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RESUMO

O cloridrato de tramadol (CTD) é um farmaco soluvel em &gua e amplamente
empregado na medicina veterindria com finalidade analgésica em diversas espécies
animais. Contudo, sua utilizacdo apresenta restricbes clinicas relevantes,
principalmente em decorréncia de efeitos adversos, como disturbios gastrointestinais
e episddios de excitabilidade, sobretudo apds administracdo intravenosa
rapida.Nesse cenario, a encapsulag¢édo do farmaco em nanoestruturas poliméricas do
tipo nanocapsulas (NCs) configura-se como uma estratégia promissora para
promover a liberacdo prolongada do principio ativo, reduzindo a frequéncia e a
intensidade dos efeitos colaterais. Além disso, as NCs podem encapsular mais de
um agente analgésico em seu nucleo oleoso, potencializando a eficcia terapéutica.
O oleo essencial de copaiba (OEC), por sua vez, ja demonstrou propriedades
analgésicas in vivo.Com o intuito de viabilizar a encapsulacédo do farmaco em NCs, o
presente trabalho tem como objetivo obter uma forma mais lipofilica do tramadol, o
tramadol base (TMD), a partir do CTD. Adicionalmente, busca-se caracterizar as
NCs desenvolvidas contendo TMD. Duas formulac¢des foram produzidas pelo método
de nanoprecipitacdo: NC TMD e NC TMD OEC, contendo em seu nucleo oleoso
migliol e migliol/éleo essencial de copaiba, respectivamente. Tamanho, indice de
polidispersao (Pdl) e potencial zeta foram determinados ao longo de 60 dias por
espalhamento dinamico de luz (EDL). Ambas as NCs apresentaram Pdl inferior a 0,3
e potencial zeta negativo. A NC TMD OEC (~170,60 nm) apresentou diametro
inferior ao da NC TMD (~226 nm), atribuivel a presenca do OEC. A eficiéncia de
encapsulacdo, determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foi
superior para a NC TMD OEC (~70%) em comparacdo a NC TMD (~50%). A
solubilidade do TMD em PBS pH 7, determinada por CLAE, foi de 1,3 mg/mL.O perfil
de liberacédo in vitro das NCs foi realizado por dialise direta, evidenciando liberacao

completa em 2 horas, semelhante ao TMD néo associado as NCs.

Palavras chaves: nanocapsula, tramadol, 6leo essencial de copaiba,
caracterizacao, in vitro



ABSTRACT

Tramadol hydrochloride (THD) is a water-soluble drug widely used in veterinary
medicine for analgesic purposes in several animal species. However, its clinical use
presents relevant limitations, mainly due to adverse effects such as gastrointestinal
disturbances and episodes of excitability, especially after rapid intravenous
administration. In this context, drug encapsulation into polymeric nanostructures such
as nanocapsules (NCs) emerges as a promising strategy to promote sustained drug
release, thereby reducing the frequency and severity of side effects. In addition, NCs
allow the encapsulation of more than one analgesic agent within their oily core,
potentially enhancing therapeutic efficacy. Copaiba essential oil (CEO) has already
demonstrated in vivo analgesic properties. In order to enable drug encapsulation into
NCs, the present study aimed to obtain a more lipophilic form of tramadol, tramadol
base (TMD), from THD. Furthermore, the developed TMD-loaded NCs were
characterized. Two formulations were prepared by the nanoprecipitation method: NC
TMD and NC TMD CEO, containing Miglyol and Miglyol/copaiba essential oil,
respectively, as the oily core. Particle size, polydispersity index (Pdl), and zeta
potential were determined over 60 days by dynamic light scattering (DLS). Both NCs
exhibited Pdl values below 0.3 and a negative zeta potential. NC TMD CEO (~170.60
nm) presented a smaller mean diameter than NC TMD (~226 nm), which was
attributed to the presence of CEO. Encapsulation efficiency, determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC), was higher for NC TMD CEO (~70%)
compared to NC TMD (~50%). The solubility of TMD in PBS pH 7.0, determined by
HPLC, was 1.3 mg/mL. The in vitro release profile of the NCs was evaluated by direct
dialysis, showing complete drug release within 2 hours, similar to free TMD not

associated with NCs.

Keywords: nanocapsule, tramadol, copaiba essential oil, characterization, in vitro
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1.0 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Mecanismos e conceitos fundamentais para dor

A dor pode ser descrita como uma experiéncia sensorial e emocional
geralmente associada a lesdes teciduais reais ou potenciais, podendo ser
classificada de acordo com sua duracdo ou mecanismo fisiopatologico (Alorfi, 2023).
Na prética clinica a dor pode ser distinguida em aguda, de curta duracdo e
autolimitada; e cronica, que pode ser oncoldgica ou ndo, com duracao indefinida e
frequentemente associada a inflamacdo persistente ou lesdo continua, como
mostrado na Tabela 1. Do ponto de vista fisiopatoldgico, a dor pode ser classificada

como nociceptiva, neuropética ou mista (Alorfi, 2023).

Tabela 1: Aspectos fisiolégicos e mecanismos envolvidos na geracdo da dor

Tipo de Dor

Caracteristicas Clinicas

Base Fisiolégica Fisiologia

Aguda

Inicio subito, curta duracao,
autolimitada; ex.: trauma,
cirurgia

Ativacdo aguda de nociceptores
e vias rapidas de conducao

Crbnica oncoldgica

Relacionada a neoplasias,
persistente e progressiva

Estimulacéo continua de vias
nociceptivas e adaptacéo
central

Crbnica ndo oncoldgica

Prolongada, ndo autolimitada,
ligada a inflamacéo ou lesdo

Sensibilizacao central e
periférica; plasticidade neuronal

nervosa
Nociceptiva Vias nervosas intactas; Estimulacéo de nociceptores
ativacdo de nociceptores em tecidos somaticos ou
viscerais
Neuropética Decorre de leséo ou disfuncdo AlteracBes
nervosa, periférica ou central estruturais/funcionais em fibras
nervosas e SNC
Mista Envolve componentes Interacao entre inflamacgédo e

nociceptivos e neuropaticos
simultaneamente

disfuncdo nervosa, resposta
complexa

Fonte: Adaptado de International Association for the Study of Pain (IASP), 2020; Woolf

(2011); Curatolo (2024).

A identificacdo da dor em animais pode ser um desafio, j& que eles néo

comunicam verbalmente seu estado fisico. Por isso, € necessario estar atento a
mudancas comportamentais e fisiolégicas, como, por exemplo: sons incomuns,

agressividade, apatia, taquicardia, alteracdes respiratérias, entre outros sinais,
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segundo as Diretrizes da WSAVA (2022). De acordo com as mesmas diretrizes, a
avaliacdo e o controle da dor sdo pilares fundamentais no atendimento clinico,
buscando promover o bem-estar, acelerar a recuperacdo e reduzir complicagbes
decorrentes da dor ndo tratada. O estudo demonstra que, para 0 manejo da dor,
devem ser utilizados analgésicos de diferentes classes medicamentosas, atuando
em multiplos pontos da via nociceptiva. Os medicamentos mais frequentemente
empregados incluem anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES), analgésicos opioides
(como o tramadol) e anestésicos locais. A escolha do medicamento dependeréd da
espécie do animal, do seu porte e do tipo de procedimento a ser realizado conforme
Diretrizes da WSAVA (2022).

Dessa forma, a eficicia no tratamento da dor ndo representa apenas um
principio ético e legal, mas constitui também uma pratica essencial para a obtengéo
de melhores resultados clinicos e para a promocéo da qualidade de vida dos animais
(Steagall et al.,, 2021). Em animais submetidos a esforco fisico repetitivo, a
necessidade de farmacos que auxiliem no controle da dor torna-se cada vez mais
evidente, sobretudo quando busca-se aliar acessibilidade, efichAcia e acédo
prolongada. A procura por tratamentos capazes de oferecer conforto sem
comprometer a qualidade de vida dos animais é indispensavel ndo apenas para
garantir a produtividade, mas também para atender as diretrizes atuais de bem-estar
animal (Hoétzel et al., 2004; Croney et al, 2025). Esse cenério € impulsionado por
uma mudanca na percepc¢ao social, que progressivamente deixa de enxergar 0s
animais apenas como ferramentas de trabalho e passa a reconhecé-los como
membros da familia.

Mesmo com todos 0s avancos tecnolégicos e a mecanizacdo no setor
agropecuario, ainda ha uma parcela consideravel das atividades que depende da
forca animal para a locomocdo em areas rurais quanto para a realizacdo de tarefas
que exigem forca e resisténcia, como o transporte de cargas, o manejo de rebanhos
e 0 preparo do solo para o cultivo. (HOTZEL et al., 2004)

Diante dessa realidade, torna-se necessario reconhecer que os animais de
trabalho estdo sujeitos a condicdes que frequentemente resultam em dor ou
desconforto, tornando o0 manejo da analgesia um componente indispensavel do

cuidado veterinario. A dor geralmente é controlada por meio da utilizacdo de

analgésicos (Alorfi, 2023), e os beneficios do tratamento superam amplamente os
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riscos do uso de medicamentos (Tranquilli et al., 2005b). O tratamento analgésico e
anestésico ndo apenas melhora a qualidade de vida dos animais, como também
restaura funcdes fisiologicas de forma mais répida, podendo reduzir morbidade e
mortalidade associadas (Coppens, 2000; Valadao et al., 2002).

O conhecimento de doencas ou procedimentos dolorosos como mostrado na
Figura 1, permite ao veterinario tomar cuidados adequados para minimizar a dor e
para escolha do anestésico mais apropriado. No cotidiano, os veterinarios e tutores
de animais utilizam a observagdo do comportamento para avaliar o bem-estar do

animal que se encontra sob sua protecao (Aleixo et al., 2017).

Figura 1. Nivel de dor esperada de acordo com a doeng¢a, cirurgia ou procedimento em humanos.

Doenca, cirurgia, ou procedimento Nivel de dor esperada
Laparotomia exploratoria Severa
Peritonite Severa
Owariosalpingohisterectomia (OSH) Moderada
Cistotomia Moderada
Limpeza ocular Discreta
Remogido de suturas Ausente

Fonte: Melo et al. (2009).

Quando utilizada, a analgesia com opioides pode induzir efeitos como
sonoléncia, torpor e diminuicdo da responsividade. A classificacdo distingue os
opiaceos, compostos puros ou derivados do Opio, dos opioides, que abrangem
qualquer substancia natural ou sintética capaz de produzir efeitos semelhantes a
morfina (Duarte, 2005). Apesar de sua reconhecida eficacia, essa classe
medicamentosa apresenta limitagdes relevantes, como o risco de dependéncia e a
ocorréncia de efeitos adversos, o que impulsionou a busca por alternativas mais
seguras e eficazes (Duarte, 2005). Ainda assim, os opioides permanecem 0S
analgésicos mais potentes disponiveis, atuando por ligacdo reversivel a receptores
especificos e bloqueando a transmissédo de estimulos nociceptivos, modificando a
percepc¢éo da dor e a sensibilidade central.

Diante dessas limita¢des, torna-se indispensavel a ado¢édo de estratégias de
analgesia balanceada ou multimodal, que combinam diferentes agentes para
potencializar o efeito analgésico e, ao mesmo tempo, reduzir a dose e os efeitos
adversos de cada farmaco isoladamente (Fantoni e Mastrocinque, 2002; Tranquilli et
al., 2005a). Esse cenario evidencia a necessidade do desenvolvimento de novas

formulacbes capazes de oferecer analgesia eficaz, segura e de longa duracéo,
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adaptada as particularidades de diferentes espécies animais. O manejo adequado
da dor, por meio de formula¢des inovadoras, impacta diretamente o bem-estar
animal, favorecendo a recuperacéo clinica, a preservacao da funcionalidade e a
relacdo humano-animal, alinhando-se as atuais diretrizes de bem-estar animal
(Steagall et al., 2021).

1.2 Tramadol

O tramadol (Figura 2) € um analgésico sintético com mecanismos de acédo
opioides e ndo opioides, amplamente utilizado no controle da dor moderada a
intensa. Seu efeito analgésico se da por meio de dois mecanismos principais que
atuam de forma complementar no sistema nervoso central. O primeiro mecanismo
envolve o agonismo parcial dos receptores p-opioides, responsaveis pela modulacéo
da dor em nivel central. O segundo esta relacionado a inibicdo da recaptacdo de
serotonina e norepinefrina, neurotransmissores envolvidos na via descendente da
dor, o que contribui para o aumento da inibicdo da transmisséo dolorosa. Devido a
essa acao dual, o tramadol proporciona analgesia eficaz com menor risco de efeitos
colaterais graves, como a depressao respiratoria, quando comparado aos opioides
tradicionais (Grond & Sablotzki, 2004). Quimicamente, o Tramadol é uma amina
terciaria derivada do ciclohexanol, estruturalmente semelhante a morfina (Figura 3) e
a codeina (Figura 4), porém exibe poténcia farmacoldgica inferior a observada para
a morfina e a codeina (Vazzana et al. 2015). O farmaco também apresenta
vantagens em relacdo a outros agentes opioides, especialmente por estar associado
a uma menor incidéncia de efeitos colaterais, como depressao cardiopulmonar,
guando comparado a medicamentos da mesma classe (Sao Pedro et al., 2016). De
acordo com os dados disponiveis no DrugBank (2025), o tramadol apresenta
diversas propriedades fisico-quimicas relevantes para sua ac¢ao farmacologica. Entre

elas, destacam-se as listadas na Tabela 2:



Figura 2: Tramadol Figura 3: Morfina Figura 4: Codeina

Tramadol

- =

Morfina

Tabela 2: Propriedades do cloridrato de tramadol

Propriedade Descricao

Solubilidade em agua Aproximadamente 0,75 a 1,3 mg/mL
pKa 9,41

Estabilidade Estavel em formulag6es aquosas sob pH

levemente acido ou neutro

Fonte: DrugBank 2025

As propriedades fisico-quimicas do tramadol exercem influéncia direta tanto
no desenvolvimento de sua formulagdo farmacéutica quanto na sele¢éao dos veiculos
mais adequados para administracdo. Apos a administracdo oral ou parenteral, o
farmaco apresenta rapida absorcdo e é metabolizado no figado, principalmente
pelas enzimas do citocromo P450, em especial CYP2D6 e CYP3A4. Entre os
metabdlitos formados, destaca-se o O-desmetiltramadol (M1), que possui afinidade
significativamente maior pelos receptores u-opioides e contribui de maneira decisiva
para a poténcia do efeito analgésico (Kukanich; Papich, 2004).

Em humanos, o tramadol € indicado para o controle da dor aguda ou crbénica
de intensidade leve a moderada, como em casos pos-operatérios, dores musculares,
osteoartrites e dores neuropaticas (Angeletti et al 2013.). Estad disponivel em
diversas formas farmacéuticas, incluindo comprimidos, cipsulas, gotas, solucao oral,
formulacdes injetaveis e de liberacdo prolongada. No contexto veterinario, o uso do
tramadol é considerado off-label, ou seja, fora das indica¢cdes oficialmente
aprovadas. Ainda assim, € amplamente empregado na clinica de pequenos e
grandes animais, conforme descrito pelo VCA Animal Hospitals. Em caes e gatos, é
frequentemente utilizado para o manejo da dor moderada a intensa, especialmente
em situacdes pos-operatorias, lesdes e doencas cronicas (Kukanich; Papich, 2009).
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Na medicina veterinaria, o tramadol oferece vantagens terapéuticas
importantes, sendo um farmaco de baixo custo e administravel por via oral, 0 que
facilita seu uso em animais (Read, Khatun, and Murphy, 2019; Cox, Villarino, and
Doherty, 2010).

Um dos desafios associados ao uso do tramadol é sua curta meia-vida, que
exige administracdes frequentes para a manutencéo do efeito analgésico. Esse fator
pode dificultar o0 manejo da dor, especialmente em ambientes hospitalares ou em
animais de grande porte, nos quais a administracdo repetida ou continua nem
sempre € possivel. Ha relatos na literatura que descrevem efeitos adversos, como
agitacdo de curta duracdo e espasmos musculares em equinos, particularmente
apos infusdes intravenosas rapidas do farmaco (Dhanjal et al.; 2009). Para contornar
esses efeitos indesejados e prolongar a acdo analgésica do tramadol, uma
estratégia promissora € a utilizacao de carreadores nanoestruturados, que permitem

a liberacédo prolongada do farmaco.

1.3 Nanotecnologia

A nanotecnologia tem se consolidado como uma abordagem inovadora no
desenvolvimento de sistemas terapéuticos poliméricos, oferecendo avancgos
significativos na protecdo e na liberacdo controlada de farmacos. A utilizacdo de
sistemas em escala nanométrica permite aumentar a eficicia terapéutica, reduzir a
toxicidade sistémica e melhorar o perfil farmacocinético das substancias ativas
(Souto et al., 2012). Entre os sistemas nanoestruturados poliméricos, destacam-se
as NCs, que consistem em um nucleo oleoso envolto por uma camada de polimero
(Figura 5). Nessa estrutura, o farmaco pode estar dissolvido no nucleo lipofilico e/ou
adsorvido na parede polimérica, possibilitando o controle da liberagdo do principio
ativo (Souto et al., 2012). Além disso, a arquitetura das NCs oferece protecéo contra
processos de degradagdo quimica e enzimatica, favorecendo a estabilidade do
farmaco e sua penetracdo em tecidos-alvo. Essas vantagens decorrem do reduzido
tamanho das particulas e da possibilidade de modificacado superficial, caracteristicas
que ampliam o potencial de aplicagéo terapéutica desses sistemas (Soppimath et al.,
2001).

As NCs podem ser constituidas por polimeros biocompativeis e

biodegradaveis como a policaprolactona. No contexto da area veterinaria, as NCs
6



tém sido estudadas, como demonstrado na Tabela 3 evidenciando diferentes

meétodos de preparo e composicao.

Matriz

Fonte: Ari Teguh Setiawan | Dreamstime.com

polimérica

Figura 5: Representagdo esquematica de nanocapsulas poliméricas
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Tabela 3: Exemplos de nanocapsulas na area veterinaria

Referéncia

Composicéao

Técnica de preparo

Principais resultados

Araujo et al., (2015)

(°*™Tc-MIBI), PCL,
tensoativos, solventes
organicos

Nanoprecipitagdo

Menor absorcao sistémica
apos administragdo
intramamaria em ratas

Araujo et al., (2019)

Cloxacilina benzatina,
PCL, tensoativos,
solventes orgéanicos

Nanoprecipitagédo

Internalizacdo celular das
NCs e cura da mastite
bovina

Zhou et al. (2023)

Tramadol,
biodegradavel
(PLA/PCL), tensoativos

polimero

Nanoprecipitagdo

Liberagdo controlada do
farmaco, melhora do perfil
farmacocinético e reducao

de efeitos adversos
sistémicos
Elisei et al. (2020) Artemisinina, polimero Nanoprecipitagdo Efeito antinociceptivo

polimérico, tensoativos

significativo em modelo
de dor pés-operatéria via
inibicdo do TLR4

Fonseca et al. (Phenylselanyl)-2H- Nanoprecipitagdo Aumento da estabilidade

(2024) chromen-2-one, do composto e atividade
polimero analgésica potencializada
biodegradavel

Dhanjal et al. Tramadol, sistemas Nanoprecipitacdo Melhora da

(2020) nanoestruturados biodisponibilidade e
poliméricos controle da dor em

modelos animais

Silva et al. (2024) Lidocaina, Nanoprecipitagdo Maior tempo de anestesia
nanocapsulas tépica e reducdo da
poliméricas absorc¢éo sistémica




A producdo de nanocépsulas pode ser realizada por diferentes métodos,
sendo a nanoprecipitacdo, descrita por Fessi e coloboradores. (1989), uma das mais
utilizadas devido a sua simplicidade, baixo custo e alta reprodutibilidade. Essa
técnica utiliza uma fase orgénica composta por um polimero, como a poli(e-
caprolactona) (PCL), material biodegradavel e biocompativel, que pode ser
associada ao farmaco de interesse. Em seguida, essa solucéo organica € adicionada
a uma fase aquosa contendo um tensoativo, promovendo a formacéo espontanea
das nanoparticulas.

Ha4 mais de quatro décadas, os estudos sobre nanocépsulas vém
demonstrando sua ampla aplicabilidade nas areas cosmética e farmacéutica. A
utilizagdo das NCs tem se consolidado como uma ferramenta promissora no
tratamento, diagnéstico e imagem, além de possibilitar o transporte de agentes
terapéuticos para diversas doencas, sobretudo cancer, processos inflamatérios e

infeccdes (de Oliveira et al., 2023), conforme ilustrado na figura 6.

Figura 6: Principais aplica¢cdes das nanocépsulas poliméricas
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Fonte: Adaptado de Oliveira et al 2023.

Na medicina veterinaria, mais recentemente as NCs tém se mostrado
promissoras em diversas aplicacbes, como a minimizacdo de efeitos colaterais e a

superacéo das limitagdes farmacocinéticas de farmacos (ZHOU et al., 2016).



A liberacdo lenta e sustentada que pode ser proporcionada pelas NCs
favorece uma acdo terapéutica mais eficiente, reduzindo os riscos de picos
plasméticos e reacdes adversas (SOUTO et al., 2012). Dessa forma, as NCs surgem
como uma estratégia inovadora no desenvolvimento de formulagdes veterinarias,
com potencial para aumentar a eficacia terapéutica, melhorar a seguranca do
tratamento e maximizar o bem-estar dos animais.

No contexto da analgesia veterindria, o desenvolvimento de formulagcbes
baseadas em NCs tem se mostrado uma estratégia promissora para 0 manejo da
dor moderada a intensa. De acordo com o estudo demonstrado por Silva e
coloboradores (Silva et al,. 2024), a lidocaina € um anestésico local comum e
amplamente utilizado cuja as propriedades analgésicas sdo eficazes, porém
apresenta limitagbes como curta duragcdo de anestesia pulpar, restrita a
aproximadamente 10 minutos. A encapsulacdo da lidocaina em NP promoveu
aumento do coeficiente de permeabilidade em cerca de 6,6 vezes e do fluxo em
estado estacionario em aproximadamente 7,5 vezes para a lidocaina através do
epitélio mucoso. Além disso, tanto a encapsulacdo quanto a associagdo com
epinefrina melhoraram a duracéo da anestesia. O trabalho apresentado por Fonseca
e colaboradores (Fonseca et al.; 2024) investigou os efeitos da encapsulacdo do 4-
(Fenilselanil)-2H-cromen-2-ona (4-PSCO) em NCs. Os resultados mostraram
liberag&o controlada do 4-PSCO e auséncia de toxicidade.

A artemisinina (ART) é descrita como um agente utilizado no controle da
inflamacdo e da dor; entretanto, os mecanismos envolvidos em seu efeito
antinociceptivo ainda sdo pouco compreendidos. Nesse contexto, o estudo de Elisei
e coloboradores (Elisei et al.; 2020), investigou o efeito da ART tanto em sua forma
livre quanto na forma nanoencapsulada sobre a dor pdés-operatoria verificando um
efeito antinociceptivo mais potente e duradouro quando da forma nanoencapsulada
comparado a ART livre ou a morfina. Wentao Deng e colaboradores (Wentao et al;
2022) tiveram como objetivo desenvolver hidrogéis de quitosana reticulados com
genipina, utilizando-os carregada de nanocapsulas para a entrega de bupivacaina
(BPV), visando a prolongacéo da anestesia e ao alivio da dor. O hidrogel polimérico
promoveu 99,2 + 1,12% de liberacdo do BPV em 36 horas, além de ndo exibir

citotoxicidade evidente.



Figura 7: Formulac®es de nanocapsulas na medicina veterinaria: potenciais terapéuticos em
diferentes doencas
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Portanto, para 0 sucesso da farmacoterapia veterinaria, ainda sao
necessarios estudos que enfrentem os desafios existentes, como o namero limitado
de farmacos e formas farmacéuticas disponiveis para esse mercado, além da grande
variabilidade interespecifica entre animais, que envolve diferencas de fisiologia,
farmacocinética e farmacodindmica (Carvalho et al 2021). Assim, para superar
obstaculos relacionados a biodisponibilidade, eficAcia e seguranca da
farmacoterapia em animais, 0s sistemas nanoestruturados a base de polimeros

representam uma ferramenta promissora.

1.4- Nanoparticulas contendo tramadol

O tramadol apresenta metabolismo hepdtico intenso, curta meia-vida, o que
requer administracdes frequentes gerando maior incidéncia de efeitos colaterais.
Diante dessas limitagbes, o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados surge
como uma estratégia promissora, especialmente na medicina veterinaria, uma vez
que a incorporacdo do tramadol em nanoparticulas pode prolongar seu tempo de
acao, reduzir a frequéncia de administracdo e, consequentemente, aprimorar tanto a

eficicia terapéutica quanto o perfil de seguranca do tratamento.
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Diversos estudos na literatura investigam o uso do tramadol com o objetivo de
controlar seu perfil de liberacdo, conforme apresentado na Tabela 4. Nas formas
farmacéuticas convencionais, contendo o tramadol ndo encapsulado, observa-se
uma liberacdo extremamente rapida, de modo que em cerca de 2 horas ocorre a
liberacdo quase completa do farmaco (REF??). Por outro lado, quando o tramadol é
incorporado a formas farmacéuticas modificadas, verifica-se prolongamento do
tempo de liberacao (Yildirim et al., 2024; Abbsinia et al., 2020; Mabrouk et al., 2019),
reducdo da velocidade de liberacdo, potencializagcdo do efeito terapéutico e

diminuicao da toxicidade.

Tabela 4 — Exemplos de estudos envolvendo nanoparticulas contendo tramadol

Formulagdo Polimero Tipo de Tamanho Potencial Eficiéncia d~e . Perf|l~de_
- . . Pdl encapsulacéo liberacéo in
utilizado particula ~ médio (nm) Zeta (mV) :
(%) vitro
Nanoparticulas Dupla
lipidicas sélidas Monoegtearato emul&ﬁcggao 131+17,25 0,21+ -11,2+1,04 89.4 + 2.38% 791
(ABBASNIA et al de glicerol  evaporacao de nm 0,013 mV
2020) solvente.
Proteinas como
Nanocarreadores Molr_loqlef”:llto de  \istodo de . H
+ —
(AGRAWAL etal PO |0X|_et| enos dessolvatagio 377.2+29.2 0.433 23 mV 70 a 80% 48 a 50
2019) orbitano
Formulacdo B
subcutanea de Evaporagéo do
liberacdo controlada PCL solvente por 2-5nm - - 97,00 + 0,70% 1080h
(MABROUK et al deslizamento
2018)
Nanoesferas Método de
carregadas com evaporagao de
cloridrato de PLGA sovente de o318 g4 '16'1\1/0'4 35 % 30h
tramadol dupla nm m
(YILDIRIM et al emulsificagéo
2024)
Membranas de acido
polilatico para Fiac&o por
liberacao local de eletrofuséo e a
- - 0,
tramadol PLA fiao por jato 700 nm 90% 72h
(FERNADEZ- de ar
MINOTRE et al
2025)
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A liberacéo in vitro de formulacbes nanocarreadoras pode demonstrar, de
forma recorrente, um perfil prolongado de liberac&o, sugerindo potencial para manter
niveis terapéuticos mais estaveis e controlados (Zhou et al., 2016). A possibilidade
de ajustar a taxa de liberagcdo do farmaco sem a necessidade de modificar sua
estrutura quimica tem sido amplamente estudada como estratégia para aprimorar

formulacdes ja existentes, sobretudo aquelas associadas a limitacdes estruturais.

1.5. JUSTIFICATIVA

A dor em animais tem recebido atencdo crescente na medicina veterinaria,
refletindo a evolucdo da percepcédo social sobre o bem-estar animal. Atualmente,
muitos animais sao considerados membros da familia ou desempenham funcdes
essenciais em atividades rurais e urbanas, o que reforca a importancia de
abordagens terapéuticas eficazes e seguras para 0 manejo da dor. No caso dos
equinos, praticas como transporte de carga, competicdes esportivas (como salto e
corrida) e manejo intensivo frequentemente os expdem a situagdes estressantes que
podem resultar em quadros algicos. Se nao tratados adequadamente, esses quadros
comprometem ndo apenas o desempenho fisico, mas também o bem-estar geral do
animal. O tramadol € um analgésico amplamente utilizado em medicina veterinaria
para o controle da dor moderada a intensa, inclusive em procedimentos cirdrgicos.
No entanto, sua administracdo intravenosa pode desencadear efeitos adversos,
especialmente em equinos, como espasmos musculares e agitacéo, dificultando seu
uso continuo ou em protocolos prolongados. Essa limitacdo terapéutica justifica a
busca por estratégias que otimizem sua eficacia e reduzam os riscos associados a
via de administracdo. Neste contexto, a nanotecnologia representa uma abordagem
inovadora e promissora. A incorporacdo do tramadol em nanocapsulas poliméricas
permite a liberacdo controlada do farmaco, prolongando sua ag¢do analgésica e
reduzindo a frequéncia de administracdo. Essas caracteristicas tornam o0s
nanocarreadores particularmente atrativos para aplicacdes em medicina veterinaria.
Assim, este estudo propde o desenvolvimento e a avaliagdo de nanocapsulas
poliméricas contendo tramadol, com o objetivo de oferecer uma alternativa
terapéutica mais segura, eficaz e sustentavel para o controle da dor em animais. A
expectativa € que essa abordagem contribua para avancgos significativos no manejo

analgésico de animais, promovendo seu bem-estar e melhorando os resultados.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo tramadol.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter o tramadol na forma de base livre (TMD) a partir de seu sal cloridrato;

e Preparar nanocapsulas poliméricas contendo tramadol por meio da técnica de
nanoprecipitacao;

e Realizar a caracterizacao fisico-quimica das NCs, incluindo tamanho médio
da particula, indice de polidispersdo , potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacao;

e Avaliar a estabilidade fisica das formulacdes obtidas durante o periodo de
estocagem;

e Determinar a solubilidade do tramadol em diferentes meios, visando a
padronizacdo do ensaio de liberacao in vitro;

e Realizar o ensaio de liberacao in vitro do tramadol a partir de nanocapsulas,
empregando o método de didlise direta.
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3.0 METODOS

3.1 Obtencéao do tramadol na forma de base livre (TMD)

A base livre de tramadol foi obtida a partir de seu sal cloridrato por meio de
uma reacdo de desprotonacdo em meio alcalino, seguida de extracéo liquido—liquido
com solvente organico apolar. Inicialmente, o cloridrato de tramadol foi dissolvido em
adgua destilada sob agitacdo magnética até completa solubilizagdo. Em seguida,
adicionou-se lentamente uma solucdo aquosa de hidroxido de aménio (NH,OH, 10%
m/v), sob agitacdo constante, até que o pH da solucéo atingisse valores entre 10 e
11. A alcalinizacdo foi monitorada com auxilio de um pHmetro previamente
calibrado, sendo observada a coloracdo esbranquicada caracteristica resultante da
desprotonacdo da amina do farmaco (Figura 8).A solucédo alcalinizada foi entdo
transferida para um funil de separacdo, no qual se procedeu a extracdo liquido—
liguido com cloroférmio (trés porcdes sucessivas). As fases foram vigorosamente
agitadas, com liberacdo periddica da pressdo acumulada, e separadas
cuidadosamente. A fase organica (inferior), contendo a base livre de tramadol, foi
coletada e submetida a secagem com sulfato de sédio anidro previamente ativado,
seguida de filtracdo. O solvente foi removido por evaporacao sob presséo reduzida
em rotaevaporador (Rotavapor® R3, Blchi) com banho a 40 °C, obtendo-se o
tramadol em sua forma de base livre, identificado como um residuo oleoso. Para
aumentar o rendimento, 0 processo de extracdo e evaporacao foi repetido trés

vezes.

Figura 8: Variacdo da cor observada ao longo da extragédo do tramadol
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3.2 Preparacao de nanocapsulas poliméricas contendo tramadol

Nanocdpsulas poliméricas foram preparadas pelo método de
nanoprecipitagdo, conforme descrito originalmente por Fessi e coloboradores
(1989), com algumas adaptacbes. As formulacdes descritas na Tabela 5
diferenciam-se pela composicédo da fase oleosa utilizada. A primeira foi preparada
exclusivamente com Miglyol®, um triglicerideo de cadeia média amplamente
empregado em sistemas de liberacdo controlada devido a sua elevada
biocompatibilidade e estabilidade. A segunda, por sua vez, foi elaborada com a
combinacdo de Miglyol® e Oleo essencial de copaiba (OEC), com o objetivo de

incorporar ao veiculo os potenciais efeitos terapéuticos da copaiba.

Tabela 5: Composicdo das formula¢gfes de nanocapsulas contendo tramadol

Componentes NC TMD NC TMD OEC NCTMD NC OEC
PCL 12 mg 12 mg 12 mg 12 mg
SPAN 80 15 mg 15 mg 15 mg 15 mg
Miglyol 50 25 ul 50 pl 25 ul
OEC - 25 ul - 25 ul
Acetona 2mL 2mL 2mL 2mL
Etanol 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl
Tween 80 15 mg 15 mg 15 mg 15 mg
Agua 4 mL 4 mL 4 mL 4 mL
Tramadol ! 4mg 4mg - -

1 Tramadol concentragéo fixa de 2 mg/mL em todas as formulagdes. Volume final = 2mL.

O preparo das formulacbes foi realizado em duas etapas, envolvendo
inicialmente a preparacdo separada das fases aquosas e organicas. Para a fase
aguosa, 15 mg de Tween® 80 foram pesados em um béquer limpo e dissolvidos em
4 mL de agua ultrapura. A solucéo foi mantida sob agitacdo magnética constante por
15 minutos, a fim de assegurar a completa solubilizacdo do tensoativo e a obtencao
de uma solugdo homogénea. Paralelamente, para a fase organica, 15 mg de Span®
80 foram pesados em um segundo béquer, aos quais foram adicionados, de forma
sequencial, os demais componentes: poli(e-caprolactona) (PCL), o Oleo
(exclusivamente Miglyol® na formulagcédo 1 ou a combinagéo de Miglyol® e OEC na
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formulacdo 2), acetona, etanol e o farmaco TMD. A mistura foi igualmente
submetida a agitacdo magnética por 15 minutos, garantindo a completa dissolucéo
dos componentes e a homogeneizacdo da fase organica. Ap6s a solubilizagédo
completa das duas fases, a fase organica foi lentamente vertida sobre a fase
aguosa, permanecendo sob agitacdo magnética por mais 10 minutos para favorecer
a formacdo das nanocapsulas. Em seguida, a suspensdo obtida foi submetida a
rotaevaporacéo (Rotavapor® R3, Bichi) para remocao do solvente organico e parte
da &gua, até atingir o volume final desejado (2 mL). Dessa forma, foram obtidas duas
formulacdes distintas de nanocépsulas contendo tramadol, com concentracao final
de 2 mg/mL, conforme ilustrado na Figura 9. Para a preparacdo das nanocapsulas
brancas (NCB), o mesmo procedimento foi adotado, utilizando as mesmas
quantidades de polimero e demais constituintes, diferindo apenas pela auséncia da

adicao do farmaco.

Figura 9: Esquema do preparo de nanocapsulas pelo método de nanoprecipitacao.
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3.3 Caracterizacao das nanocapsulas

O diametro hidrodinamico médio, o indice de polidispersao (Pdl) e o potencial
zeta das nanocapsulas foram determinados utilizando o equipamento Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, UK). As medi¢cGes foram realizadas a 25 °C, com
angulo de deteccéo de 90°. A avaliacdo do tamanho das particulas foi conduzida em

cubetas de vidro, utilizando uma solucéo preparada a partir da diluicdo de 2 pL da
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formulacdo em 1000 pL de &gua Milli-Q (BAZYLINSKA et al., 2014). Para a
determinacao do potencial zeta, a mesma solucéo foi empregada, sendo transferida

para cubetas plasticas equipadas com eletrodos de cobre banhados a ouro.

3.4 Estabilidade das nanoparticulas durante estocagem

O tamanho meédio, o indice de polidispersdo (PDI) e o potencial zeta das
nanocapsulas foram monitorados durante 60 dias, com o objetivo de avaliar
possiveis alteracbes nesses parametros e, consequentemente, a estabilidade
coloidal das formulacbes em condicdes de armazenamento. As amostras foram
mantidas sob refrigeracéo a 4 °C e caracterizadas nos intervalos de 0, 7, 14, 21, 30
e 60 dias. Todas as medi¢cbes foram realizadas conforme descrito no item 3.3,
utilizando o equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, UK). Os

resultados foram expressos como média * desvio padrao (n = 3)

3.5 Quantificagao do TMD

Todas as quantificacbes de TMD foram realizadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), com deteccdo em 270 nm. A separagdo cromatografica foi
conduzida em coluna de fase reversa, utilizando como fase mével uma mistura de
tampéo fosfato em agua ultrapura e metanol grau HPLC, na propor¢do de 65:35
(v/v), ajustada para pH 7,0. O fluxo da fase movel foi mantido constante em 1,0
mL/min como demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6: Condi¢des cromatogréficas para quantificagdo do TMD

Parametros Condicdes Estabelecidas
Fase movel Tamp&o: Metanol (65:35) - pH 7 utilizando trietilamina
Volume de injec&o 20pL
Fluxo/Temperatura 1,0 mL/min/ 30°
Deteccéo UV 270 nm

O tampao fosfato foi preparado pesando-se 0,1482 g de fosfato monobésico

de potassio (KH,PO,), o qual foi dissolvido em 600 mL de agua ultrapura sob
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agitacao até completa solubilizacdo. Em seguida, procedeu-se a preparacao da fase
movel, constituida pela mistura de tampéo fosfato e metanol (grau HPLC) na
proporcao de 65:35 (v/v), e filtrado . O ajuste do pH foi realizado pela adicdo de
trietilamina (TEA) até atingir pH 7,0, com monitoramento em pHmetro previamente
calibrado. A curva de calibragcdo do TMD foi construida a partir da preparacédo de
duas solucbes estoques e de suas diluicbes seriadas subsequentes. A partir dessas
solucdes, foram obtidas concentragdes variando de 0,5 a 500 pg/mL, possibilitando
a determinacao da relacdo entre concentracdo e resposta analitica.

3.6 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiencia de encapsulacdo das formulacdes foi determinada utilizando
metodologia baseada na quantificacdo da fracdo ultrafiltrada do farmaco livre. Para
isso, 300 pL de cada formulacdo foram transferidos para unidades de AMICON
Ultracel® 50K (Millipore®) e submetidos a centrifugacéao a 4500 rpm por 30 minutos.
O filtrado obtido, correspondente a fragcdo ndo encapsulada, foi coletado, e uma
aliquota de 100 pL foi diluida em 900 pL da fase mével. A amostra resultante foi
entdo filtrada em membrana de 0.45 um, transferida para vials e injetada no sistema
cromatografico (CLAE) para analise. A quantidade total de farmaco presente nas
nanoparticulas foi determinada diluindo-se 100 pL da formulacdo em 1,9 mL de
acetonitrila, seguida de agitacdo em vortex por 5 minutos e centrifugacdo a 500 x g
por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e 600 pL foram injetados no CLAE. A
eficiéncia de encapsulacao foi calculada a partir da diferenca entre a quantidade total
de TMD na suspenséao e a quantidade de farmaco livre determinada no ultrafiltrado,
dividida pela quantidade total de TMD quantificada na suspenséo, expressando-se 0

resultado em porcentagem.

3.7 Determinacdo da solubilidade e da condicdo sink para o ensaio de

liberagéo in vitro

A solubilidade do TMD foi determinada nos diferentes meios de liberagéo,
sendo os ensaios realizados em triplicata para cada ponto experimental, conforme

apresentado na Tabela 7.

Tabela 7: Meios de liberacdo empregados para a determinacdo da solubilidade do tramadol
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Meio de liberacéo pH

PBS 7.4
FGS 1.2
FIS 6.8

O fluido gastrico simulado (FGS, pH 1,2) foi preparado de acordo com Unal e
colaboradores (2015), dissolvendo-se 100 mg de cloreto de sddio (NaCl) em 50 mL
de agua deionizada, aos quais foram adicionados 0,35 mL de acido cloridrico (HCI)
concentrado. O fluido intestinal simulado (FIS, pH 6,8) foi obtido dissolvendo-se
340,25 mg de fosfato monobasico de potassio (KH,PO,) em 50 mL de agua
ultrapura, seguido da adicdo de 44,8 mg de hidroxido de sédio (NaOH) para ajuste
do pH.
A solucéo tampéao PBS (pH 7,4), por sua vez, foi preparada pela dissolugéao de 0,400
g de cloreto de sédio (NaCl), 0,010 g de cloreto de potassio (KCI), 0,072 g de fosfato
de sédio dibasico (Na,HPO,) e 0,01225 g de fosfato monobasico de potassio
(KH,PO,) em 50 mL de &gua ultrapura. Para a determinacdo da solubilidade,
adicionou-se excesso de tramadol (2 mg) em tubos Eppendorf de 2 mL contendo 1
mL de cada meio de liberagdo, em triplicata. As amostras foram mantidas sob
agitacdo constante em shaker orbital a 37,0 + 0,5 °C por 24 horas. Apl6s esse
periodo, os sistemas foram centrifugados e o sobrenadante coletado para anélise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a fim de quantificar a fracéo
dissolvida do farmaco. Para a preparacdo das amostras destinadas a injecdo no
HPLC, realizou-se diluicAo na propor¢cdao de 1:4, adicionando-se 200 pL do
sobrenadante a 600 pL de metanol grau HPLC. Dessa forma, apenas a fracdo
efetivamente solubilizada em cada meio foi analisada, visto que o processo de
centrifugacéo e filtragdo removeu particulas e farmaco néo dissolvido. A partir dos
valores de solubilidade obtidos experimentalmente nos diferentes meios de
liberacdo, foi determinada a condicdo sink para a realizacdo dos ensaios de

liberacao in vitro.
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3.8 Ensaio de liberacéo in vitro

O ensaio de liberacdo in vitro do TMD a partir das formulac¢des foi conduzido
pelo método de didlise direta, utilizando membranas semipermeaveis como barreira
de difusdo. Aliquotas das formulacbes contendo nanocépsulas foram
acondicionadas em sacos de dialise previamente hidratados e selados, os quais
foram imersos em tubos falcon contendo 5 mL de PBS (pH 7,4) como meio de
liberacdo. O sistema foi mantido sob agitacdo constante a 37 + 0,5 °C, de forma a
simular condigfes fisioldgicas. A condicdo sink foi estabelecida com base na
solubilidade previamente determinada para o tramadol, assegurando que a
concentracdo maxima no meio de liberacdo ndo ultrapassasse 30% desse valor
(0,39 mg/mL). Esse critério garantiu que o processo de difusdo fosse governado
pelas propriedades da formulagéo, evitando a saturagdo do meio. As formulagdes,
contendo TMD na concentracdo de 2 mg/mL, foram avaliadas em triplicata.
Amostras do meio externo (0,3 mL) foram coletadas em intervalos pré-determinados
(15 min, 45 min, 1 h, 2h?? conferir), sendo imediatamente reposto o0 mesmo volume
de PBS fresco ap0s cada coleta, de modo a manter o volume constante e preservar

a condicao sink. A quantificacdo do farmaco liberado foi realizada por CLAE.

3.9 Analise estatistica

Os valores médios e desvios padrdo foram calculados utilizando Excel. Os
dados foram tratados utilizando Microsoft Office Excel e GraphPad Prism 6.0,
adotando um nivel de significAncia de p < 0,05 para determinar as diferencas

estatisticamente significativas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento e caracterizacdo das nanocapsulas poliméricas contendo

tramadol

As nanocapsulas poliméricas foram desenvolvidas pelo método de
nanoprecipitacdo, como descrito por Fessi e colaboradores (1989), uma técnica
amplamente utilizada devido a sua simplicidade, reprodutibilidade e capacidade de
gerar sistemas com elevada estabilidade coloidal. Esse processo permite a obtencao
de particulas em escala nanométrica de forma controlada, favorecendo a
encapsulacdo eficiente e propriedades adequadas para aplicacbes farmacéuticas.
ApOs a preparacdo, as formulagbes foram submetidas a caracterizagédo fisico-
quimica, contemplando a andlise do tamanho médio de particula, Pdl, potencial zeta
e eficiéncia de encapsulacdo. As NCs apresentaram tamanhos médios de particula
variando nos valores de 158,6 nm e 226,7 nm, mantendo-se, portanto, dentro da
faixa nanométrica. A formulacdo controle NCB (nanocapsulas brancas contendo
apenas Miglyol®) apresentou o menor diametro médio (158,6 nm). Com a
incorporacdo do farmaco tramadol (NC TMD), observou-se aumento expressivo no
tamanho médio, alcancando 226,7 nm, o que sugere a encapsulacdo do farmaco.
Por outro lado, a adicdo do 6leo essencial de copaiba nas formulacfes sem farmaco
(NCB OC) resultou em nanocapsulas com diametro médio de 167,0 nm, valor
levemente superior ao obtido para a formulacdo NCB. Esse comportamento indica
que o OEC promove uma modificacdo moderada na estrutura da particula, sem
impactar de forma significativa o diametro final. Nas formulagcdes contendo
simultaneamente TMD, OEC e Miglyol® (NC TMD OC), o tamanho médio obtido foi
de 170,6 nm, préximo ao observado para NCB OC. Esse resultado sugere que a
presenca do OEC pode contribuir para uma melhor acomodacdo do farmaco na
matriz, reduzindo o impacto no didmetro médio das particulas em relagdo a
formulacdo com tramadol e Miglyol® (NC TMD). De maneira geral, todas as
formulacbes mantiveram-se dentro da escala nanomeétrica, caracteristica essencial
para aplicacdes em sistemas de liberagéo controlada de farmacos (BAZYLINSKA et
al.,, 2014). Ressalta-se, entretanto, que as diferencas observadas entre as

formulacbes poderdo ser mais bem esclarecidas a partir da analise de multiplos
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lotes, visto que variacdes inerentes ao processo de preparo podem interferir nos
valores obtidos.

A analise do PdI confirmou a homogeneidade das formula¢cdes uma vez que
apresentaram Pdl < 0,3. A NCB apresentou baixo PDI (0,113 £+ 0,058), indicando
elevada uniformidade do sistema. A formulacdo NCB OC apresentou comportamento
semelhante, com PDI de 0,129 + 0,017, reforcando que a adicdo do OEC néo
comprometeu a monodispersidade. J& a NC TMD apresentou PDI mais elevado
(0,246 = 0,0050), evidenciando maior heterogeneidade na distribuicdo de tamanhos,
0 que pode estar relacionado a interacdo do farmaco com a matriz polimérica e o
nacleo lipidico. Em contrapartida, a formulagdo NC TMD OC apresentou 0 menor
valor de Pdl dentre todas (0,094 = 0,035), indicando excelente homogeneidade,
possivelmente favorecida pela presenca do OEC, que pode ter contribuido para uma
melhor estabilizacdo das particulas durante a formacdo. Além disso, todas as
formulacbes apresentaram potencial zeta negativo, caracteristico de sistemas a base
de PCL. A magnitude dos valores obtidos (superior a 20 mV em mddulo) indica
estabilidade coloidal satisfatoria (Araujo et al., 2015; 2019), sendo a formulagdo NC
TMD OC particularmente promissora por reunir tamanho nanométrico reduzido,
elevada homogeneidade e potencial zeta negativo. Os resultados referentes a

caracterizacao fisico-quimica das formulacdes estdo apresentados na Tabela 8 e na

Figura 10.

Tabela 8: Caracterizacao fisico-quimica das nanocépsulas poliméricas
Formulacéo Dh: (nm) Pdl ¢(mV)
NCB 158,6 £ 1,8 0,113 + 0,006 -23,1+0,3
NC TMD 226,7 = 3,2* 0,246 = 0,005* -29,8+£0,7
NCB OEC 167,0 £ 10,5 0,129 + 0,017 -23, 7+ 1,7
NC TMD OEC 170,6 £ 2,1* 0,094 + 0,003* -34,7+£0,3

Dh: Diametro hidrodinamico; PdlI: indice de polidispers&o; {:Potencial zeta; DP: desvio padréo (n=3). *
p < 0.05 comparacdo com e sem farmaco
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Figura 10. Tamanho hidrodinamico médio das nanocapsulas (média £ DP) (A), Pdl (B) e potencial
zeta (C). A andlise estatistica foi realizada por multiplos testes t, com correcdo de Bonferroni-Sidak (a

= 0,05). Diferencas estatisticamente significativas estao indicadas na figura (*).
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Dados da literatura mostram que outros carreadores encapsularam o tramadol
na sua forma de sal, o cloridrato de tramadol (CTD). Abbasnia et al. (2020)
produziram nanoparticulas lipidicas soélidas contendo CTD a partir de monoestearato
de glicerol por dupla emulsificacdo e evaporacdo de solvente obtendo diametro
médio de 131,00 + 17,25 nm, Pdl de 0,21 £+ 0,01 e potencial zeta de -11,2 £ 1,04
mV, permanecendo em escala nanométrica semelhante a observada para as
formulacbes desenvolvidas no presente trabalho. Ja o estudo de Agrawal e
coloboradores (2019), utilizou proteinas como nanocarreadores para CTD obtendo
particulas com diametro médio de 377,2 + 29,2 nm e Pdl mais elevado (0,433),
associado a potencial zeta de —-23 mV. Comparativamente, as nanocapsulas obtidas
no presente estudo exibiram diametros significativamente menores aos
anteriormente mencionados (158-226 nm) e dispersdes mais homogéneas (PDI <
0,25). Esses resultados reforcam a eficiéncia da metodologia empregada

(nanoprecipitacdo com deslocamento de solvente) para a producdo de sistemas
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coloidais estaveis e uniformes e estdo de acordo com nanocapsulas poliméricas
encapsulando OEC (Pinto et al., 2023).

Yildirim e colaboradores (2024) desenvolveram nanoparticulas do tipo
nanoesferas de PLGA carregadas com CTD, utilizando dupla emulsificacdo e
evaporacao de solvente. O sistema apresentou diametro médio de 339,3 + 1,8 nm,
PDI de 0,04 e potencial zeta de -16,1 £ 0,4 mV. Quando comparados aos resultados
do presente estudo, observa-se que as nanocpsulas contendo tramadol (NC TMD e
NC TMD OC) apresentaram diametros menores (170—-226 nm) e potenciais zeta
mais negativos (até —-34,7 mV), indicando maior estabilidade coloidal e dimensdes

mais adequadas para aplicacdes em sistemas de liberacao controlada.

4.2 Avaliacdo da estabilidade fisica das nanocépsulas durante a estocagem

A estabilidade € uma das caracteristicas mais relevantes em formulagcfes
farmacéuticas, pois constitui um fator essencial para assegurar a eficacia, seguranca
e qualidade do produto durante todo o seu periodo de validade. Formulacfes
estaveis preservam suas propriedades originais, evitando a degradacéao do farmaco,
a formacdo de subprodutos potencialmente téxicos e a consequente perda de
eficAcia terapéutica. No caso das NCs, a estabilidade representa um desafio
adicional, jA que essas estruturas sao constituidas por uma fase oleosa, envolvida
por uma matriz polimérica, e pelo farmaco adsorvido e/ou encapsulado. Manter suas
caracteristicas fisico-quimicas ao longo do tempo ¢é fundamental para
comercializacao e para garantir o efeito desejado.

O estudo de estabilidade das NCs armazenadas em condi¢cdes controladas
demonstrou manutencdo adequada das propriedades fisico-quimicas ao longo do
tempo. Houve pequenas flutuagbes do diametro médio, do Pdl e do potencial zeta
como demonstrado na Tabela 9 e Figura 11. Porém, todos os valores de diametro

médio ficaram em escala nanométirca, Pdl < 0,3 e potencial zeta negativo.
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Formulacéo Dia Diametro médio Pdl Zeta
0 159,53 £ 1,79 0,114 + 0,005 -23,10£ 0,34
7 160,83 £+ 1,75 0,121 + 0,022* -24,30 £ 0,96
14 159,50 + 2,13 0,125 + 0,015* -34,17 £ 0,76
NeE 21 158,97 £ 0,58 0,125 + 0,013* -27,33 £ 3,70
30 159,23 £ 0,56 0,117 * 0,008* -19,13+ 0,11
60 162,00 £ 1,90 0,105 + 0,029* -23,24 £1,37
0 227,00 £ 3,16 0,247 + 0,005 -29,87 £ 0,73
7 271,43+ 1,30 0,335+ 0,011* -27,40 £ 0,95
14 204,57 £1,95 0,255 + 0,008* -28,70 £1,99
NC TMD
21 200,20 + 1,37 0,167 + 0,026* -35,13+1,41
30 191,10 £ 1,65 0,152 + 0,009* -36,77 £ 1,62
60 175,73+ 1,02 0,143 + 0,021* -45,03 £ 3,20
0 171,77 £1,49 0,130 + 0,010 -23,70 £ 1,77
7 161,30 £ 0,70 0,117 + 0,021* -27,23+0,41
14 159,60 + 1,96 0,114 + 0,011* -30,30 £ 1,95
NCB OC
21 159,60 + 0,36 0,107 + 0,010* -30,97 £ 1,37
30 159,17 £ 0,15 0,107 + 0,009* -33,00 £ 1,65
60 160,80 + 1,11 0,121 + 0,008 -23,67 £1,02
0 170,73 £ 2,10 0,094 + 0,003 -34,73 £0,35
7 171,13 £ 1,17 0,064 + 0,011* -25,90 £ 1,58
14 158,73 £ 5,02 0,136 + 0,009* -25,27 £ 2,86
NC TMD OC
21 160,80 + 1,11 0,121 + 0,008* -23,67 £ 0,50
30 176,57 0,95 0,076 + 0,013* -29,13 £ 0,66
60 220,57 1,78 0,183 + 0,012* -42,97 + 0,80

Tabela 9. Avaliagéo da estabilidade das formulagfes ao longo do tempo
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Figura 11. Variacao do diametro hidrodinamico (A), Pdl (B) e potencial zeta (C) das NC durante
armazenamento a 4°C ao longo de 60 dias. Os dados estéo expressos como média e desvio padrdo
(n=3)
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4.3 Eficiéncia de encapsulacéo e porcentagem de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo das formulacées contendo TMD foi avaliada nos
dias 0 e 7 apés o preparo (Tabela 11). A formulacdo NC TMD, composta
exclusivamente por 6leo de Miglyol®, apresentou eficiéncia inicial de 58,62 + 1,15%,
mantendo valores proximos apos sete dias (56,33 = 3,34%), sem variacao
significativa, o que indica boa retencdo do farmaco na matriz polimérica nesse
periodo. Ja a formulagéo contendo 6leo de copaiba associada ao Miglyol® (NC TMD
OC) apresentou eficiéncia inicial superior (75,33 £ 0,54%), sugerindo que a presenca
de OEC favorece a encapsulagédo do TMD, possivelmente por aumentar a afinidade
lipofilica e facilitar a acomodacdo do farmaco no nucleo oleoso. No entanto, apos
sete dias, a eficiéncia de encapsulacéo reduziu-se para 59,23 = 0,57%, alcancando
valores semelhantes aos observados para a formulagdo contendo apenas Miglyol®.
Portanto, os resultados indicam que, embora o OEC tenha potencializado a
encapsulacao inicial do farmaco, esse efeito ndo foi sustentado ao longo do tempo,

resultando em comportamento semelhante a formulacdo padréo.
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Tabela 10 — Eficiéncia de encapsulacao (%) das formulagbes de nanocépsulas contendo TMD, com e
sem OEC, nos dias 0 e 7 de armazenamento.

NC DIA % de encapsulacgao
NC TMD 0 58,62 + 1,15
NC TMD 7 56,33 + 3,34
NC TMD OC 0 75,32 + 0,54
NC TMD OC 7 59,22 + 0,57*

A eficiéncia de encapsulacédo observada para as nanocapsulas desenvolvidas
neste estudo variou entre 58,6% e 75,3%, em funcao das diferencas na composicao
da fase oleosa. Esses valores sao consistentes com o0s reportados para
nanocapsulas poliméricas preparadas por nanoprecipitacdo contendo outros
farmacos (Araujo et al., 2019), embora apresentem variagcdes quando comparados
aos resultados disponiveis na literatura para o CTD. Abbasnia e colaboradores
(2020) relataram uma eficiéncia de encapsulacdo de 89,4% para nanoparticulas
lipidicas solidas. Ja Yildirim e colaboradores (2024) obtiveram 35% de encapsulacéo
do CTD em nanoparticulas de PLGA preparadas por dupla emulsificacdo, resultado
inferior ao deste estudo, possivelmente devido ao uso de um polimero e de um
método de preparo distintos. No caso de sistemas proteicos, Agrawal e
colaboradores (2019) registraram eficiéncia entre 70% e 80%, valores comparaveis
aos obtidos aqui para a formulacdo contendo 6leo essencial de copaiba (NC TMD
OEC, 75,3%). Esse resultado sugere que a adicdo do OEC contribuiu positivamente
para a retencao inicial do TMD, provavelmente por aumentar a afinidade lipofilica do

farmaco no nucleo oleoso.

O tramadol apresenta caracteristicas tanto lipofilicas quanto hidrofilicas, e

essa dualidade de solubilidade em diferentes meios pode influenciar diretamente a
porcentagem do farmaco efetivamente encapsulada. Na formacdo de nanocépsulas,
o farmaco é envolto pelo 6leo e pela matriz polimérica; entretanto, em funcdo de
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suas propriedades fisico-quimicas, ndo ha evidéncias de uma preferéncia marcante
pela associacdo as nanoparticulas. A retencdo do farmaco e sua afinidade pelo
ndcleo oleoso constituem aspectos fundamentais para o desenvolvimento de

sistemas com perfil de liberacéo prolongada.

4.4 Solubilidade TMD

Para a realiza¢do do estudo de liberagao in vitro do tramadol, foi inicialmente
determinado o ensaio de solubilidade a fim de estabelecer a condi¢éo sink e, assim,
definir a concentracdo adequada a ser utilizada. O farmaco foi adicionado em
excesso ao meio de dissolucdo para determinar sua solubilidade e evitar saturacao
durante os ensaios, assegurando condi¢des favoraveis a difusdo. Apds a execucao
dos ensaios, as amostras coletadas foram analisadas por CLAE em triplicata, sendo

os resultados médios apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Solubilidade determinada do TMB em diferentes meios de dissolugéo

Meio Concentragdo pg/mL + DP
PBS 1290,08 + 29,23
FGS 1651,80 + 19,94
FIS 1651,38 £ 31,91

A solubilidade do TMD foi determinada em diferentes meios e apresentou
variacfes de acordo com a composi¢cdo do solvente. Em tampdo PBS, o farmaco
apresentou solubilidade de 1290,08 + 29,23 pg/mL, valor bastante proximo ao
descrito no DrugBank (aproximadamente 1,3 mg/mL), o que confirma a consisténcia
dos resultados obtidos neste estudo. Nos fluidos biolégicos simulados, observaram-
se valores superiores, sendo 1651,80 + 19,94 ug/mL em FGS e 1651,38 + 31,91
pg/mL em FIS, indicando que o meio influencia diretamente a solubilidade do
farmaco. Esses resultados indicam que o TMD apresenta maior solubilidade em
ambientes que simulam o trato gastrointestinal, independentemente de condi¢cbes
mais acidas (FGS) ou préximas da neutralidade (FIS). A menor solubilidade
observada no PBS sugere que fatores como forca ibnica e composicao salina podem

influenciar desfavoravelmente a dissolugéo do farmaco nesse meio. Os dados estédo
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representados graficamente na Tabela 10, que ilustra o comportamento de

solubilidade do tramadol nos diferentes meios avaliados.

4.5 Ensaio de liberagao in vitro

O estudo de liberagéo in vitro foi conduzido pelo método de dialise direta, o
qual permite quantificar a fracdo de farmaco liberada no meio em tempos
previamente estabelecidos. Esse procedimento possibilita avaliar o grau de difusédo
do tramadol livre através da membrana semipermeavel, em funcédo do gradiente de
concentracdo (SOKOLOV, 2018). O perfil de liberacdo do TMD em tampdo PBS
esta representado na Figura 12, mostrando que todas as formulacdes avaliadas

apresentaram aumento progressivo no percentual de liberagéo ao longo do tempo.

Figura 12: Perfil de liberacéo in vitro do TMD livre e encapsulado em NCs no meio PBS
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Apo6s 3 horas, observou-se liberagéo superior a 90% para a base livre e para
as formulagbes NC TMD e NC TMD OEC, indicando que o farmaco foi
eficientemente liberado em meio aguoso. De modo geral, os resultados sugerem que
as NCs avaliadas apresentam comportamento de liberagdo semelhante, alcancando

niveis proximos de difusdo do TMD no periodo experimental analisado.

Ao comparar o perfil de liberagcdo obtido neste estudo com os descritos na

literatura (Tabela 4), verifica-se que as NCs contendo TMD apresentaram rapida
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liberacio no meio, comportamento semelhante ao do farmaco livre. Em
contrapartida, diversos trabalhos relatam perfis de liberacdo mais prolongados em
diferentes sistemas nanoestruturados. Abbasnia e colaboradores (2020) observaram
que nanoparticulas lipidicas sélidas mantiveram a liberacdo estendida por até 72
horas. Resultados semelhantes foram descritos por Agrawal e colaboradores (2019),
que reportaram aproximadamente 50 horas de liberacdo em nanocarreadores
proteicos. Em um perfil ainda mais prolongado, Mabrouk e colaboradores (2018)
documentaram até 1080 horas de liberacdo em formulagcbes subcutaneas de PCL.
Outras abordagens também demonstram liberacdo sustentada: Yildirim e
colaboradores (2024) reportaram cerca de 30 horas para nanoparticulas de PLGA,
enquanto Fernandez-Minotre e colaboradores (2025) descreveram
aproximadamente 72 horas para membranas de PLA. Dessa forma, os resultados
obtidos no presente estudo evidenciam um perfil de liberacdo consideravelmente
mais rapido em comparacao as formulacfes descritas, sugerindo que a composicao
e a organizacdo da matriz nanocapsula exerceram influéncia direta na rapida difusédo

do tramadol.

Apesar da utilizacdo do tramadol na forma de base livre e da incorporacéo de
PCL a 6 mg/mL, as formulagcdes nédo foram capazes de promover um perfil de
liberac@o prolongada, apresentando comportamento semelhante ao farmaco livre.
Esse resultado sugere que a alta solubilidade do TMD em meio PBS pode ter
favorecido sua rapida particdo. Além disso, pode ter havido baixa compatibilidade
entre o TMD e o nucleo oleoso, associada a insuficiente densidade polimérica para
atuar como barreira difusional, favorecendo a rapida difusdo do farmaco para o meio
externo. Em comparacdo com outros sistemas descritos na literatura, como
nanoparticulas lipidicas so6lidas (ABBASNIA et al., 2020) e nanoparticulas proteicas
(AGRAWAL et al., 2019), que apresentaram liberacdo sustentada devido a maior
afinidade entre matriz e farmaco, os resultados aqui obtidos indicam que a simples
utilizagdo da base livre associada a um nucleo oleoso e PCL néo é suficiente para
controlar a cinética de liberagdo do tramadol. Dessa forma, tornam-se necessarias
estratégias adicionais, como por exemplo o aumento da fragdo polimérica e/ou a
formacado de pares idnicos entre o tramadol e contra-ions hidrofébicos, capazes de

reduzir sua solubilidade aparente e favorecer maior retengédo na matriz polimérica.
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5. CONCLUSAO

Foram desenvolvidas NCs contendo TMD pelo método de nanoprecipita¢ao.
As formulacdes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas para
sistemas coloidais estaveis, incluindo tamanho inferior a 200 nm, PDI abaixo de 0,3,
potencial zeta negativo e eficiéncia de encapsulacdo superior a 50%. O estudo de
solubilidade demonstrou que o TMD apresenta elevada solubilidade em diferentes
meios fisiologicos. No ensaio de liberagcdo in vitro, ambas as formula¢des exibiram
um perfil de liberacdo semelhante ao do farmaco livre, com liberacdo total em
aproximadamente 3 horas. Esses achados indicam que, devido as propriedades
intrinsecas do TMD, sua elevada solubilidade € mantida mesmo apGs a incorporacao
em nanocapsulas poliméricas, resultando em uma liberacdo rapida. Dessa forma,
tornam-se necessarios estudos adicionais para otimizar a eficiéncia de encapsulacéo

e desenvolver sistemas capazes de prolongar a liberacao do farmaco.
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