37 °C dos Brij® 78, 98 e 700.

cmc (mgdm™®)  cmc (mg dm™)

Polimero o5 °C 37 °C
Brij® 78(C H, E. ) 7.6 7.1
=@®
Brij~ 98(C  H,E, ) 8,5 7.9
Brij® 700 (C. H_E_ ) 33 27

18 37 100
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De um modo geral, a concentracdo micelar critica (cmc) para polimeros
nao-idnicos sofrem uma diminuicdo com o0 aumento de temperatura como observado
por Alexandridis, Holzwarth e Hatton, (1994).

Verifica-se que os valores da cmc sao influenciados pela variacdo do
comprimento do bloco hidrofilico (E). De acordo com Atwood e Booth (2007) a
dependéncia da cmc em funcdo do nimero de unidades E no polimero € pequena,
porém quando dois copolimeros sdo nominalmente de mesmo comprimento de bloco
hidrofébico, o efeito do comprimento do bloco E € levado em consideracdo. Quanto
maior o carater hidrofébico do copolimero, menor a sua cmc, pois a micelizacdo

diminui as interacdes desfavoraveis com a agua.

5.2Solubilizacdo do farmaco (quantificacdo por espectroscopia UV/Visivel e
espectroscopia RMN de *H)

A encapsulacdo de farmacos em polimeros de porcédo hidrofilica de
polioxietileno tem se desenvolvido em alguns trabalhos recentes devido as
propriedades destes polimeros, tais como: capacidade de formar micelas estaveis,
de promover maior tempo de circulacdo do farmaco no corpo, entre outros. O uso de
polimeros nao ibnicos é vantajoso porque apresenta reduzida sensibilidade a
variacdo do pH, ou seja, ndo € afetado pela presenca de eletrdlitos no sistema
(RIBEIRO, 2010). Outra vantagem no uso desses polimeros é que eles ja séo
sintetizados em escala industrial 0 que torna sua obtencdo mais facil e com o menor
custo.

A curva de calibracdo para o farmaco griseofulvina em metanol é
mostrada na Figura 14 (p. 50). A partir da curva de calibracdo foi obtida a equacao
que relaciona absorcdo e concentracdo (mg/dm®). A equacdo 5 foi obtida para

griseofulvina no comprimento de onda de 292 nm.

Abs = 0,06359.[S] + 0,01144 (mg/L) R =0,99982 (5)



50

Figura 14- Curva de calibracao do farmaco griseofulvina obtida por UV/Vis.
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A solubilidade é estudada através da massa do farmaco solubilizada (mg)
por massa de copolimero (g), chamada de capacidade de solubiliza¢&o (Scp). A Scp €
calculada a partir da solubilidade total do farmaco na solugcao do copolimero (Siq)
subtraida a solubilidade do farmaco em agua (S,) dividido pela massa do copolimero

(Mcop):
Scp = Stot - So /mcop (6)

Crothers et al., (2005) também estimaram a capacidade de solubilizacéo
(Scp) da corona composta por blocos E usando o farmaco griseofulvina e concluiram
que esta ndo influencia no valor de S¢, do copolimero como um todo. Assim, apenas
a porcéo hidrofébica é levada em consideragdo e a capacidade de solubilizacdo em
mg/g de bloco hidrofébico (Sy) € analisada. A solubilidade é calculada a partir dos
valores de S¢,, com:
Sh = Scp/Wh (7

onde W, é a fracdo em massa do bloco hidrofébico (Wg -1, onde We é a fragdo em
massa do bloco hidrofilico). A quantidade de S, fornece uma medida direta da
eficiéncia da solubilizacdo em ndcleos micelares, sendo independente da

composicdo do copolimero.
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O espectro de RMN de 'H da griseofulvina em cloroférmio deuterado
(CDCl3) e espectros correspondentes dos produtos liofilizados da solubilizacdo da
griseofulvina em soluces micelares do Brij® 78 e Brij® 98 a 40 °C pode ser visto na
Figura 16 (p. 52). Atribuicbes relacionados com as estruturas estdo mostradas na
Tabela 4 (p. 53) (com a constante de acoplamento, J). A ligacdo dupla no meio da
cadeia n&o-polar de Brij® 98 faz o seu espectro de RMN de *H mais complexo do
que as dos outros surfactantes, além dos picos encontrados para Brij® 78 e Brij®
700, os picos para os hidrogénios associados com o grupo funcional alceno foram
encontrados em 5,37 ppm e aqueles para os hidrogénios no carbono ao lado do
grupo alceno foram encontrados em 2,04 ppm. Esses picos sao designadas H4 e H3
na Tabela 4 (p. 53).

Figura 15- Estrutura quimica da griseofulvina com a indicacao das atribui¢cdes obtidas por RMN delH.
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Fonte: RIBEIRO et al., 2012.
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Figura 16- Espectro de RMN de 'H em CDCI; da (a) griseofulvina, (b) griseofulvina encapsulada no

Brij® 78 a 40 °C e (c) griseofulvina encapsulada no Brij® 98 a 40 ° C.
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Figura 17- Estrutura quimica dos polimeros. a) Brij® 78 (CigH37EO2), b) Brij® 98 (C1gHasEO4) € )
Brij® 700 (C1gHa7EO100).

a)  [CHs(CHy)15sCH,CH,][OCH,CH,0(CH,CH,0);5CH,CH,OH]
1 2 3 4 55 6 6 7 8

b)  [CHs(CH,)sCH,CH=CHCH,(CH,)sCH,CH,][OCH,CH,0(CH,CH,0)15CH,CH,0H]
1 2 3 4 43 2 5 6 7 8 9 ¢ 10 11

C)  [CHs(CH2):1sCH,CH,][OCH,CH2(OCH,CH,)esOCH,CH,0H]

1 2 3 4 5 8 6 6 7 8

Tabela 4- Atribuicdes de dados de RMN de 'H para griseofulvina, Brij® 78, Brij® 98 e Brij® 700 em

CDCI; com a constante de acoplamento, J (Hz).

Griseofulvina Brij® 78 e Brij® 700 Brij® 98
5 (ppm) Atribuicbes 3 (ppm) Atribuicbes | § (ppm)  AtribuicGes
6,13 i, 1H, s 3,71-3,72 H8, m 5,37 H4, m
5,52 h, 1H, s 3,64 — 3,65 H6, m 3,81 H11, m
4,16 g,3H,s 3,60 H7, m 3,74 H8, m
3,91 f,3H, s 3,57 H5, m 3,64 H9, m
3,63 e, 3H,s 3,44 H4, m 3,61 H10, m
3,00 d, 1H, dd, 1,56 -1,58 H3, m 3,60 H7, m
J=16,6; 13,5 Hz 1,25 H2, m 3,47 H6, m
2,86 ¢, 1H, m 0,88 H1,t, 2,04 H3, m
2,41 b, 1H, dd, J=6,7Hz 1,60 H5, m
J=16,7; 4,7 Hz 1,27 H2, m
0,95 a, 3H, d, 0,90 H1,t,
J=6,9Hz J=6,7Hz
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Os valores de solubilidade da griseofulvina nas solu¢cdes micelares dos
Brijs® foram determinados a partir das integrais dos picos do espectro de RMN de *H
dos protons de metila em 0,95 ppm (CHj3) para griseofulvina (Tabela 4, coluna 1, p.
53) e em 0,88-0,90 ppm (CH3) para os Brijs® (Tabela 4, colunas 2 e 3, p. 53). As
razdes de massa de griseofulvina nos Brijs® foram calculados de acordo com Malz e
Jancke (2005), considerando as areas de sinal integrado, proporcional ao niumero de
hidrogénios que causam 0s sinais, e as massas molares dos dois componentes, isto

é
mgris / r'nBrij = (Mgris / I\/lBrij) (lgris/ IBrij) (Nbrij/ Ngris) (7)

onde Mgis € Mg S80 as massas molares do farmaco e do Brij®, lys € lgi S80 areas
integradas dos sinais no espectro atribuido aos protons do grupo metila
selecionados do farmaco e dos Brijs®, e Ngis € Ngij S80 0s ndmeros de rotagdes
(spin) por grupo selecionado, neste caso € igual a 3 para ambos. Para as condicbes
experimentais utilizadas (100 cm® de 1% em peso de solucéo de Brij®), esta relacdo
de massa é convenientemente expressa como a solubilidade do farmaco S em mg
cm™. Além disso, dado que a solubilidade da griseofulvina em agua sozinha (So em
mg cm™, ver Tabela 5), a capacidade de solubilizacéo das micelas do polimero em si

séo convenientemente calculada como S, = (S-Sp) mg g, ver Tabela 5.

Tabela 5- Capacidade de solubilizacdo (Scp, mg g*) para a griseofulvina em solucdes micelares
aquosas de Brij® 78, 98 e 700 a 25, 37 e 40 ° C, obtida pelos métodos de RMN de *H e UV /Vis. S,

=14,19e2,0mg cm®em 25,37e40°C, respectivamente.

Sep(Mgg™) Sep(Mgg™)  Sep(Mgg™) Sep(Mgg?) Sep(Mgg™)

Polimeros UV/Vis UV/Vis 'H NMR UV/Vis 'H NMR
25 °C 37 °C 37 °C 40 °C 40 °C
Brij* 78 (C_H_E,) 7.9 8,9 9,5 10,4 10,3
NG
Brij~ 98 (C_H_E ) 6.2 8,3 10,1 10,2 10,7
Brij® 700 (C._ H E ) 2,8 3.5 3.4 3,9 5,3

18 37 100
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Observa-se que um aumento na temperatura e um aumenta na
capacidade de solubilizacdo da griseofulvina. Este comportamento € comum em
muitos polimeros com o bloco hidrofilico de polioxietileno, isto surge porgque um
aumento na temperatura reduz a solubilidade do polioxietiieno em &gua e assim
aumenta a extensao da micelizacdo dos seus polimeros (CROTHERS et al., 2005,
RIBEIRO et al., 2009).

Durante o intervalo de temperatura, a capacidade de solubilizacdo do Brij®
78 excede a do Brij® 700 por um fator que varia de 2 a 3 vezes. Assumindo que 0s
blocos comuns C;g possuem tamanho semelhante do nucleo micelar. O resultado
presente para a micela do Brij® 700 implica em uma contribuicdo desfavoravel da
corona do polioxietileno (100 unidades de EO). A solubilizacdo da griseofulvina na
corona de polioxietileno tem sido considerada pouco relevante em trabalhos
anteriormentes (CROTHERS et al., 2005.) e verificou-se um valor baixo:
possivelmente o efeito presente promove a blindagem do nucleo da micela pelos
longos blocos de polioxietileno.

A 25 °C o Brij® 78 solubiliza a griseofulvina mais eficientemente do que o
Brij® 98. Isso pode ser atribuido ao fato de que uma cadeia insaturada é mais rigida
do que uma saturada e um aumento da rigidez conduzird a uma densidade de
empacotamento reduzida, resultando em uma diminui¢do da blindagem do nucleo a
partir da agua, e uma consequente reducdo na solubilizacdo de farmacos
hidrofébicos (KAPOOR et al., 2009). O fato das micelas do Brij® 98 ter um maior cmc
e um raio hidrodinAmico menor do que as micelas do Brij® 78 (ver Tabela 3, p. 48 e
7, p. 58) reforca esta explicacdo. No entanto, a diferenca é pequena em
temperaturas mais elevadas (ver Tabela 5, p. 54).

E interessante comparar as capacidades de solubilizagdo dos
surfactantes Brijs® com as de outros polimeros com o bloco hidrofilico de poli (6xido
de etileno). Devido a variagcdo no comprimento do bloco, é util considerar a
capacidade de solubilizagéo expresso tanto em grama do copolimero (Scp), como por
grama do componente hidrofobico (Sp). Exemplos de valores S¢, e Sp para
griseofulvina solubilizada em micelas de copolimeros triblocos em solu¢do aquosa a
25 °C s&o apresentados na Tabela 6 (p. 56). Além dos polimeros Brijs®, os valores
sdo tomados a partir de uma elaboracéo de Attwood e Booth (2007). Nas formulas E
= CH,CH,0, P = CH,CH(CH3)O, B = CH,CH(CH2CH3)O, S = CH,CH(CgHs)O e G =
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OCH,CH(CH,0C¢Hs). Considerado em termos de Sg,, € visto que o Brij® 78 esta
entre os mais eficientes dos polimeros investigados para a solubilizacdo da

griseofulvina.

Tabela 6- Capacidades de solubilizagcdo baseado em copolimeros de poli (6xido de etileno) a 25 ° C,
expressa em Sg, mg por g de copolimero e S, mg por g de bloco hidrofébico.

Polimero Sew/mgg*  Sp/mgg? Referéncia
Brij® 78, C1gEa0 8 36 Ribeiro et al., 2012
Brij® 98, C1sE20 6 28 Ribeiro et al., 2012

Brij® 700, C1gE100 3 52 Ribeiro et al., 2012
E107Peo 4 8 Rekatas et al., 2001
E134B19 4 19 Rekatas et al., 2001
E4sS10 11 29 Crothers et al., 2005
Pluronic® F127, EosPssEog 2 6 Zhou et al., 2008
E43B14Es3 2 7 Rekatas et al., 2001
Ees6S13E6s 4 18 Crothers et al., 2005
Es2GgEe 8 44 Taboada et al., 2005

5.3Tamanho de particula

Os graficos de distribuicdo de tamanho por volume das nanoparticulas
(micelas) dos sistemas poliméricos a 10 g dm™ em &gua estdo apresentados na
Figura 18 (p. 57). Pode-se observar que as distribuicdes sao todas unimodais, com
apenas um pico. Todos esses sistemas estdo em concentragdes acima de sua cmc
a 25 °C, entdo suas micelas apresentam um tamanho médio menor que 200 nm, que
€ uma grande vantagem para seu uso em aplicacbes farmacologicas intravenosas

ou subcutaneas.
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Figura 18- Curvas de distribuicdo de tamanho por volume para as micelas dos sistemas a 1 %m/v: (a)
Brij® 78, (b) Brij® 700, (c) Brij® 98, (d) GBrij® 78 a 25 °C.
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Os raios hidrodinamicos listados na Tabela 7 (p. 58) serviram para
confirmar a micelizacdo dos trés surfactantes sob as mesmas condi¢des utilizadas
na solubilizacdo. O maior raio encontrado foi para o Brij® 700 (r, = 5,7 nm), onde
suas micelas sdo constituidas por blocos de polioxietileno mais longos que
contribuem para uma corona mais espessa. O farmaco n&o afetou o tamanho de

particula dos sistemas poliméricos (ver Figura 18).



Tabela 7- Raio hidrodindmico (rh) a 25
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°C dos Brij® 78, 98 e 700.

Polimero

r'h (NM)
25°C

Brij® 78(C.H,E,)

Brij® 98(C H,E,)

Brij® 700 (C,gH..E. o)

4.1

3,7

5,7

5.4Difracéo de raios — X

A difracdo de raios-X foi utilizada neste trabalho para verificar a eficiéncia

da encapsulacdo do farmaco nos polimeros. Varios trabalhos mostram a utilizacédo

dessa técnica para verificar a eficiéncia de encapsulacdo de farmacos em

microparticulas: o desaparecimento dos picos de difracdo do farmaco cristalino nas

microparticulas indica total eficiéncia de encapsulacéo devido a dispersao formada
com a matriz polimérica (ASADA et al., 2004, CAVALCANTE et al., 2007).

As analises por difracdo de raios-X dos polimeros com e sem farmaco

foram realizadas em um difratbmetro Rigaku, modelo DMAXB, com angulo 26 de 5-

45° e uma velocidade de 0,5°/min. A Figura 19 (p. 59) mostra os difratogramas (na

mesma escala) do polimero Brij® 78, do encapsulado e do farmaco griseofulvina.
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Figura 19- Difratogramas: (a) Farmaco griseofulvina, (b) Brij® 78 e (c) GBrij® 78 (encapsulado).
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A amostra de farmaco € considerada cristalina devido a presenca de
picos bem definidos (Figura 19a). O difratograma da griseofulvina neste trabalho
apresenta diversos picos; dentre eles, os principais sao: 12,6°, 15,4°, 16,9° 19,2°,
27,8°, 31,2° e 33,2°, similares ao relatado na literatura (FENG, BATES e CARVAJAL,
2009). Os polimeros Brijs® 78, 98 e 700 (Figura 19b) apresentam picos em 22, 22,3°
e 27,2°.

O difratograma dos encapsulados contendo o farmaco griseofulvina
(Figura 19c) apresentaram os mesmo picos dos polimeros puros indicando que a
griseofulvina foi encapsulada na estrutura nuclear da micela. Relatos de

encapsulados que ndo apresentam o0s picos de cristalinidade do farmaco revelam
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que ele encontra-se encapsulado em sua forma amorfa. (WEI et al., 2009;
PRALHAD e RAJENDRAKUMAR, 2004; ASADA et al., 2004, CAVALCANTE et al.,
2007), logo sugere-se que a griseofulvina foi encapsulada em sua forma amorfa.
Tais micelas podem ser resuspensas em agua para formar micelas poliméricas

contendo o farmaco amorfo no ndcleo micelar e assim permanecer encapsulado.

5.5Liberacéo in vitro

Na Figura 20 encontram-se os perfis de liberacdo dos polimeros Brij® 78 e
Brij® 700, nos quais se estuda a variacédo da porcentagem de liberacéo do farmaco

com o tempo de liberacdo gasto pelo sistema em meio a um tampéao de pH 7,4.

Figura 20- Cinética de liberagdo in vitro da griseofulvina encapsulada nos sistemas ([ 1) Brij® 78 e (#)

Brij® 700 sob didlise a 37 °C e pH = 7,52 (tampéo fosfato).
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Kim at al., (1998) notaram gue os testes com o farmaco ndo encapsulado
exibem uma liberacéo inicial bastante rapida e uma taxa de liberacdo de quase

100%, mostrando a eficiéncia de sistemas micelares em controlar a liberagdo de
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farmacos hidrofbicos, fato esse também observado nesse trabalho para os
sistemas.

A liberacdo de farmacos hidrofébicos de nanoparticulas estruturadas na
forma de ndcleo-corona é muito dependente das propriedades hidrofébicas do
nacleo (ALLEN; MAYSINGER; EISENBERG, 1999). De inicio, observa-se que o
sistema do Brij® 700 foi a que apresentou a maior porcentagem de liberacdo do
farmaco que foi de 45% aproximadamente, enquanto que o Brij® 78 apresentou 28%
de griseofulvina liberada, ambas os sistemas apresentam estabilizacao da liberagao
a partir do 5° dia.

Trés mecanismos tém sido considerados como padrdes de liberacdo em
encapsulados de nanoparticulas baseados em micelas: (i) difuséo, (i) degradacéo
do copolimero e (iii) estabilidade da micela. (ALLEN et al., 2000).

A liberacdo ocorre através do mecanismo de difusdo durante as 180 h,
correspondente a 8 dias, o que é condizente com o tipo de interacdo nao-covalente
entre a griseofulvina e nano-micela (MISSIRLIS et al., 2006). A liberacdo da
griseofulvina por difusdo permite controle sobre a liberagao.

No caso de polimeros com baixa taxa de degradacéo, a taxa de liberacao
é fortemente influenciada por fatores como: a forca de interacédo entre o farmaco e o
bloco formador do nucleo (principal fator), a fase de agregacdo do nucleo micelar, a
quantidade de farmaco encapsulado, a massa molecular do farmaco, o comprimento
do bloco formador do nucleo e a localizagdo do farmaco dentro da micela. (ALLEN et
al., 2000).

O sistema que possui maior quantidade de farmaco encapsulado possui
menor taxa de liberacdo conforme observado por Soo et al., (2005) num estudo de
liberacdo do estradiol em micelas de um copolimero em bloco de policaprolactona-
polietilenoglicol (PCL-PEG) e por Kim et al. (1998) em estudo com o farmaco
indometacina em um copolimero dibloco do mesmo tipo.

Sabendo que a forte interacdo entre o farmaco e o nucleo micelar
acarretam baixa taxa de liberacdo do farmaco pela micela, pode-se concluir que o
sistema Brij® 78 foi o que apresentou uma interacdo mais forte entre o nicleo
micelar com o farmaco, uma vez que apresenta maior capacidade de solubilizagéo
(Sep = 8,9 mg g™t a 37°C) que o Brij® 700 (Sep = 3,5 a 37°C) . E interessante notar

que os testes com o farmaco ndo encapsulado exibem uma liberagéo inicial bastante
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rapida e uma taxa de liberacdo de quase 100% (KIM et al., 1998), mostrando a
eficiéncia de sistemas micelares em controlar a liberacdo de farmacos hidrofobicos.
A eficiéncia de sistemas micelares em controlar a liberacéo de farmacos hidrofobicos
esta relacionada com a estabilidade das micelas apos a diluigdo sanguinea (baixa
cmc), acarretando um maior tempo de circulagdo do farmaco no sangue
(LETCHFORD; BURT, 2007), minimizando os efeitos colaterais causados pelo
farmaco em sua forma livre. Conforme os estudos de cmc destes polimeros (tabela
3, p. 48), os sistemas com o Brij® 78 e o Brij® 700 apresentam baixos valores de cmc
na ordem de 10° g dm™, logo tais sistemas mantém estaveis quando diluidos na
corrente sanguinea.

Allen et al. (1999) mostraram que o comportamento das micelas nesse
transporte de farmaco é determinado pelo fato de que a estabilidade micelar é
altamente dependente da composicdo e da formacédo das micelas. Dessa forma,
podemos concluir que os polimeros Brij® 78 e 700 apresentaram um perfil de
liberac@o controlada, tendo sua liberagdo maxima iniciada em torno de 5 dias, e
mantendo-se constante até o 8° dia de estudo, mostrando bons sistemas
carreadores de farmacos para liberacdo controlada, conforme confirmado por suas
baixas cmc’s.

Estudos revelam que copolimeros em bloco como o PEG e segmentos
hidrofébicos podem ser utilizados como um transporte nanométrico para farmacos
por apresentarem um nudcleo micelar polimérico em meio aquoso com tamanho de
particula que varia de 10-100 nm. (TSUKIOKA et al., 2002) . Sistemas semelhantes
aos desse trabalho (n&o-ibnicos) apresentaram tamanho de particula em torno de 10
nm, como em Cavalcante, 2009 e Ribeiro et al., 2007.

Pierre a Avgoustakis (2005) estudaram a liberagéo, a encapsulacdo e
liberacdo da griseofulvina em micelas de polilactideo-polietilenoglicol (denominado
PLA(X)-PEG(Y), onde X e Y descrevem a massa molecular em kilodaltons) —PLA(4)-
PEG(5), o qual encapsulou apenas 6,5 mg de farmaco / grama de copolimero,
quantidade inferior aos encapsulados a 37°C pelo Brij® 78, melhor sistema deste

estudo.
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6 CONCLUSAO

Dentre os polimeros estudados, o surfactante Brij® 78 foi o que
apresentou melhores resultados nas propriedades micelares, solubilizacdo e
liberacdo controlada do farmaco. Estas caracteristicas conferem-lhe ser o melhor
carreador para o farmaco griseofulvina devido a seu baixo cmc.

Os resultados obtidos por espectroscopia UV/Vis foram semelhantes aos
da RMN de 'H o que viabiliza esta técnica. RMN de ‘H mostra-se promissor na
quantificacdo do farmaco griseofulvina nos polimeros.

Os sistemas aqui estudados sao promissores para sistemas de liberagao
de farmaco por serem bons agentes carreadores, apresentam micelas de tamanho

nanometrico, estaveis a diluicdo sanguinea e promovem uma liberacao sustentada.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Ariicie histary. The zim of this study was to investigate the potential of selected Brij non-ionic surfactants for emhamc-
Received 16 May 2012 img the solshility of poorly water-soluble drugs. Griseofubvin was selected a5 2 model drug candidate
ml:nm:;m“;m T juity 2012 enabling comparisons to be made with the solubilisation capacities of other palyethylene axide)-hased

oopolymers. UVVis and "H NMR spectroscopies were used to guantify the enhancement of solubility
of griseofulvin in 1 wiX agueous micellar solutions of Brij 78 (CisHarEsn ) Brij 98 (CigHasEx) and Brij
700 {Cog Hzr Enan) {whene E represents the DCH; CHz unit of the polylethylene oxide) chain) at 25, 77 and

Avallable online 27 July 2012

o AD0+C_ Solubilisation [Sep exprexsed ax myg grisofishvin per g Brij) were similar for Brj 78 and
Pr— 08 (ramge 6-11 mgg" ) but lower for Brij 700 (3-4 mg ) as would be expected for the surfactant with
GCrisaplubvin the higher ethylene cecide content. The drug loading capacity of micelles of Brij 78 was higher than many
Binck copalymers di- and triblode copalymers with hydrophilic E-blodes specifically designed for enhancement of drg
Bri| serfactanis solubility.

©2012 Elsevier BV, All rights reserved.
1. Introduction contact lenses for extended delivery of ophthalmic drugs. Kapoor

Solubilisation of water-insoluble drugs is one of the main prob-
lems met in formulating liquid dosage forms (Ahmed, 2001). The
potential of micelles formed from block copolymers for the encap-
sulation and delivery of highly hydrophobic dregs has been widely
examined with the major challenge being the attainment of high
drug loading into non-toxic surfactant micelles which remain sta-
ble on dilution but dissociate at the target site (Tymrell et al,
2000 Griseofulvin (Scheme 1) is a widely used antifungal antibi-
otic which is poorly soluble in water and which has been used for
many years as a standard in the study of solubilisation of drugs in
polymeric micelles (Elworthy and Patel, 1982; Pinho et al., 2007;
Ribeiro et al, 2009; Oliveira et al, 2001a,bl The Brij family of
EwCa surfactants (m and n are the number of units), which con-
tain a hydrophilic chain of oxyethylene (E) groups and a distinct
hydrophobic hydrocarbon chain, are of interest as non-ionic and
low toxicity carriers ( Sowmiya et al, 2010). For example, several of
these surfactants have been shown to have low or no ocular tox-
icity (Kapoor et al, 3009a). In their study of surfactant-laden soft

* Comesponding author, Tel: +55 B5 3366067 : fx: +55 55 33560078
[E-mail aekdress: naricard@ulcbr SM_PS. Ricrdo)

D37E-5173/5— see Front matter & 2012 Elsevier BV, Al rights reserved.
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et al. (2000b) have shown that Brij 78 is a2 most promising car-
rier fior extended release of CyA (cyclosporine A) from p-HEMA
{polylhydroxy ethyl methacrylate)) contact lenses. Despite the
commercial availability of the Brij surfactants, to our knowledge no
comparative study has been reported of their solubilisation capac-
ities relative to more widely used block copolyoxyalkylene)s such
as those of the Pluronic series. In this study we have compared
the solubilisation capacities of three Brij copolymers: polyoxyethy-
lene (20) stearyl ether (Brij 78), polyoxyethylene (20) oleyl ether
(Brij 98] and polyethylene ghyool (100) stearyl ether (Brij 7000
(see Scheme 2) for the standard drug griseofulvin with data deter-
mined under similarly controlled conditions for a range of block
copolyoxyalkylene)s including several specifically designed to
achieve high solubilisation capacity. The extent of solubilisation
was determined absolutely by 'H NME and, for comparative pur-
poses, by the more wsual technique of UV spectroscopy. Although
TH MMR is recognized as one of the most reliable and precise meth-
oids of quantitative analysis (Jiang et al_ 2010), comparatively few
examples of its use in the determination of solubilisation capacity
have been reported (Rekatas et al, 2001; Crothers et al,, 2005). In
addition, preliminary studies served to confirm values of theimpor-
tant micellar properties of our Brij samples. ie. critical micelle
comcentration and micelle hydrodynamic radins.
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Criseofulvin (formala mas 15285 mol) was obtained from
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irosropy and compared the solubibstion capacty determinsd by
this method with that froam LN spectmoscopy.

221 W quanifaEion

A IV speciromeier (Higachi U-2000] was caliaied by
recoading ike alsoromoe I-350nm) of
mettonol sobations of griseofulvin [2-20mgdm ') agsinst 2
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Schama 1. Chernical suchee o He Bl opolpmen, with oo TH RRE
prak nEpETETiL

soivent blank. The srong absorbance & 202 nm gave 3 satishoory
Beer's law plot. bna solubdistion experiment, a 10cn portion of a
=ock 1wik copolymer sohgion was added to griseofubvin powder
(00ZgL The mixture was stimed ai 37°C for T2 h before being
Nigered (045 pm Madlipore] boremove amy unsslubsdsed dng. The
sample wax fhen diluisd with methamol to enable analysis by LV

Py The wiater content afier diutson was low encughiio
dllow the calibeation for metiomel sohgions o be @=ad withou
Dmedlion ARer dildtion the samples were heid at 40°C for T2h
b=lorE analysis. MEITUTEmeEns Wers rmesd ol i ripliciE and
the resals were VERREl

227 THNME specrasoopy gaoniioehion

Eohgions with solabileesd dngg were prepared amd fAlbered as
dexroibed for the UV meihod, ot wene then fresze-dried (245k
12 memHR ) to nemove water. The entire sample was disschved in
001, and ity 'H NMHR specirum reconded & amibient femperature
(22~ ming a Brsoer DI 500 11.7 T [409.80 MHr for "H) spec-
ITDMEteT in 3 5 imverse deledion I-padient probe an 208 K
The mpectra WeTe sbeined wsing 50 i pulse [0 s, 3 spedral
width of 12,019 He, 356 iransienis with &4 K daia poinis, an aomps-
siion time of 273, and a relaxation delay of 105 before being
ooawserted to32 Kdara poines amd the phase and bassline comected
mamully ming the Eruker Soffware. The amount of griseolulvin
sodubslised per grm ol polymer was debermined Wirg 20 enogr-
die peak integrals. Al measuremenis wers Qrmisd oo in triplicbe
andd tiee resulis averaged

23, (néhonl micelle conceniration (o)

Stock sohations were prepared by disolving the oopoly-
mers im Ml water and allowing 240 for compisie de-
solution Before dihging further (o cONCEmEREioNE within the
range 0¥ 50 mg dm - . Solubiisation of DFH [1,5-diphemyl-135-
henaire=ne] was wed fo deiermine the omest of micelisation, 15
described for iribiock copolyethers by Alexandridis =8 al [1204],
andd be=lore that for 2ni suriacames y Chactopadinay and Londen
(1S4 DPH was dixolved inmethamol and added to the copaly-
mer solaion, 5o that e final copohymer sohEion comiained 18
vl meibomol and 000 mkd DFH, 2 mixiure showm bo provide
ihe same walues of the omc a5 these obizined by other meih-
mds for copohymers in waber alone. A F-8500 Hitachi Muorescences
specirophofometer wan Used in the experiments, with solation
iEmperahares mainizned at 25 and 37 b 00 2-C

24, Micelle sk

The hydrodyremmic radii of ke Bri miceles were deiermined
iy 3 Kano Teiosirer, Mabvern, Zetasicer Mano X5 J0EN 35000
Measursmenis Wele Made using copalymesr recovered from the
solubdisation shudies by Breeze-gnying and redissnived in Milli]
water. Solutioms of |'wil copolymer ai 15-C were imvestigaced
ming 30 sans with 305 soquisiton time allowed for each scan.

3. Rerolis and descussion

3.1, Oniéhnl miceile conceniration (o) and miceie
Ipycrodymme e (b

Az demcribed by Patist et al (20000 amd Has and Moalik [2000),
premicelsation efecds comphcaie the determanation of e cmc
Tor Eij copolysmers. The arrow in the plol of Muorescence iniemsiby
Againsl Bri 38 conceniratson (iog oalelin RE 1 indicaiesthe poing
.11:'||'r|i-|:|1irlensir; increased linearly with logc], Gken o be the
mmc=T Omgdm- & Az seen in Table 2, the values of ome obined
Iell in the range 7-35 mg dm—. The much Lrger ooncentration of
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Brij msed in e sohuhilisation experiments | 10 gom- 1) is consistent
with effectively complete micellistion

The vahee of 7.5 mg dm 7 determined in the present Sudy for
e o of Exij T8 ai 35 ~C compares Cnowrably with valees of 73
amd 62 mgdm-? determined wsing iodine solubdisation by Patisi
Ef al. (2000 amd Hait and Moulik [2001], respectively: very ms
higher valiaes [40 and 53 megdm- 7] wens determined by Sowmiya
et al. [2010] and Klammi ef al. [2005] respeciveety, wsing fuo-
rescence iechniques me with 2 defimion of micelisaison wheth
electively represenied completion rather tham onsst of micelle for-
mation Similarty, e cmcvalue of £5 mgdm -7 defermined imthe
present shsdy for Brij 08 & consslerably kower than values of #4
amdd 29 mg dm-7 determined by Sowmiya et al. {20100 and KLammi
£t al (2005] respectively, again refiecting the diff=rence in the del-
inition of micelisation wed by these workers. Hait and Moulik
[2001) reparted a cme of 934 mgdm-T for Brij 700 using iodine
soiliahiliEation, compared with a value of 30mg dm-7 in the present
study.

The hyd nod ymemi: radii listed in Talde 3 were determined for
10gdm 7 sokationsand sereed bo confimm mioelisation of the three
Briy copatymers under e condions of our sohabilisation experi-
mentz. The larger radass foussd for the Bri 70 macellss i consstent
with iz longer polyoxyethylene biocks conbriluging o a thicker

micele coeona.
11 Sofubibotion of Fbewaivin AR and LY

The TH NMR spectnam of grissofulvin in COCh and oomes pond-
ing specira of the Ireene-dried prodacs from e solubilisaison of
priseofulvin in meczllr solatsons of Enij T8 and Brij 98 ai -80-C cm

Takis 2
Critiral sl coroniratioen (o) of 25 s 17 <C ol Frysireefyromie el F, | o2
29 e Bl T, 9 e TN

cEx [mp e 1) 150 cEx [mpdm- 1317 -0 a5 =T
Loy | T4 71 41
i, | L] THE ir
By 70D £ 15 a7

AT

Schemes | and 2 are lsbed in Tabie 3 {with the coupling consiant,
JL The double bond in the misddle of the non-polar chain of Brij 28
makes itz 'H NME spacirum more complex Bhan thoss of the other
Brij surfactants: in addEion io the peaks found for Bri; 7E and Brij
T0i, peakes for the associahed with the allene Sancisonal
proup were found at 537 ppam and those for the hydrogens on the
carbons next b the alkens group wese found ai 204 ppm These
pealks are desiprated H4 and H3 in Tabie 3.

alaes of the solubskby of grisenfulvin in the micellar Erij miu-
tions were deiermined fmem the peak ingegral of the methyl
proton signal ai DS ppm [(CH, ) for griseofubvin (Scheme 1] amad
at [LER- D00 ppm {CHy ) for the Enij surfadants (Scheme I Mas
ratios of grisesfulvin to Brij were @loulated scconding bo Male amd
lancke (2005 by considering the integrated sigmal areas, e rek-
v nuemiber of spins which case the siprai, and the molar masses
of the oo consifuenis, e

- () () (=)
ey A Mg ) 4 Foeg | N

ntrrhr e AN Ml are e molar masses of dnag and Bry,

mﬂuhtqp:taﬂn;p‘uhm.uhlﬂm

hpﬁmnfﬂdrﬂ.ﬂhﬂmdmmmhh-j
Mgy a0 Mgy, are the mamber of spins per selected group, in the
Mmmlm]hmmmr:mmnl
e | D03 o of 1wt Brig sohuion]), Bhis mass ratio s convenienthy
expressed 5 the dnag solubdlity Sin mg dl - Additionally, giventhe
solubiley of imwater alone (5 inmydi- !, see Table 4]
e sodalyilsation capacises of the copolymer micelles hemeehees
are comwvemiently calaalated 5 S =[5 - Sp)mE g, e Table 4

It is seem that an inorease in temperaire enhances the soi-
bilsation capacity Tor grascfubvin. This Eehavioor i common bo
many copalymers with poly oxyetiniens]as the ydrophilic Hock
ani awises became an inredse i iEmpenhoe reduces the mig-
Iy o paiy | ] in waker and 50 increases the exient of
micellisation ol its copalymers (Crothers =2 al, 2005; Bheiroet al,
.1

Over the iemperatee range, the sohabilisation capacities of
tihe Brij TE micelles excesd those of the Bri TOD meneles by Gac-
bors im the @nge 2-3. ithat the common iy Blocks
lead to micelles of similar cove sire, and assuming solubdbssion
ol in the micelle core, then the solubdlisation Qpacty [mEE ')
should be reduced pelagive o Erij T in GEio to the overall mokar
masses of the bwo, Le. by 2 Bcter ol appromately 4 The present
result dor Exij 700 micelles implies 2 freoamable comivibugion from
tihe polyoayetiylene corona. Solubilestion of grissofulvin i poly-

oo has been consadensd Crpiherset al.,
205 and found fo'be small: possibily the present @Tecs arises from
improved sheekding of the micelle core by the Keger polyosyeting-
lene hilocks.

AL 5 =L Brij TH solubileres grissofubvin more efficient by than Brij
. This may be ativieed o the o that an ussatuaied cain &
miore figed than a saturated one, and an increass in rpdiny will lesd
bz rethaced packing densay resalting in areduced Shielding of the
e fm waber, and a consequent redacion in the solubilisation
of hydsophobe: dnsgs [Kapoor ef al, 2009h]. The [T that micelkes
of Brij 28 baree 2 higher ome and 2 smaller micelle radius that fhose
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of Brij TE [se¢ Table I) reindorces this explanatson. Howeser, the
dafierence is small at the higher EEmperaines.

It is inievesting bo compare the solublisation capacities of
the Erij opolymers with these of other copolymers besed on
poly eilvylene oxade] as the hydrophilks component. Becase of
wariation in ock lengiis, & & ussful to comssder sslubdsation

n .o Erij T scovered] fom soiubllisyien & 40 C ad [0 prosofabvis ongl Bri] @ reosvered from

capacity expressed both a3 per gmm of copolymer [55) and
a5 per gram of hydrephobsc oompanent [5 ) Examples of val-
ues S oand 5 for grascfubvin solubiflised by micelisable ds-
and iribick copolymers in aquems sokmion o 25°C are poe-
senird in Table 5. Giher than the Brij copalymers, e vahses are
taken from a compilaiion by Alfwond and Eooth (3W07). In the

Tabls 1
TH RS gy amigrrmmis dor prisscbeivin and e 7 B, Bri 700 aad B G in CD0h with B cosplisy comiant | [HL
Cransubes ey TH 2= Brij OO i N
Llppz| Mg e & (e EE-F, e o] LIS 1] Asrewmin
[k i H.a 1TH-LT2 HEim LIF BE4m
a2 B 1H 3 L0 Him 1K1 HI1,m
418 LIH 3 180 HT_ = 1T+ HE,m
-1} LIl 157 Him 14 HE,m
pl=] w dHu 144 = 1k HG m
1] o, TH, o = 156 1S L5510 Hirm 1mo BT,m
b -4 o I m LE Hlim 14 i, m
41 B, TH,dd,j- BT, 4T ol 1] HILEf-BT L Hi,m
[iT: 3 2 T -GG 1ED B m
1 HZ,m
=] H1, 4757
Tabis 4

(e, g '] o priseecisivin of aqueen micwllar wlsiom: of Brj T, 38 o 700 23 75, 17 el 40T civtamed bry ' H NS s IV w14

Sy arion orpacsim
UEiyed 20 mpdl-" 35 17 and 40T nespertivrly

Copolyra Lpimmr] Lplmer ) Eplmpr ') T Impr-] I (mpy'|H
1PV 350 UV T T WME T T IV AT ME

| TH ™ =" Bs 104 ma

Brij 3 5.1 1 11 0z w\r

Bj T 18 1= 14 T 53
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formulae E= CHyCHa0, P CHROHICH: 0, B CHpCHICHICH O,
5w CHROHC My ), = ODH CH{CH Dyl Considisred in berms
of 5 it is seen that Erij 7B i among the most effective of the
ropolymers imestigated for solubilisation of griseafubin.

4. Concluding remarks

The Plurcnic s=ress of biock
& solubsising agents for poorly soluble oftem, as seem
for the sslubdizstsn of griseolulvin in T 5, wilh dapposnt -
ingly low levels of incorporatson of therapeulic Jpent mosnly o=
3 comsequence of their w exbent of micellisation 2 room f=m-
perabore, Although 2= m2en in Table 5 e replacement of the
poly oxypropylens] ydrophobes ook ofthe Flumns: polyols with
poly oxyaiicylene] blocks fonmed from Dutylens oxsde, sTyTens
ouide or phenyl ghycidyl sther resulls in 3 Progressive scress: of
!C-ﬁlﬁ ‘sach com are not i laile
o T‘mmmﬁn a =al-
ubsilising @pacity (per gram of Copclymer] comperable (o those
ol sperificily-desimed block opolymers may be achieved for
grisenfuliin using the more aooessible surfadant Exij 78 and this

opaiymesr may provide a2 il abemative in shatons whers
[cilitees for copolymmeer SyTthess are mot Jvailbis.
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