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DEGRADATION AND STABILIZATION OF DICLOFENAC IN POLYMERIC NANOCAPSULES. The parameters which affect
the degradation and stabilization of diclofenac in suspensions of nanocapsules and of the corresponding spray-dried powders
were investigated. Formulations were subjected to 14 months of storage at room temperature. In addition, a study of the degradation
of diclofenac was carried out by exposing the formulations or mixtures (drug and adjuvants) to UVC wavelengths. The presence
of Epikuron 170® in a concentration higher than 3.06 mg/mL stabilizes the drug, avoiding its reduction or degradation. The

degradation products were isolated, analyzed by gas chromatography-mass spectrometry, and identified as 2-(2°,6’-
dichlorophenyl)aminobenzyl alcohol and N-(2’,6’-dichlorophenyl)anthranilylaldehyde.
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INTRODUCAO

Embora os antiinflamatoérios nao-esterdides (AINE) constituam
uma das classes de farmacos mais prescritas no mundo, seu uso como
antiinflamatério continua sendo limitado pela incidéncia de seus efei-
tos indesejados, principalmente sobre o trato gastrintestinal, que in-
cluem irritagdo, sangramento, ulceragdo e, eventualmente, perfura-
¢do da parede gastrintestinal'?. Existem vdrios estudos que mostram
a relagdo entre o tratamento com diclofenaco e o aparecimento de
lesdes gastrintestinais, tanto no homem como em animais*’. Diver-
S0s mecanismos sdo propostos para explicar a toxicidade digestiva
dos AINE. As lesdes gastrintestinais produzidas em animais de labo-
ratdrios, pela administragao de AINE, sdo conseqiiéncia de um me-
canismo de agdo local, pelo contato direto do farmaco em grandes
concentragdes com a mucosa gastrintestinal, ¢ de um mecanismo de
agdo sistémica, que aparece apds a absor¢do’”.

A toxicidade gastrintestinal do diclofenaco, um AINE, motivou
o desenvolvimento de vdrias formas farmacéuticas e sistemas
dispersos com o objetivo de reduzir esses efeitos colaterais, tais como
sua formulagcdo em micelas'®, lipossomas'!, associacdo com
prostaglandinas'?, associa¢do com ciclodextrinas'®, microcdpsulas'!?
e, mais recentemente, nanocdpsulas'® e nanoesferas'’. Nanocdpsulas
de 4cido poli(D,L-ldtico) contendo diclofenaco na forma écida fo-
ram preparadas por Guterres e colaboradores'®. A avaliacdo da
toxicidade gastrintestinal destas formas, em ratos, demonstrou uma
significativa protecdo da mucosa gastrintestinal apés a administra-
¢do do farmaco nanoencapsulado, quando comparada com a admi-
nistracdo de uma soluciio aquosa deste farmaco. Os mesmos resulta-
dos foram observados por Miiller'’, quando foram avaliadas suspen-
soes de nanoesferas de poli(e-caprolactona) contendo diclofenaco
na forma dcida. Guterres e colaboradores'® também avaliaram a
toxicidade gastrintestinal de formas sélidas obtidas a partir das sus-
pensdes de nanocdpsulas e nanoesferas de poli(e-caprolactona), con-
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tendo diclofenaco, secas por aspersao'. O estudo demonstrou que
tanto os produtos de nanocapsulas quanto os de nanoesferas, secos
por aspersdo, apresentaram um efeito protetor da mucosa
gastrintestinal. Schaffazick® avaliou a toxicidade gastrintestinal de
nanoparticulas liofilizadas contendo diclofenaco. Os liofilizados de
nanoesferas ou nanocdpsulas apresentaram um efeito protetor sobre
a mucosa gastrintestinal similar aquele observado nos estudos reali-
zados por Miiller'” e Guterres e colaboradores'®, sobre a associacdo
de diclofenaco com nanoparticulas poliméricas.

Apesar dos excelentes resultados observados nos experimentos
de tolerancia digestiva do diclofenaco quando associado a
nanocdpsulas'®, estudos de estabilidade de suspensdes coloidais, con-
tendo os tensoativos monoestearato de sorbitano e Tween 80° e poli(e-
caprolactona) como polimero, demonstraram que o teor de
diclofenaco diminuia em fungdo do tempo de armazenamento'’.
Nestes estudos, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), foi observada uma diminuic@o significativa na quantidade
do diclofenaco apds 3 meses de fabricacdo e o aparecimento de dois
picos, provaveis produtos de degradagdo do farmaco. A drea destes
picos aumentava com o tempo, na medida em que diminufa a drea do
pico referente ao diclofenaco.

Diversos relatos na literatura tém apontado a degradacdo do
diclofenaco, tanto em solucéo aquosa como no estado sélido, decor-
rentes de uma ciclizagio indolindnica, de fotodegradagdo, de degra-
dacdo térmica ou de oxidagdo®®. Os produtos de degradagdo do
diclofenaco, ja relatados, sdo os resultantes de ciclizagdo indolindnica,
formando o 1-(2’,6’-diclorofenil)oxoindol?"*¢ 0 2,6-diclorofenol*>%,
de fotodegradacdo, formando o 4cido 8-clorocarbazol-1-acético e o
dcido carbazol-1-acético**?, de esterifica¢do, formando o éster
metilico do diclofenaco®, de oxidag@o, formando a 1-(2°,6’-
diclorofenil)isatina® e de degradac@o térmica, formando o 4-cloro-
(10H)-9-acridinona®. Além destes, outros dois produtos de degra-
dagdo também foram identificados, o dlcool 2-(2,6’-diclo-
rofenil)aminobenzilico e N-(2’,6’-diclorofenil)antranilaldeido®. Por
outro lado, ndo ha relatos na literatura de estudos de degradacdo
desse farmaco, quando associado a nanoparticulas poliméricas.
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Os produtos de degradacdo do diclofenaco, anteriormente detec-
tados através de CLAE, apds 3 meses de armazenamento das suspen-
soes de nanocdpsulas preparadas por Miiller'’, ndo foram até o presen-
te momento identificados. Neste contexto, o presente trabalho refere-
se a um estudo da degradacdo do diclofenaco a partir das suspensdes
de nanocdpsulas e de seus produtos secos por aspersdo, verificando os
possiveis fatores que conduzem a degradacdo do farmaco em suspen-
sdes coloidais e identificando os produtos de degradacéo formados. A
avaliacdo da influéncia da composi¢io do sistema de tensoativos, em-
pregados para a formulagdo dos produtos, também € foco do trabalho,
com vista a0 aumento da estabilidade dos sistemas.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Todos os materiais utilizados na fabricacdo das suspensdes de
nanocdpsulas e dos produtos secos por aspersdo apresentaram grau
farmacéutico, sendo utilizados como recebidos: diclofenaco de sédio
(Sigma, St. Louis — MO), poli(e-caprolactona) PM 45 a 60 kDa
(Aldrich, Strasburg, Franca), Epikuron 170® (mistura de fosfo- e
glico-lipideos de soja) (Lucas Meyer, Hambourg, Alemanha), Tween
80® (polissorbato 80) (Distribuidora Delaware, Porto Alegre, Bra-
sil), Miglyol 810° - mistura de triglicerideos dos écidos céprico e
caprilico (Hulls, Puteaux, France) e diéxido de silicio coloidal
(Aerosil 200®, Degussa, Sao Paulo, Brasil).

Suspensdes de nanocapsulas

O diclofenaco sddico foi previamente transformado na sua forma
dcida®, para possibilitar sua associacdo as nanocdpsulas. As suspen-
sdes coloidais foram preparadas pelo método de deposi¢do interfacial
de um polimero pré-formado (nanoprecipitagio), proposto por Fessi e
colaboradores®. Diferentes formula¢des foram preparadas, conforme
o seguinte procedimento: em um frasco, foram dissolvidos, em aceto-
na (267 mL), o diclofenaco é4cido (0,10 g), a poli(e-caprolactona)
(1,00 g), o Miglyol 810® (3,30 g) e o Epikuron 170® em concentra-
¢des crescentes para as diferentes suspensdes (Tabela 1), sob agitacio
a temperatura de 48 °C. Separadamente, o Tween 80® (Tabela 1) foi
dissolvido em dgua destilada (533 mL) a temperatura ambiente. Em
seguida, as diferentes fases orgénicas, totalmente solubilizadas, foram
vertidas lentamente e sob agitacdo moderada, a temperatura ambiente,
através de um funil, sobre cada fase aquosa. As suspensdes foram
mantidas sob agita¢cdo moderada durante 10 min a temperatura ambi-
ente. A seguir, procedeu-se a evaporacao sob pressdo reduzida de cada
suspensdo de nanocdpsulas em evaporador rotatério, a um volume fi-
nal de 100 mL para eliminacdo da acetona e ajuste da concentracao
final do diclofenaco (1 mg/mL). Em seguida, as suspensdes foram
armazenadas em frascos de vidro ambar.

A medida da quantidade total de diclofenaco em cada suspensdo
foi realizada através da dissoluc@o das nanoestruturas pelo tratamen-

Tabela 1. Quantidades de tensoativos utilizadas nas formulacdes de
nanocdpsulas

Suspensao Epikuron 170® (mg) Tween 80° (mg)
A 766 766
B 613 613
C 306 306
D 153 153
E 766 —_—
F —_ 766
G - -
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to das mesmas com acetonitrila. Utilizou-se a CLAE (Cromatégrafo
Perkin Elmer, Series 200), com detec¢do em 280 nm, para sua
quantificagdo, utilizando metodologia previamente validada por
Miiller". Empregou-se pré-coluna com fase estaciondria LiChrosorb
RPI8 - 3,9 mm x 50 mm (Merck) acoplada a coluna Nova-Pak®
C18 — 3,9 x 150 mm (Waters). A fase movel foi constituida de mis-
tura de acetonitrila/dgua (65:35 v/v), ajustada a pH aparente 5,0 com
acido acético 10%, fluxo de 0,7 mL/min e volume injetado de amos-
tra de 20 pL. O doseamento do diclofenaco foi realizado logo apds a
preparacio das suspensdes e apés 3, 6 e 14 meses de armazenamento
a temperatura ambiente.

Ap6s a preparagio, o didmetro médio das nanocdpsulas foi deter-
minado por espectroscopia de auto-correlacdo da difusdo de raio
monocromadtico laser (Coulter® Granulométre Laser LS 230, Small
Volume Module, Coulter Corporation, Miami, Flérida). Os resultados
representam a média das determinacdes de 3 lotes de formulacdes.

Produtos secos por aspersao

Os p6s foram obtidos a partir da secagem em torre Mini Spray-
dryer Biichi 190® por aspersdo'** das diferentes suspensdes de nano-
cépsulas (Tabela 1) contendo diclofenaco, utilizando-se 3% (m/v)
de Aerosil 200® como adjuvante de secagem. A temperatura do ar de
entrada foi de 150 °C +4 °C e a de saida de 110 °C + 4 °C, utilizan-
do-se um fluxo de alimentacdo de 3 mL/min.

O diclofenaco foi quantificado logo apds a obtengdo dos pés e
apos 3, 6 e 14 meses de armazenamento a temperatura ambiente,
adicionando-se, a uma determinada quantidade do produto seco,
30 mL de acetonitrila em baldo volumétrico de 50 mL. Cada mistura
foi submetida a agitacdo em agitador magnético, durante 60 min,
para a extra¢do do diclofenaco. Posteriormente o volume foi com-
pletado a 50 mL. Em seguida, as amostras foram filtradas através de
membrana hidrofilica (GVWP, 0,22 um, Millipore), com auxilio de
seringa, transferidas para frascos de injecdo automdtica e submeti-
das a andlise por CLAE, conforme metodologia descrita para a
quantifica¢@o do farmaco nas suspensoes.

Experimentos de degradaciao

O estudo de fotodegradacdo foi realizado em uma camara de
reacdo composta por uma camara de 100 cm de comprimento, 16 cm
de altura e 16 cm de profundidade, espelhada internamente, equipa-
da com lampada germicida “Phillips TUV lamp — UVC long life”,
de 30 W de poténcia e 96 V de voltagem*. A temperatura interna foi
mantida em 28 °C = 1 °C.

Foram submetidas a fotodegradagdo, amostras de diclofenaco
na forma 4cida, uma suspensao de nanocdpsulas poliméricas conten-
do diclofenaco e seu produto seco por aspersao correspondente (Ta-
bela 1, formulagdo A), uma suspensdo de nanocédpsulas poliméricas
contendo diclofenaco formulada sem o Epikuron 170® e seu produto
correspondente seco por aspersdo (Tabela 1). Também foram sub-
metidos a fotodegradagdo, todos os componentes de uma formula-
¢éo de nanocdpsulas (Miglyol 810%, Tween 80, poli(e-caprolactona)
e Epikuron 170®) e misturas bindrias dos mesmos com o diclofenaco
acido.

Para verificar a possivel influéncia da temperatura interna da
camara de reacdo sobre a degradagdo do farmaco, uma suspensao de
nanocdpsulas poliméricas contendo diclofenaco formulada sem o
Epikuron 170® e seu produto seco correspondente (Tabela 1, formu-
lagdo F) também foram ensaiados em frascos cobertos com papel
aluminio.

As amostras sélidas foram colocadas em vidro de reldgio e as
amostras liquidas, em Becker. Foram realizadas coletas das amostras



Vol. 27, No. 4

apds 1, 2, 3 e 14 dias de exposigdo a luz UVC. Todas as amostras
coletadas foram solubilizadas em acetonitrila e analisadas qualitati-
vamente por CLAE, de acordo com metodologia descrita acima para
a detecc¢do do diclofenaco nas suspensdes.

Isolamento dos produtos de degradacido do diclofenaco

A extracdo e o isolamento dos produtos de degradagdo do
diclofenaco foram realizados a partir de um produto de nanocdpsulas,
seco por aspersdo, contendo diclofenaco, armazenado durante dois
anos, e que apresentava degradac@o do farmaco, confirmada através
de andlise por CLAE. A composi¢@o desta formulacio consistia de
diclofenaco écido, poli(e-caprolactona), Miglyol 810®, monoestearato
de sorbitano, Tween 80® e Aerosil 200",

Para extragdo do diclofenaco e/ou produtos de degradagdo, um
grama deste pd foi disperso em 50 mL de acetonitrila e submetido a
agitacdo em agitador magnético durante 1 h, na temperatura ambien-
te. Em seguida, esta dispersao foi submetida a filtracio, sob vacuo,
em funil de vidro sinterizado G3, contendo 5 g de gel de silica para
coluna (230-400 mesh) para retirada do adjuvante de secagem
(Aerosil 200®). O filtrado foi submetido & evaporagdo até secura, em
evaporador rotatdrio, obtendo-se um residuo.

Numa segunda etapa, o objetivo foi separar o polimero dos de-
mais componentes da formulag@o no residuo obtido na etapa anterior.
Diretamente no baldo de fundo redondo contendo o residuo da evapo-
ragdo, adicionou-se 50 mL de etanol e submeteu-se a mistura a agita-
¢do por 45 min, a temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se a
3.000 rpm, durante 5 min. O precipitado (polimero) foi descartado e o
sobrenadante foi submetido a evaporacdo em evaporador rotatdrio,
para retirada do solvente organico, obtendo-se um segundo residuo.

A separagdo dos outros componentes tensoativos, 6leo, diclo-
fenaco e produtos de degradacio, foi realizada em coluna croma-
togréfica preparativa, com gel de silica (70-230 mesh), eluida sob
pressdo positiva com uma mistura de ciclohexano:acetato de etila na
propor¢do de 4:1 (v/v). O segundo residuo em baldo de fundo redon-
do foi dissolvido em 5 mL do eluente, aplicados a coluna e eluidos
com 200 mL da mistura eluente. Foram coletadas 30 fragdes, que
foram submetidas a andlise através de cromatografia em camada del-
gada (cromatofolhas de aluminio, gel de silica 60 F,,,). O eluente
para a cromatografia em camada delgada foi idéntico ao eluente uti-
lizado na cromatografia em coluna, e os cromatogramas foram reve-
lados com uma mistura de vanilina/metanol/dgua e aquecimento. As
fracdes de composicdo semelhante foram reunidas e evaporadas até
a secura, em evaporador rotatdrio.

Para purificagdo dos produtos de degradagao, utilizou-se croma-
tografia em camada delgada preparativa (5 mm), com gel de silica de
granulometria superior a 0,02 mm. As placas foram recortadas nas
bandas correspondentes aos produtos de degradacdo. As bandas re-
cortadas foram dispersas, separadamente, em acetonitrila e submeti-
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das a agitacdo em agitador magnético durante 30 min, na temperatu-
ra de 40 °C. Em seguida, foram submetidas a filtracio sobre gel de
silica (230-400 mesh). Os filtrados correspondentes foram evapora-
dos a secura, sob pressdo reduzida em evaporador rotatdrio.

Identificacao dos produtos de degradacao isolados

Dois produtos de degradacdo do diclofenaco foram isolados e
analisados qualitativamente por CLAE (fase mével acetonitrila:dgua
65:35 v/v), ajustada a pH aparente 5,0 com dcido acético 10%, fluxo
de 0,7 mL/min e volume injetado de amostra de 20 uL) e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em um
equipamento Varian modelo SATURNO 2000. Para andlise por cro-
matografia gasosa, as amostras foram dissolvidas em acetonitrila, e
um volume de 1 pL foi injetado no modo “splitless” na temperatura
do injetor de 250 °C, em uma coluna capilar DBS (30 m x 0,25 mm
x 0,25 um) nas seguintes condigdes: 100 °C por 1 min, seguido de
taxa de aquecimento de 10 °/min até 280 °C.

Analises estatisticas

Os dados experimentais foram analisados estatisticamente atra-
vés da andlise de varidncia (ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estabilidade do diclofenaco nas suspensdes e nos pos frente ao
armazenamento

Com o objetivo de estabilizar as formulacdes de suspensodes e
p6s de nanocdpsulas contendo diclofenaco, o monoestearato de
sorbitano foi substituido por Epikuron 170®, cuja aplicabilidade na
preparacdo de suspensdes de nanocédpsulas € descrita na literatura®'-.
As Tabelas 2 e 3 descrevem a recuperacéo do diclofenaco, em fun-
¢do do tempo de armazenamento, a partir das suspensdes e dos pos
correspondentes, respectivamente.

Todas as suspensdes apresentaram-se viaveis, com excegdo da
formulac@o sem ambos os tensoativos (Tabela 1, suspensdo G), que
apresentou aglomerados macroscépicos antes mesmo da evaporacio
do solvente orgénico. A formulagio, contendo apenas o Tween 80°®
como tensoativo (suspensdo F), apresentou simultaneamente
nanoparticulas inferiores a 400 nm e uma pequena quantidade de
precipitado macroscopico apds evaporagido do solvente organico e
concentragdo da dgua. A andlise do tamanho de particula das demais
suspensdes (A-E) demonstrou que todas se apresentaram nanomé-
tricas monomodais, com diametros inferiores a 300 nm (Tabela 2).

As suspensdes A e B permaneceram estdveis quimicamente du-
rante os 14 meses de estudo, apresentando recuperagao do diclofenaco
constante (o = 0,05) (Tabela 2). Por outro lado, a suspensdo C e a

Tabela 2. Didmetro médio de particula apds preparacio e recuperag¢do do diclofenaco das suspensdes de nanocdpsulas, preparadas com

concentragdes decrescentes dos tensoativos, em fun¢ao do tempo

Suspensio Diametro (nm) Doseamento em fungdo do tempo (mg/mL = s)
0 meses 3 meses 6 meses 14 meses
A 182 +28 1,06 = 0,02 1,02 = 0,04 1,08 = 0,04 1,03 £ 0,02
B 181 + 51 1,11 £ 0,09 1,07 £ 0,03 1,02 £ 0,02 1,00 + 0,02
C 186 + 51 1,03 + 0,04 1,01 + 0,02 1,05 £ 0,03 0,94 + 0,03
D 224 £ 55 1,00 = 0,01 0,89 + 0,04 * 0,94 + 0,08 * 0,82 £ 0,08 *
E 179 + 49 1,07 + 0,10 1,02 + 0,05 1,05 + 0,01 0,90 = 0,05
F 292 + 90 0,96 £ 0,01 * 0,70 £ 0,16 * 0,61 0,10 * 0,54 £ 0,15 *

* Aparecimento de picos adicionais nos cromatogramas.
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Tabela 3. Recuperagdo do diclofenaco, em fungdo do tempo, dos
pés-obtidos a partir das suspensdes de nanocapsulas preparadas com
concentragdes decrescentes dos tensoativos

Pos Recuperagdo do diclofenaco (% + s)**

0 meses 3 meses 6 meses 14 meses
A 100,0 96,8 + 3.9 92,2 + 6,1 91,7+ 0,1
B 100,0 953 +54 91,3 £5,7 93,1 +75
C 100,0 100,5+0,6 1019+13 96,1 2,9
D 100,0 97,2 +2,6 96,1 + 3,6 932 +38
E 100,0 100,0 + 8,1 99,8 + 8,3 97,5+ 3,6
F 100,0 89,6 + 6,1* 72,77 £ 12,8% 65,7 +0,5%

* Aparecimento de picos adicionais nos cromatogramas.
** Considerando-se percentual em relagdo a concentragido no tempo
zZero.

suspensdo E (sem o Tween 80®) apresentaram um discreto declinio
na taxa de recuperacdo do diclofenaco, principalmente entre o sexto
e o décimo quarto meses, porém nio foi observado pico adicional
nos cromatogramas. Este fato provavelmente deve-se a precipitaciio
simultanea de nanocristais durante a formacdo das nanocdpsulas,
estabilizados pelos tensoativos, quando a concentragio do diclofenaco
excede sua concentragdo de saturagdo para associag¢do nos coldides.
Segundo Guterres e colaboradores®, estes nanocristais apresentam a
mesma distribuiciio de tamanho de particula das nanocdpsulas e, em
fun¢@o do tempo de armazenamento, eles se agregam e precipitam.

A suspensdo D também apresentou declinio na taxa de recupera-
¢do do diclofenaco, acompanhado do aparecimento de picos adicio-
nais nos cromatogramas a partir do terceiro més, com tempos de
retengdo de 4,1 min e de 6,2 min, correspondentes aqueles observa-
dos anteriormente por Miiller'”. Desta forma, a diminui¢do do teor
de farmaco ndo pode ser unicamente devida a formacdo simultanea
de nanocristais durante a preparacdo da formulacdo mas, também,
devida ao inicio da degradacdo do farmaco, concomitantemente. Este
resultado também pode ser observado para a suspensdo F (sem o
Epikuron 170®), logo apds a preparagdo da formulagdo, observado
pelo decréscimo significativo (a0 = 0,05) de aproximadamente 50%
na recuperagdo do diclofenaco até o décimo quarto més, com apare-
cimento dos picos adicionais no cromatograma. Estes resultados
podem indicar a degradagdo do diclofenaco nestas duas suspensoes
e que a presenca do Epikuron 170® poderia exercer um efeito prote-
tor do farmaco, estabilizando-o nas formulagdes.

A secagem de suspensdes de nanoparticulas normalmente ¢ em-
pregada visando-se o interesse de aplicacdo industrial dos produtos
secos pela diminuigdo da contaminacfio microbiana, pela viabilidade
tecnoldgica como intermedidrios de formas sélidas finais, assim como
pelo aumento da estabilidade fisico-quimica dos produtos®. As sus-
pensdes A-F foram submetidas a secagem por aspersio logo apds pre-
paracio, utilizando-se o Aerosil 200® como adjuvante de secagem. Os
rendimentos da operagdo situaram-se entre 50 e 58%.

A recuperacdo do diclofenaco a partir dos pds A-E, em funcdo
do tempo, demonstrou que o seu teor mantém-se constante nos 14
meses do estudo de estabilidade (o = 0,05) (Tabela 3). O p6 F (sem
Epikuron 170%) apresentou um decréscimo significativo (o = 0,05)
na recuperacio do diclofenaco a partir do terceiro més observando-
se, simultaneamente, o aparecimento dos picos adicionais nos croma-
togramas.

A andlise dos resultados demonstra que a estabilidade dos
coloides € afetada pelo tipo e concentragdo dos tensoativos, sendo
que as suspensdes mostraram-se mais instaveis que os seus produtos
secos correspondentes. Também pode-se verificar, tanto para as for-
mas liquidas como para as sélidas, que a presenga de Epikuron 170®
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acima da concentragdo de 3,06 mg/mL, na preparagiio das suspen-
sdes, impede a diminui¢io do teor de diclofenaco, seja evitando a
agregacdo do farmaco e/ou exercendo um efeito protetor contra uma
possivel degradacdo do diclofenaco, uma vez que as formulacdes
preparadas na sua auséncia (suspensdo e pé F) apresentaram dimi-
nuicdo significativa (o = 0,05) do fdrmaco, com o aparecimento de
picos adicionais nos cromatogramas.

Experimentos de degradaciao

Um estudo de fotodegradag@o foi realizado com lampada UVC,
mantendo-se a temperatura interna da camara em 28 °C + 1 °C, para se
investigar os possiveis fatores que conduzem a diminuigio do teor do
farmaco, acompanhada de aparecimento de picos adicionais nos
cromatogramas (CLAE), anteriormente observados no estudo prévio
de estabilidade de suspensdes de nanocdpsulas contendo diclofenaco.

Para verificar a influéncia da temperatura da cdmara sobre a de-
gradagdo do diclofenaco, as formula¢des foram também submetidas
ao ensaio protegidas da luz com papel aluminio. Quando analisadas
por CLAE, ndo apresentaram pico além do sinal relativo ao
diclofenaco, o que sugere que a temperatura no interior da camara
ndo influenciou na degradacdo do farmaco.

Cada componente da formulacio de nanocédpsulas foi analisado
por CLAE isoladamente. O Miglyol 810®, o Epikuron 170® e a poli(e-
caprolactona) néo apresentaram absor¢do no comprimento de onda
avaliado. Por sua vez, o cromatograma do Tween 80® apresentou um
pico em 7,3 min. Quando expostas a luz UVC isoladamente, todas
estas quatro matérias-primas das formulacdes de nanocdpsulas nao
apresentaram picos detectdveis ou adicionais na andlise por CLAE.

O diclofenaco 4cido no estado sélido foi submetido a luz UVC,
ndo tendo sido observados picos adicionais nos cromatogramas
(CLAE, 280 nm) até 14 dias de exposi¢do a luz UVC.

Na Figura 1a, pode-se observar o cromatograma da suspensdo F
(sem o Epikuron 170®) apés preparagdo. Antes da exposigdo a luz
UVC, o cromatograma apresenta apenas o pico referente ao diclofe-
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Figura 1. a) Cromatograma da suspensdo de nanocdpsulas F, formulada
sem Epikuron 170°, antes da exposi¢do a luz UVC. b) e ¢) Cromatogramas
obtidos apds 14 dias de exposicdo a luz UVC, da suspensdo de nanocdpsulas
F e do produto seco F, respectivamente. d) e e¢) Cromatogramas obtidos
apds 14 dias de exposicdo a luz UVC, da suspensao de nanocdpsulas A e do
produto seco A, respectivamente
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naco, em 3,2 min. As demais formulagdes apresentaram cromato-
gramas semelhantes apds preparagao.

Com apenas 1 dia de exposig¢ao, para a suspensdo F foram obser-
vados no cromatograma picos adicionais com tempos de retencio
em 4,1 min e em 6,2 min apds andlise de uma aliquota por CLAE,
que aumentam de drea com o tempo de exposi¢ao a luz UVC. Estes
picos coincidem com aqueles observados anteriormente nas suspen-
sdes de nanocdpsulas de diclofenaco em funcio do tempo. Além
destes picos, pode-se observar, nas amostras submetidas a luz UVC,
picos adicionais com tempos de retengdo inferiores a 3,2 min, que
nao haviam sido observados no estudo prévio de estabilidade. Ainda
pode-se observar um pico em 7,3 min, proveniente do Tween 80°.
Ap6s 3 dias de exposigdo, verifica-se o desaparecimento do pico
referente ao diclofenaco. As Figuras 1be lc mostram os
cromatogramas das formulagdes F (suspensdo e pd), preparadas sem
Epikuron 170®, apés 14 dias de exposigéo a luz UVC.

Por outro lado, quando a suspensdo A (Tabela 1) foi submetida a
exposi¢do a luz UVC durante 14 dias, foi observado o aparecimento dos
picos com tempos de retengdo em 4,1 min e em 6,2 min, observando-se
também o pico relativo ao diclofenaco em 3,2 min (Figura 1d). Quando
o produto seco A foi submetido a exposicio a luz UVC (Figura le),
também se pode observar a presenga destes picos em 3,2 min,
correspondendo ao diclofenaco, e em 4,1 min e 6,2 min. Estes resulta-
dos sugerem o efeito protetor dos fosfolipideos presentes nas formula-
¢oes A (Epikuron 170®), denotado pela presenga do diclofenaco nestas
formulagdes apds 14 dias de exposicao a luz UVC, quando comparado
as formulagdes F (suspenséo e pd, sem Epikuron 170%).

Para confirmar a potencialidade do Epikuron 170® na estabiliza-
¢3o0 quimica do diclofenaco, misturas bindrias de cada componente
da formula¢@o com o farmaco foram expostas a luz UVC. Quando a
mistura bindria diclofenaco dcido e Miglyol 810° foi submetida ao
ensaio, foi verificado o aparecimento do pico em 4,1 min no
cromatograma, logo apés as primeiras 24 h de irradiagdo. Apds 3
dias de exposi¢do a luz UVC, além dos picos em 3,2 min e em 4,1
min, o pico em 6,2 min também foi observado. Este mesmo compor-
tamento pode ser verificado para as misturas bindrias diclofenaco
dcido e poli(e-caprolactona) e diclofenaco dcido e Tween 80°. No
entanto, quando a mistura bindria diclofenaco acido e Epikuron 170®
foi submetida ao ensaio de exposi¢do a luz UVC, ndo se verificou o
aparecimento dos picos adicionais nos cromatogramas, nem mesmo
apos os 14 dias de exposi¢do a luz UVC, mantendo-se constante a
drea do pico relativo ao diclofenaco. Este fato evidencia que o
Epikuron 170® exerce um efeito protetor sobre o diclofenaco, impe-
dindo e/ou retardando a sua degradacdo. Provavelmente este efeito
protetor verificado para o Epikuron 170® deve-se a sua estrutura
fosfolipidica, a qual, numa formulagdo de suspensdes coloidais, pode
conduzir a formacao concomitante de nanocapsulas e de lipossomas.
Mosqueira e colaboradores* verificaram, para suspensdes de
nanocépsulas de dcido poli(D,L-lactico), nas quais o Epikuron 170°®
foi utilizado como tensoativo, a formagdo de lipossomas multila-
melares e estruturas formadas de multicamadas, concomitante a for-
magao das nanocdpsulas. Dessa forma, o farmaco poderia ser prote-
gido da luz pela presenca de Epikuron 170® na formulagio numa
concentragdo acima de 3,06 mg/mL (Tabela 2), seja através da
adsorcdo do fosfolipideo as nanocédpulas contendo diclofenaco, seja
pela formagdo concomitante de lipossomas contendo o fairmaco ou,
ainda, pela formagdo de uma estrutura lipossomica englobando as
nanocdpsulas. Esta protecdo estaria relacionada a composi¢do qui-
mica do Epikuron 170°, composto de uma mistura de glico- e fosfo-
lipideos, que sdo ésteres de acidos graxos saturados e insaturados,
como o 4cido linoleico. Desta forma, a reagdo de oxidagdo das ca-
deias insaturadas do Epikuron 170® ocorre preferencialmente a de-
gradacdo do diclofenaco.
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Isolamento e identificacao dos produtos de degradacao do
diclofenaco

Um produto de nanocdpsulas, preparadas com monoestearato de
sorbitano e Tween 80® (sem Epikuron 170%), seco por aspersao, con-
tendo diclofenaco e armazenado durante 2 anos, apds extracdo com
acetonitrila e andlise por CLAE, apresentou os mesmos picos com
tempos de retengdo em 4,1 min e em 6,2 min. Estes compostos [com-
posto (I) e composto (II)] foram isolados desta amostra, conforme
descrito na parte experimental, e analisados novamente por CLAE,
apresentando os tempos de retencdo de 4,1 min [composto isolado
(D] e de 6,2 min [composto isolado (I)]. Analisou-se também (CLAE)
a co-inje¢do de cada composto isolado (I) ou (II) com uma amostra
de suspensdo de nanocdpsulas, apresentando os picos de degrada-
¢do, ndo se verificando sinais além daqueles presentes no cromato-
grama da suspensdo, havendo completa sobreposi¢do de cada pico
com tempo de reten¢do em 4,1 min ou 6,2 min para cada andlise.
Dessa forma, pode-se concluir que os compostos isolados (I) e (II)
sdo produtos idénticos aos detectados na analise de amostras de sus-
pensdes D e F e do pd F, contendo diclofenaco, armazenados por
mais de trés meses.

Com a finalidade de identificar estes dois compostos isolados,
os mesmos foram submetidos a andlise por cromatografia gasosa,
acoplada a espectrometria de massas. Estes apresentaram tempos de
reten¢do em, respectivamente, 12,9 min [composto isolado (I)] e 12,3
min [composto isolado (II)]. Os espectros de massas (Figura 2) fo-
ram analisados, e o composto (I) apresentou o fon molecular [M]*" a
267 m/z com abundancia relativa de 25%, assim como o ion [M+2]*
com abundéancia relativa de 17% e o ion [M+4]* com 3%, indicando
a presenca de dois 4tomos de cloro na molécula. O pico base com
214 m/z € decorrente das perdas de HCl e de OH, e a presenga do
pico em 216 m/z (36%) indica um atomo de cloro no fragmento. O
pico em 179 m/z (17%) corresponde a um fragmento com perda de
dois dtomos de cloro e 18 u.m.a. a partir do fon molecular. A andlise
sugere que o composto (I) corresponde ao dlcool 2-(2°,6’-dicloro-
fenil)aminobenzilico (Figura 3), produto de degradacdo do diclo-
fenaco, que jd havia sido relatado por Sun e Fabre® e verificado por
Cwiertnia e colaboradores®, para amostras de diclofenaco submeti-
das a temperatura de 80 °C.

O composto (II) apresentou o fon molecular [M]* a 265 m/z
com abundancia relativa de 64%, assim como o ion [M+2]* com
abundancia relativa de 40% e o ion [M+4]* com 5%, indicando a
presenca de dois atomos de cloro na molécula. O pico base com
230 m/z € decorrente da perda de um atomo de cloro e o pico em
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Figura 2. Espectros de massas do composto isolado (I) (a) e do composto
isolado (II) (b)



560 Miiller et al.

CHO
NH NH NH
c1\©/c1 c1\©/c1

Diclofenaco ) (1)

Cl Cl

Figura 3. Estruturas quimicas do diclofenaco e dos compostos de
degradagdo do diclofenaco, (1) dlcool 2-(2°,6’-diclorofenil)aminobenzilico
e (II) N-(2’,6’-diclorofenil)antranilaldeido

202 m/z (36%) corresponde a perda de CO. O pico em 166 m/z (40%)
corresponde a um fragmento com perda de dois dtomos de cloro e
29 u.m.a. a partir do fon molecular. A andlise sugere que 0 composto
(II) corresponde ao N-(2’,6’-diclorofenil)antranilaldeido (Figura 3),
produto que também j4 foi descrito por alguns autores como um dos
produtos de degradacdo do diclofenaco sédico, formado por uma
descarboxilagdo oxidativa do farmaco®264!,

CONCLUSOES

O diclofenaco formulado em suspensdes de nanocdpsulas e seus
produtos secos por aspersdo sofrem diminuicido do teor em fungio
do tempo de armazenamento. Esta reducdo € dependente do tipo e
da concentracdo do sistema tensoativo, utilizado na preparagdo das
formulagdes. A presenca de Epikuron 170® em concentragio supe-
rior a 3,06 mg/mL estabiliza fisica- e quimicamente o farmaco, pre-
vine sua diminui¢@o em teor e o aparecimento de produtos de degra-
da¢@o nas formulagdes.

Estudos de degradacdo acelerada do diclofenaco nas suspensdes
e pos-correspondentes, através de exposi¢ao a luz UVC dessas for-
mulagdes e de misturas bindrias de cada componente com o farmaco,
confirmaram o efeito de estabilizacdo quimica do diclofenaco pro-
movido pelo Epikuron 170°.

A andlise através de cromatografia gasosa acoplada a espectro-
metria de massas permitiu identificar os produtos de degradacdo do
diclofenaco, nas formulagdes de nanocédpsulas poliméricas formula-
das com baixa concentracio (menor que 3,06 mg/mL) ou auséncia
de Epikuron 170°, como sendo o dlcool 2-(2’,6’-diclorofenil)amino-
benzilico e o N-(2°,6’-diclorofenil)antranilaldeido.
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