UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE
SUSPENSOES E LIOFILIZADOS DE NANOCAPSULAS
POLIMERICAS PARA A VEICULACAO DO
NEUROPROTETOR IDEBENONA

DISSERTACAO DE MESTRADO

Martina Gehrke Brendle

Santa Maria, RS, Brasil
2013



DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE
SUSPENSOES E LIOFILIZADOS DE NANOCAPSULAS
POLIMERICAS PARA A VEICULACAO DO
NEUROPROTETOR IDEBENONA

Martina Gehrke Brendle

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de Péds-Graduacgéo
em Ciéncias Farmacéuticas, Area de Concentracdo em Controle e Avaliacéo de
Insumos e Produtos Farmacéuticos, da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Profa. Dra. Scheila Rezende Schaffazick

Santa Maria, RS, Brasil
2013



Ficha catalografica elaborada através do Programa de Geragdo Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Gehrke Brendle, Martina

Desenvolvimento tecnoldégico de suspensdes e
liofilizados de nanocéapsulas poliméricas para a
veiculacdo do neuroprotetor idebenona / Martina Gehrke
Brendle.-2013.

110 p.; 30cm

Orientadora: Scheila Rezende Schaffazick

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de Pbs-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, RS, 2013

1. Desenvolvimento e caracterizac¢do de nanocéapsulas
poliméricas contendo idebenona 2. Estudos de
estabilidade e fotoestabilidade 3. Andlise de perfil de
liberacédo 4. Liofilizacgdo das suspensdes de nanocépsulas
I. Rezende Schaffazick, Scheila II. Titulo.




Universidade federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de P6s-Graduacado em Ciéncias Farmacéuticas

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacdo de Mestrado

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE
SUSPENSOES E LIOFILIZADOS DE NANOCAPSULAS
POLIMERICAS PARA A VEICULACAO DO
NEUROPROTETOR IDEBENONA

elaborada por
Martina Gehrke Brendle

como requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

COMISSAO EXAMINADORA:

Scheila Rezende Schaffazick, Prof?. Dr?
(Presidente/Orientadora)

Marta Palma Alves, Prof®. Dré. (UNIFRA)

Andréa Inés Horn Adams, Prof®. Dr?. (UFSM)

Santa Maria, 30 de outubro de 2013.



Dedico esta realizacao a Deus pela saude, forga e bem estar
proporcionados em toda a trajetdria desse mestrado,

a minha familia e amigos queridos

pela compreensédo, atenc¢éo, carinho

e todas as palavras de motivacdo nos momentos dificeis.



AGRADECIMENTOS

-Agradeco primeiramente a Deus, através da fé tive for¢ca nos momentos dificeis e salde para
conseguir realizar as atividades de pesquisa de laboratério.

-A minha familia, em especial, sempre foram muito atenciosos, proporcionando amor,
carinho, compreenséo, apoio e sustento para que eu pudesse realizar esse mestrado.

-Ao Programa de Pos Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de
Santa Maria pela oportunidade de ensino e aprendizagem e conquista de mais um titulo.

-A professora Scheila Rezende Schaffazick pela oportunidade de trabalhar com pesquisa, pelo
conhecimento transmitido, pelos conselhos, por me ajudar a trabalhar em equipe e por toda a
atencdo prestada durante esse trabalho.

-A Alessandra Lorenzoni, minha primeira IC, pela amizade, dedicacdo, pela paciéncia e
comprometimento com o trabalho. Agradeco também a Maira e ao Luiz Eduardo pela ajuda
no laboratdrio.

-Aos amigos Aline, Dani, Isabel, Felipe, Leticia, Sabrina, Luana, Monica, Juli, Nathi, e
demais colegas de laboratério, pela amizade, companheirismo, conhecimento compartilhado e
momentos de descontracao.

-Aos amigos de Santa Maria como a Cristiane, Carine, Franciele e Juliane pela amizade,
forca, companheirismo e pelos conselhos nos momentos dificeis.

-Agradeco ao meu irmdo Leandro pela convivéncia em Santa Maria, pela forga, pelos
conselhos e pela paciéncia.

-A professora Leticia pelas ideias e conversas em relagdo ao meu trabalho e apoio ao
andamento das atividades no laboratorio.

-A professora Cristine de Bona da Silva, Roseane Fagundes Ribeiro e Juliane Matiazzi pelas
analises realizadas no equipamento Zetasizer.

-Aos demais professores, colegas e funcionarios da Universidade que de alguma forma
prestaram uma atencao ou auxilio para a realizacdo deste trabalho.



RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO TEQNOLOGICO DE S,USPENS(N)ES E
LIOFILIZADOS DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS PARA A

VEICULACAO DO NEUROPROTETOR IDEBENONA
AUTORA: MARTINA GEHRKE BRENDLE
ORIENTADORA: SCHEILA REZENDE SCHAFFAZICK
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 30 de outubro de 2013.

A idebenona é um antioxidante, derivado sintético da coenzima Q10, com varias aplicacdes, como
em neuroprotecdo. No entanto, este fArmaco possui baixa solubilidade em &gua, potencial irritativo e
instabilidade quimica, fato que tem despertado o interesse em sua associacdo a sistemas nano-
organizados. Dentre estes, destacam-se as nanocapsulas poliméricas (NC). Oleos vegetais, contendo
compostos antioxidantes, como 6leo de coco e de palma, podem ser interessantes para a composi¢ao
destas particulas. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver suspensbes de NC contendo
diferentes 6leos como ndcleo (palma, coco ou triglicerideos de cadeia média), almejando a veiculagdo
do neuroprotetor idebenona, de forma a comparar o comportamento dos sistemas quanto a estabilidade
fisico-quimica, fotoestabilidade, controle de liberagdo, além da conversdo em formas farmacéuticas
solidas redispersiveis (liofilizados). As NC foram preparadas pelo método de deposigdo interfacial de
polimero pré-formado. Conforme os resultados, foi possivel preparar suspensdes de NC de poli(e-
caprolactona) e 6leo de palma (OP/PCL) ou de Eudragit® RS100 e 6leo de coco (OC/EUD), contendo
idebenona (1,0 mg/mL), com caracteristicas fisico-quimicas adequadas, sendo que fatores como
proporcdo das fases aquosa/orgénica, tipo de tensoativo de baixo EHL e de polimero influenciaram a
otimizacdo dos sistemas. Para fins comparativos, formulagdes correspondentes foram preparadas com
triglicerideos de cadeia média (TCM/PCL ou TCM/EUD), empregando as mesmas condigdes. As
suspensdes apresentaram diametros médios entre 166 e 216 nm, baixos indices de polidispersao
(0,085-0,142), potencial zeta positivo ou negativo, dependendo das caracteristicas do polimero e
elevada eficiéncia de encapsulamento. Quando estas suspensdes foram submetidas a estudo de
estabilidade, & temperatura ambiente e expostas ou ndo a luz, durante 75 dias, verificou-se manutencéo
dos diametros médios de particulas e baixos indices de polidispersdo. Entretanto, o teor de idebenona
decaiu significativamente neste periodo, com influéncia significativa do tipo de polimero. Apos,
estudo de fotoestabilidade demonstrou que as suspensdes de NC OP/PCL (UVC/UVA) e TCM/PCL
(UVA) foram capazes de reduzir significativamente a degradacéo da idebenona (teor remanescente:
53,7-76,1%) em comparagdo a uma dispersdao micelar aquosa contendo o farmaco (teor remanescente:
31,2-63,1%), além de promoverem liberacdo controlada da mesma (t;, 26 h), sem efeito burst, com
perfil ajustado ao modelo monoexponencial (t1,<3,0 h para farmaco livre). A liofilizacdo das
suspensdes, empregando trealose, um carboidrato solvel, resultou em produtos adequados (teor entre
96-100 %; umidade inferior a 3,6 %), redispersiveis (indice de ressuspensdo entre 0,8-1,2) e com a
presenca de inimeras estruturas esféricas, inclusive na faixa coloidal, caracterizando a presenga das
NC nestes produtos secos. No estudo de estabilidade (temperatura ambiente/protecdo da luz e da
umidade), observou-se que os produtos liofilizados foram capazes de retardar ou diminuir
significativamente a degradacdo da idebenona em comparagdo as suspensGes de origem,
independentemente do tipo de polimero (PCL/EUD) e de 6leo (OP/OC/TCM). Sendo assim, 0s
sistemas desenvolvidos sdo promissores para a liberagdo controlada do neuroprotetor idebenona.

Palavras-chave: Nanocépsulas. Idebenona. Oleo de palma. Oleo de coco. Triglicerideos de cadeia
média. Liofilizagdo. Trealose. Estabilidade. Liberagdo controlada.
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Idebenone is an antioxidant, a synthetic derivative of coenzyme Q10, with several applications, such
as neuroprotection. However, this drug has low solubility in water, besides is irritant substance and has
chemical instability. Hence, idebenone-loaded nano-organized systems have been developed, such as
polymeric nanocapsules (NC). Vegetable oils containing antioxidants such as coconut oil and palm oil
can be interesting for the composition of these particles. In this way, the aim of this work was to
develop NC suspensions containing different oils as core (palm, coconut or medium chain
triglycerides) for delivery of neuroprotective agent idebenone in order to compare the behavior of
these systems concerning physico-chemical stability, photostability, controlled release, and conversion
to redispersible solid dosage forms (lyophilized products). The nanocapsules were prepared by
interfacial deposition of preformed polymer. As the results, it was possible to prepare poly(&-
caprolactone) NC suspensions and palm oil (PO/PCL) or Eudragit® RS100 and coconut oil (OC/EUD)
containing idebenone (1.0 mg/mL) with appropriate physico-chemical characteristics. Parameters such
as the proportion of aqueous phase/organic phase, type of both surfactant (low HLB) and polymer
influenced the optimization of these systems. For comparison, corresponding formulations were
prepared with medium chain triglycerides (TCM/PCL or TCM/EUD), using the same conditions. The
suspensions had an average diameter between 166 and 216nm, low polydispersity index (0.085 to
0.142), positive or negative zeta potential, depending on the characteristics of the polymer, and high
encapsulation efficiency. The maintenance of average particle diameter and low polydispersity index
have be verified during stability study (room temperature and exposed or not to light) for 75 days.
However, the idebenone content significantly decreased in this period, with influence on the type of
polymer. Thereafter, photostability study has shown that the suspensions NC OP/PCL (UVC/UVA)
and TCM/PCL (UVA) were able to significantly reduce the degradation of idebenone (content: 53,7-
76,1%) compared to an agueous micellar (content: 31,2-63,1%) dispersion containing the drug. In
addition, these systems were able to promoting drug controlled release (ty, 26 h), without burst effect,
showing monoexponential profile (t;,< 3.0 h for free drug). The lyophilization of suspensions,
employing trehalose as soluble carbohydrate, resulted in suitable and redispersible products (content
of 96-100%, less than 3.6% moisture; 0.8-1.2 index), presenting several spherical structures, including
in colloidal range, featuring the presence of NC in these dried products. In the stability study (room
temperature/protection from light and moisture), it was observed that the lyophilized products were
able to delay or decrease the degradation of idebenone compared to suspensions of origin, regardless
of the both type of polymer (PCL/EUD) and oil (OP/OC/TCM). In conclusion, the developed systems
are promising for the controlled release of neuroprotective drug idebenone.

Keywords: Nanocapsules. Idebenone. Palm oil. Coconut oil. Medium chain triglycerides. Freeze-
drying. Trealose. Stabitity. Controlled release.
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INTRODUCAO

Compostos com propriedades antioxidantes tém sido estudados devido a potenciais
efeitos profilaticos ou terapéuticos relacionados a diversas doencas. Com o aumento dos
estudos demonstrando a fungdo de radicais livres e/ou de espécies reativas de oxigénio
(EROs) em enfermidades como doengas cardiovasculares, doengas autoimunes,
envelhecimento, diabetes, cancer, além de distdrbios neurodegenerativos, os antioxidantes
tém recebido crescente destaque. No entanto, no desenvolvimento de formulacdes adequadas
contendo antioxidantes, limitacbes podem ocorrer, uma vez que muitas destas substancias
possuem instabilidade fisico-quimica e degradacdo no trato gastrintestinal, limitada
solubilidade e baixa permeabilidade (RATNAM et al., 2006).

Oleos vegetais, com altas proporcdes de substancias antioxidantes, tais como vitaminas
A, C e E, sdo utilizados como excipientes em produtos cosméticos e farmacéuticos,
apresentando adequadas propriedades emolientes, hidratantes, protetoras, sendo utilizados
também como dispersantes/veiculos de substancias ativas (ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000;
SANTI, 2003; PACETTI et al, 2006; RIBEIRO, 2010). Dentre estes, incluem-se o Oleo de
palma e de coco. O 6leo de coco contém acidos graxos insaturados e é capaz de aumentar a
quantidade de enzimas antioxidantes e diminuir a peroxidacao lipidica. Por sua vez, o 6leo de
palma (Elaesis guineenses) tem se destacado devido a seu potente efeito antioxidante, uma
vez que apresenta altas proporcdes de vitaminas em relagdo a maioria dos demais 06leos,
principalmente vitaminas E, tocotrienois, tocoferois e carotenoides os quais atuam como
sequestradores de radicais livres (GANAFA et al., 2002; KAUSAR et al., 2003). A atividade
antioxidante benéfica deste dleo tem sido descrita na protecdo contra resposta de promocdo de
tumor cutdneo (KAUSAR et al., 2003), contra a hipertensdo induzida por condicdes de
estresse oxidativo (GANAFA et al., 2002), além da diminuicdo da peroxidacdo lipidica e da
oxidagdo de proteinas em mitocdndrias cerebrais pelos tocotrienois oriundos do dleo de palma
(KAMAT; DEVASAGAYAM, 1995).

O desenvolvimento de nanoestruturas tem mostrado grande aplicacdo tanto em
diagndstico quanto em terapia, surgindo como novas alternativas para a administracdo de
substancias ativas. Dentre os varios nanocarreadores, incluem-se as nanoparticulas
poliméricas (nanocépsulas e nanoesferas) que sdo carreadores submicrométricos (< 1um) de

farmacos. As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares, formados por um invélucro polimérico
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disposto ao redor de um nucleo, geralmente oleoso. Estes sistemas tém sido estudados para a
liberacdo controlada de farmacos, na veiculagdo de substancias pouco sollveis, no
direcionamento de farmacos a sitios especificos de acdo (vetorizacdo), aumentando o indice
terapéutico, na protecdo de farmacos labeis e no aumento da biodisponibilidade
(COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a; GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007; LEGRAND et al., 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010). Nanoparticulas poliméricas sdo também importantes estratégias para a liberacao
cerebral de farmacos, objetivando aplicacbes em enfermidades neuroldgicas, aumentando a
concentragdo dos mesmos no local de agdo (KREUTER, 2001; RONEY et al., 2005;
SCHAFFAZICK et al., 2008). Alguns estudos também tém evidenciado importantes
vantagens no emprego de nanoestruturas poliméricas na veiculacdo de substancias
antioxidantes, tais como 0 aumento da capacidade antioxidante de sustancias (ex. melatonina),
aumento da biodisponibilidade (ex. &cido elagico) e da estabilidade fisico-quimica (ex.
Coenzima Qj0) (KWON et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2005; BALA et al., 2006;
SCHAFFAZICK et al., 2008).

Outra substancia que tem merecido destaque devido as suas propriedades antioxidantes,
incluindo combate a danos cutaneos e ao envelhecimento, consiste na idebenona, um analogo
sintético da coenzima Q;p (AMORIM et al., 2010). Possui baixo peso molecular, atua como
carreador de elétrons e pode impedir outras reacdes em cadeia e, ainda, remover radicais
intermediarios (IMADA et al., 1989; ZHAI et al., 2008). A idebenona protege a membrana
mitocondrial da peroxidacdo lipidica (SEMSEI; NAGY; Zs-NAGY, 1990), podendo atuar
inclusive como um neuroprotetor. No entanto, este farmaco possui baixa solubilidade em
agua, potencial irritativo e instabilidade quimica, fato que tem despertado o interesse em sua
associacao a sistemas nanoestruturados poliméricos (PALUMBO et al., 2002; AMORIM et
al., 2010) ou lipidicos (MONTENEGRO et al, 2011; MONTENEGRO et al., 2012; LI; GE,
2012). Deve-se ressaltar que o aumento da atividade antioxidante da idebenona associada a
nanocapsulas de poli(cianocrilato de etila), contendo triglicerideos de cadeia média, foi
reportado em fibroblastos humanos, comparativamente ao farmaco ndo associado
(PALUMBO et al., 2002).

Entretanto, 0s sistemas nanoestruturados, em meio aquoso, podem apresentar
problemas de estabilidade quando armazenados a longo prazo, limitando sua aplicacéo
industrial. Desta forma, pesquisas tém sido direcionadas para aumentar a estabilidade desses

sistemas através de processos de desidratacdo como liofilizacdo ou secagem por asperséo,
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empregando adjuvantes solUveis, como carboidratos, ou insoliveis, como diéxido de silicio
coloidal (ABDELWAHED et al., 2006; SCHAFFAZICK et al., 2003a,b).

Conforme o que foi relatado acima, a proposta geral do presente trabalho baseou-se no
desenvolvimento tecnologico de nanocapsulas poliméricas contendo 6leos naturais organicos,
com potenciais propriedades antioxidantes, capazes de veicular fArmacos neuroprotetores. A
base do estudo foi o emprego do dleo de palma ou de coco como nucleos oleosos, em
comparacdo aos triglicerideos de cadeia média, para a associacdo da idebenona, substancia
lipofilica neuroprotetora, escolhida em funcdo de suas inimeras potencialidades terapéuticas,
principalmente quando associada a nanoestruturas. O foco do trabalho foi a avaliagdo da
capacidade destes sistemas na veiculagdo, na estabilizacdo, no controle da liberagdo in vitro e
na fotoprotecdo da idebenona, vislumbrando a futuras aplicacfes em neuroprotecdo, alem da
possiblidade da conversdo destas suspensdes nanoestruturadas em formas farmacéuticas
solidas redispersiveis, visando ao aumento de estabilidade. Cabe ressaltar que o presente
trabalho propds o uso, pela primeira vez, do Oleo de palma como nucleo oleoso de
nanocapsulas, que, apesar de ser tratado como 6leo, é solido ou semissolido a temperatura
ambiente. Além disto, também ndo foram encontrados relatos na literatura da associacdo de
idebenona a nanocdpsulas com os polimeros usados neste estudo (poliéster ou
polimetacrilato).
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

O presente trabalho almejou preparar e caracterizar suspensdes de nanocapsulas
poliméricas contendo diferentes 6leos como nucleo (palma, coco ou triglicerideos de cadeia
média), visando a veiculagdo do neuroprotetor idebenona, de maneira a comparar 0
comportamento dos sistemas quanto a estabilidade fisico-quimica, fotoestabilidade, controle

de liberacdo e conversdo em formas farmacéuticas sélidas redispersiveis (liofilizados).

1.2 Objetivos especificos

e Desenvolver nanocéapsulas poliméricas contendo idebenona, empregando o 6leo de
palma ou de coco, pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado
(policaprolactona ou Eudragit® RS100);

e Preparar suspensfes de nanocapsulas com triglicerideos de cadeia média, em
substituicdo aos 6leos de palma ou de coco, para fins comparativos;

e Caracterizar as formulacbes coloidais quanto ao tamanho médio e distribuicdo de
tamanho de particulas, potencial zeta, pH, teor total e eficiéncia de encapsulamento da
idebenona;

e Realizar um estudo de estabilidade comparativo das formulagdes, durante 75 dias com
ou sem exposicdo a luz e em temperatura ambiente.

e Efetuar estudos de fotodegradacdo (UVA/UVC) da idebenona associada as
nanocapsulas selecionadas como as mais promissoras, em compara¢do ao farmaco em
dispersdo micelar;

e Realizar estudos de liberacdo in vitro da substancia ativa a partir das formulac6es
selecionadas, em comparacdo ao farmaco livre;

e Liofilizar as diferentes suspensbes de nanocapsulas, empregando um crioprotetor
soltvel como adjuvante, e caracterizar os produtos secos obtidos quanto ao teor de
farmaco, teor de umidade, analise morfologica e tamanho médio de particulas apds a
redispersao;

e Avaliar a estabilidade dos liofilizados, em comparacdo as suspensfes de origem,

durante 75 dias, ao abrigo da luz/umidade e em temperatura ambiente.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Sistemas nanoestruturados poliméricos para liberacéo de substancias ativas

A nanobiotecnologia é um importante campo de pesquisa e com potencial aplicacéo,
tanto em diagndstico quanto em terapia, tendo sido proposta como uma nova estratégia para a
liberacdo de substancias a sitios especificos de acdo. As primeiras nanoparticulas foram
desenvolvidas em 1970 e foram inicialmente utilizadas como carreadores de vacinas e de
farmacos para o tratamento de cancer (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010). Existem varios
sistemas nanoestruturados, destacando-se as nanoparticulas poliméricas, que sdo carreadores
submicrométricos (< 1um) de substdncias ativas e podem ser classificados como
nanocapsulas (sistemas reservatorios) ou nanoesferas (sistemas matriciais). As nanocapsulas
sdo constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo, geralmente
oleoso. Estas nanoestruturas apresentam tensoativos na interface particula/fase aquosa
(COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a; GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Em carater mais geral,
as nanocapsulas podem ser denominadas sistemas nanovesiculares, apresentando uma
estrutura tipica nucleo-parede, em que um farmaco pode ficar confinado a um reservatorio ou
no interior de uma cavidade envolta por uma membrana polimérica ou revestimento (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). No entanto, também existe a possiblidade de a
substancia ativa ficar sobre a superficie das particulas (adsorvida) ou retida na parede
polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003a; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

A selecdo do nucleo oleoso € muito importante no desenvolvimento de nanocépsulas, ja
que, dependendo de suas propriedades e concentracdo, pode influenciar o tamanho das
particulas formadas, além de influenciar a capacidade de encapsulamento de substancias. Os
requisitos para a escolha dos Gleos para a preparacdo de nanocapsulas sdo auséncia de
toxicidade, boa capacidade de dissolucdo dos farmacos a serem associados e ndo serem
capazes de solubilizar o polimero formador das vesiculas (COUVREUR et al., 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2003a; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007).

Os polimeros usados para a preparacdo de nanoparticulas podem ser biodegradaveis
como poliésteres [poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co acido glicélico) (PLGA),

poli(e-caprolactona) (PCL)] e polimetacrilatos, que podem apresentar grupamentos acidos ou
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alcalinos promovendo liberacdo do farmaco de maneira pH-dependente (polimetacrilatos:
Eudragit® S100 ou Eudragit® RL100, Eudragit E®), ou ainda, podem n&o apresentar
solubilidade dependente do pH (Eudragit® RS100, Eudragit® RL100) promovendo liberacéo
sustentada (figura 1). Os poliésteres sdo muito utilizados na formulacdo devido a sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade (COUVREUR et al., 2002; ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009; NIKAM et al., 2011).
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Figura 1 — Estrutura quimica do polimero Eudragit® RS 100 (esquerda)* e poli(€-caprolactona) (direita);

*R'=H, CH3; R?= CHy, C,Hs; R*=CH; R4= CH,CH,N(CHa);* CI (adaptado de ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009: NIKAM et al., 2011).

Ha varios métodos de preparacdo de nanocapsulas poliméricas como emulsificacao-
difusdo, dupla emulsificacdo (6leo/dgua/dleo ou agua/dleo/dgua), emulsdo-coacervacdo,
polimerizacéo in situ e deslocamento de solvente (nanoprecipitacdo/deposicéo interfacial de
polimero pré-formado). Este Gltimo apresenta a vantagem de simplicidade e reprodutibilidade
(FESSI et al, 1989; LETCHFORD; BURT,; 2007; GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

O método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado (FESSI et al., 1989)
consiste em verter uma fase organica (contendo um solvente miscivel com a &gua, um
polimero, um éleo, um tensoativo opcional de baixa hidrofilia e o fArmaco) na fase aquosa
com tensoativo de alta hidrofilia. A formacdo instantdnea das vesiculas se da por
emulsificacdo espontanea, enquanto o solvente difunde para a fase aquosa (ndo-solvente). O
polimero, o qual é insolivel tanto no 6leo quanto na fase aquosa, precipita na interface dos
dois componentes imisciveis. As nanocapsulas, formadas por esse método, usualmente
apresentam didmetros entre 200 e 500 nm (COUVREUR et al. 2002; GUTERRES;
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007). Sob condicdes apropriadas, esta técnica favorece a
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uma dispersdo de particulas poliméricas em uma maneira reprodutivel (LEGRAND et al.,
2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

As suspensdes nanoparticuladas obtidas podem ser caracterizadas conforme o
diametro médio de particulas e distribuicdo de tamanho (espectroscopia de correlacdo de
fétons ou espalhamento de luz dindmico), morfologia (microscopia eletrénica de varredura ou
de transmissdo, microscopia de forca atdmica), caracteristicas de superficie (potencial zeta:
mobilidade eletroforética), eficiéncia de encapsulamento do principio ativo (ultrafiltracdo-
centrifugacdo ou ultracentrifugacdo), dentre outros parametros, como pH (COUVREUR et al.,
2002; KANG et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a; GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007; ).

Estes sistemas estdo sendo estudados para a liberacdo controlada de farmacos
(COUVREUR et al., 2002; AMORIM et al., 2010; KULKAMP et al., 2011), na veiculacéo de
substancias pouco solaveis (MOSQUEIRA et al., 2000; ALVES; POHLMANN;
GUTERRES, 2005), na vetorizacdo de farmacos a alvos especificos (KREUTER, 2001;
SCHAFFAZICK et al., 2008), aumentando o indice terapéutico, aumento de atividade da
substancia ativa (PALUMBO et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2008), na protecdo de
farmacos labeis no trato gastrintestinal (BALA et al., 2006) e aumento da biodisponibilidade
(KREUTER, 2001), além da protecdo da mucosa gastrintestinal de farmacos agressores
(COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003b; GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007) e na estabilizacdo fisico-quimica de principios ativos (KWON et al.,
2002; SCHAFFAZICK; POHLMANN; GUTERRES, 2007; KULKAMP et al.,, 2009;
OURIQUE et al., 2011). As nanocapsulas poliméricas podem modificar a distribuicdo da
substancia ativa e aumentar a concentracdo no tecido alvo, aumentando a eficicia e
diminuindo a toxicidade. Além disto, nanoparticulas tém sido bastante exploradas como
carreadores para a liberacdo cerebral de farmacos, objetivando aplicacdes em doencas
neuroldgicas, aumentando a concentracdo dos mesmos no tecido cerebral ou proporcionando
o transporte de farmacos considerados ndo transponiveis a barreira hematoencefalica. Esta
barreira limita 0 acesso de varios farmacos ao cérebro devido as jungdes justapostas entre as
células endoteliais dos vasos sanguineos cerebrais e a existéncia de sistemas de transporte
ativo. Para estas aplicagbes, além de serem constituidas por um polimero
biocompativel/biodegradavel, as nanoparticulas precisam apresentar didmetro controlado,
principalmente para administracdo intravenosa, ja que, dependendo do tamanho das
particulas, poderdo ser removidas da circulagcdo (AMORIM et al., 2010; LEGRAND et al.,
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2007; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007). O tipo de carga que a superficie
das nanoparticulas reflete pode ser importante para ocorréncia de afinidade do carreador com
as celulas. Nanoparticulas com superficie com carga positiva apresentam afinidade com
células epiteliais, de modo a facilitar a adsorcdo das nanoestruturas a essas células (PINTO
REIS et al., 2006). Outra questdo importante é que a superficie das nanoparticulas deve ser
revestida por moléculas hidrofilicas para que as mesmas nao sejam fagocitadas rapidamente
pelos macrofagos do figado e bago, e possam atingir 6rgdos como o cérebro ou um tumor.
Dessa forma, nanoparticulas poliméricas podem ser cobertas com um tensoativo hidrofilico
como o polissorbato 80 ou poli(etileno glicol), para vetorizagdo cerebral efetiva, como uma
maneira de controlar a opsonizacdo de proteinas (KREUTER, 2001; RONEY et al., 2005;
PINTO REIS et al., 2006; SCHAFFAZICK et al., 2008; GUTERRES; SCHAFFAZICK,
POHLMANN, 2007).

Como anteriormente mencionado, as nanoparticulas podem controlar a liberacdo do
principio ativo associado. A liberacdo do farmaco a partir de sistemas nanoestruturados
depende de mecanismos de dessorcdo, difusdo e processo de erosdo da particula ou a
combinacdo desses fatores. A modelagem matematica pode ser Gtil para o entendimento de
como este processo ocorre e como o farmaco estd associado (CRUZ et al., 2006;
SCHAFFAZICK et al., 2006). No trabalho de Santos e colaboradores (2013) foi realizado um
estudo de liberagdo in vitro do clotrimazol associado a nanocépsulas de Eudragit® RS100 e
TCM. O perfil de liberacdo observado correspondeu a uma cinética de primeira ordem,
havendo uma Unica etapa de liberacdo, sem a ocorréncia de liberacdo rapida inicial de
farmaco (efeito burst). Os autores, aplicando o modelo de Lei da Poténcia, verificaram que o
mecanismo de liberacdo do clotrimazol a partir das nanocapsulas ocorreu segundo transporte
andbmalo. Dessa forma, a liberacdo do farmaco, a partir das nanocapsulas, dependeu do

relaxamento do polimero seguido da difusdo do farmaco.

Em outro estudo, Lamprecht e colaboradores (2002) avaliaram o perfil de liberacao in
vitro de amiodarona a partir de nanoestruturas de poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA)
e TCM, mostrando-se ocorrer em duas fases. A primeira fase correspondeu a uma liberagédo
rapida do farmaco (efeito burst), indicando que 40% do total de farmaco encapsulado foram
liberados nas primeiras duas horas. Apos esse periodo, ocorreu uma liberagdo sustentada do
farmaco durante dois dias. A liberacdo do farmaco, na primeira fase, pode ter ocorrido através
da dissolucdo imediata do principio ativo adsorvido a superficie das particulas.
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1.2 Nanoparticulas poliméricas e associacdo de substancias antioxidantes

Substancias antioxidantes tém sido pesquisadas devido a potenciais propriedades
profilaticas ou terapéuticas relacionadas a diversas patologias. Em funcdo do aumento dos
estudos relativos a acdo de radicais livres e/ou de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
doencas cardiovasculares, doencas autoimunes, diabetes, cancer, além de distirbios
neurodegenerativos e envelhecimento, os compostos antioxidantes tém alcangado crescente
interesse. Entretanto, no desenvolvimento de formulag¢6es adequadas contendo antioxidantes,
limitacbes podem ocorrer, pois muitas destas moléculas apresentam instabilidade fisico-
qguimica e degradacdo no trato gastrintestinal, limitada solubilidade e baixa permeabilidade
(RATNAM et al., 2006). Neste caminho, sistemas nanoestruturados poliméricos tém
merecido destaque, como carreadores de substancias antioxidantes com diversos propdsitos,

como se pode observar nos trabalhos apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 — Estudos relativos a associagcdo de nanoparticulas poliméricas contendo substancias

com atividade antioxidante (NC: nanocépsulas; NS: nanoesferas)

Sistema Substancia -Eficiéncia de Resultados obtidos Referéncias
Ativa encapsulamento
-Diametro (nm)
-Potencial Zeta (mV)
NS Coenzima Q4 Acima de 95% Aumento da estabilidade da Kwon et al.,
40 a 260 nm coenzima Qo frente a radiagdo UV 2002
e altas temperaturas.
NS Vitamina E Facilita a liberagdo da vitamina E Shea et al.,
no interior das células combatendo 2005
EROs.
NC, NS Melatonina 33 a 56%; Reducdo da peroxidagdo lipidica in  Schaffazick
vitro induzida pelo radical ascorbil, et al., 2005
126 a 246 nm; comparada com a solugéo controle.
-33a-43,5 mV
NS Acido elagico 41,7% a 55,2% Aumento  da  permeabilidade Bala et al.,
intestinal comparado ao farmaco 2006
149 a 359 nm livre.
-3,57 a 75,38 mV
NC Melatonina 33 a50% Aumento da estabilidade frente a Schaffazick
luz. etal., 2007
135a325 nm
NC Melatonina 50%;
Aumento da atividade antioxidante  Schaffazick
241+ 55 nm in vivo contra a lipoperoxidacdo de et al., 2008
estruturas cerebrais.
-33+0,3mV
NS Quercetina 94,8 2 99,9% Aumento da atividade antioxidante Wu et al.,
através de sequestro do radical 2008
81,9a472,9 nm DPPH e anion superoxido e contra
a peroxidacdo lipidica, comparado
ao farmaco livre.
NC Acido lipoico 77 a2 99% Aumento da estabilidade. Kulkamp et
313a378 nm al., 2009
-5,43 a-9,06 mV
) 72% Diminuicéo significativa  da Kulkamp et
NC Acido lipoico 245 a 249 nm lipoperoxidagdo in vitro em al., 2011
-13,4a-14,0 mV comparacéo ao farmaco livre.

Estudos in vitro tém demonstrado que a associacdo de farmacos antioxidantes a

nanocapsulas poliméricas tem resultado em aumento da atividade contra a lipoperoxidacao,
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induzida pelo radical ascorbil, gerado pela reacdo entre Fe?* e ascorbato (SCHAFFAZICK et
al., 2005; KULKAMP et al., 2011). Desta forma, Schaffazick e colaboradores (2005)
avaliaram o efeito protetor da melatonina associada a nanocapsulas e a nanoesferas
comparativamente a uma solugdo aquosa de melatonina contra a peroxidacéo lipidica in vitro,
em que verificou-se que os lipidios foram protegidos de 8 a 51% devido & presenca da
melatonina (200 a 400 uM) e que os sistemas nanoestruturados proporcionaram importante
aumento no efeito antioxidante da mesma. Estes resultados foram confirmados in vivo,
guando nanocéapsulas foram administradas por via intraperitoneal em camundongos, pois estes
sistemas foram capazes de reduzir significativamente a peroxidagdo lipidica em estruturas
cerebrais (cortex e hipocampo) (SCHAFFAZICK et al., 2008). Recentemente, Kulkamp e
colaboradores (2011) apresentaram resultados da atividade antioxidante, referentes ao ensaio
de lipoperoxidacdo in vitro, que comparou formulacdes com acido alfa lipoico contido em
nanocapsulas (triglicerideos de cadeia média), de diferentes concentragcdes de poli(€-
caprolactona), com solucao do farmaco (forma livre, 240 a 480 pM), onde observou-se um

significativo aumento na atividade antioxidante devido ao nanoencapsulamento do farmaco.

1.3 Oleo de palma e 6leo de coco

O 6bleo de palma é encontrado em altas concentracbes (73,1%) na polpa do fruto
(Elaesis guineenses) e em menores concentracdes (32,6%) na semente (BORA et al., 2003).
Ele pode apresentar atividade antioxidante devido ao conteldo de substancias como
tocotrienois e tocoferois (vitamina E). Estudos realizados com tocotrienois indicaram que o
composto pode prevenir dano oxidativo em lipidios, pois a vitamina E se distribui pela
membrana celular e esta localizada na fracdo mitocondrial e no reticulo endoplasmatico
(KAMAT; DEVASAGAYAM, 1995; REGO; SANTOS; OLIVEIRA, 1999).

Este Oleo possui alta concentracdo de &cidos graxos saturados, cerca de 50%, e
esterificacdo com glicerol (acido estedrico 4,6%; miristico 1,0%). Apresenta uma alta
proporcao de acido palmitico (44,3%), o que fornece o nome a este acido graxo de 16
carbonos saturados, e tem quantidades consideraveis de acido linoleico (10%, dmega-6) e
oleico (38%). O bleo de palma é muito empregado na inddstria de alimentos, mas também
tem sido utilizado na industria farmacéutica e de cosméticos (EDEM, 2002; MUKHERJEE;
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MITRA, 2009), sendo grande fonte natural de tocotrienois. Também apresenta uma pequena
quantidade de escaleno, o qual, em hipotese, pode reduzir o colesterol e apresentar atividade
anticancerigena, além de ubiquinona e carotenoides (MUKHERJEE; MITRA 2009).

O dleo de palma pode apresentar atividade antioxidante em hipertensdo induzida por
estresse oxidativo (GANAFA et al., 2002). Um estudo evidenciou que o 6leo de palma pode
inibir a formacdo de tumor cutaneo, pois os componentes contidos no dleo inibem o 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA-dependente) que promove tumor na pele e diminuem
niveis de glutationa reduzida (GSH). Segundo Perchellet e colaboradores (1987), o
componente a-tocoferol realca a atividade de GSH-dependente protegendo as células durante
0 estagio mais avancado do tumor. O composto pode inibir também a producdo de
prostaglandinas, desacetilacdo de lipidio celular e ativacdo de proteina quinase C que podem
influenciar a formacéao de tumor (KAUSAR et al., 2003).

Fracdes do Oleo de palma que possuem compostos como tocotrienois podem ter
atuacdo importante na membrana cerebral, jA que a mesma é altamente susceptivel a
peroxidacdo lipidica. Os tocotrienois inibiram significativamente a peroxidacdo lipidica
induzida por ascorbato-Fe?* e a oxidacdo de proteinas em funcdo do tempo. A peroxidacio
induzida por AAPH, radical peroxila e fotossensibilizacdo também foi inibida pelos
tocotrienois oriundos do 6leo de palma (KAMAT; DEVASAGAYAM, 1995).

O 6leo de coco é obtido da semente ou do fruto da planta Cocos nucifera (Familia
Palmae) e este produto (6leo virgem) apresenta um ponto de fusdo préximo a 24°C (FOSTER;
WILLIAMSON; LUNN, 2009), sendo que o indice de oxidacdo do 6leo virgem € inferior
devido ao conteudo de &cidos graxos insaturados existentes que reagem facilmente com o
oxigénio para formar peréxidos (MARINA et al., 2009a). Além disso, o Oleo apresenta
atividade antimicrobiana (SANTQOS, 2012). Os acidos graxos presentes no 6leo sdo acido
laurico, &cido caprico e acido caprilico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido
oleico e &cido linoleico. Cerca de 50% dos acidos graxos presentes no Oleo apresentam
cadeias médias de 6 a 12 carbonos, sendo o &cido laurico (C12) 0 componente presente em
maior proporgdo (LAURELES et al., 2002; PARFENE et al., 2013).

Estudos vém demonstrando que o 6leo de coco pode ser capaz de prevenir a oxidagédo
de lipidios (lipoperoxidagdo), melhorar o status antioxidante in vivo, aumentando a
capacidade de enzimas antioxidantes, e aumentar niveis de vitaminas antioxidantes devido a
administragcdo do mesmo (NEVIN; RAJAMOHAN, 2006; MARINA et., 2009b;c).
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1.4 Disfungdes neuroldgicas e idebenona

Células do tecido cerebral apresentam um alto consumo de oxigénio e tornam-se
extremamente suscetiveis a danos oxidativos. A mitocéndria consome 85 a 90% do oxigénio
utilizado pela célula, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) na cadeia de transporte de
elétrons. Principalmente proximo a ubiquinona do complexo Il da cadeia respiratoria, as
moléculas de oxigénio e anions superoxidos originados podem formar outras EROs, atraves
dos elétrons originados nesta cadeia. As membranas celulares, ricas em lipidios, podem sofrer
oxidacdo, o que pode levar a perda de componentes celulares (KAMAT; DEVASAGAYAM,
1995; CARDOSO; PEREIRA; OLIVEIRA, 1998). Dessa forma, a presenga de oxigénio, em
maiores concentracdes na célula, e a diminuicdo de enzimas com atividade antioxidante
(como superdxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase) podem promover a formacéo
de moléculas reativas como os radicais livres. Estes, por sua vez, sdo estruturas instaveis que
apresentam elétrons desemparelhados, podendo reagir com outros componentes da célula
(como lipidios, proteinas e acidos nucleicos), promovendo danos nas fungdes celulares
(CHAUHAN, 2006). O dano causado por essas EROs pode comprometer a funcionalidade da
cadeia de transporte de elétrons, conduzindo a uma diminui¢cdo da producdo de ATP e
causando dano celular (CARDOSO; PEREIRA; OLIVEIRA, 1998). Como o tecido nervoso é
muito suscetivel ao estresse oxidativo, varias doencas do sistema nervoso estdo associadas a
distdrbios neurodegenerativos, como doencas de Parkinson, Alzheimer, ataxia de Friedreich e
esclerose multipla (CHAUHAN, 2006).

Neste sentido, antioxidantes, como a idebenona, um analogo sintético da coenzima
Q10, sdo importantes para prevenir os danos oxidativos (RATNAM et al., 2006; ZHAI et al.,
2008).

A idebenona foi desenvolvida inicialmente pelo Laboratério Takeda para tratamento
de pacientes com distarbios cognitivos e doenca de Alzheimer e foi aprovada no Japdo, em
1986, para distarbios associados a doencas cerebrovasculares, sendo introduzida no mercado
sob 0 nome de Avan (ZS-NAGY, 1990; MEIER; BUYSE, 2009). Desde 1999, a idebenona
tem sido avaliada como possivel tratamento para ataxia de Friedreich (MEIER; BUYSE,
2009; PARKINSON; SCHULZ; GIUNTI, 2013). Atualmente, a idebenona também ¢é
comercializada como cosmético antienvelhecimento, oferecida principalmente em
formulacdes lipossomadas (AMORIM et al., 2010). Como medicamento por via oral, é

encontrada em formas farmacéuticas solidas (ex: Cerestabon 30 mg), com indicagdo para
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tratamento de sintomas associados a patologia cerebral de etiologia vascular ou degenerativa.

As fungdes da idebenona estdo associadas ao grupo benzoquinona (figura 2), presente
na molécula e na coenzima Q10, que pode sofrer reacdes reversiveis de reducdo/oxidacao
(redox), influenciando o balanco eletrénico dentro da mitocéndria, ou seja, este grupo
melhora a circulacdo de elétrons no interior desta organela. Desta forma, o mecanismo de
acdo da idebenona € baseado no aumento do metabolismo cerebral através do sistema de
transferéncia de elétrons mitocondrial, facilitando a producdo de ATP. A coenzima Q10, um
composto quimico naturalmente existente, € um intermediario vital do sistema de transporte
de elétrons na mitocéndria, possuindo baixa biodisponibilidade devido a sua pobre
solubilidade e alto peso molecular. Por sua vez, quando comparada a coenzima Q10, a
idebenona possui uma cadeia lateral menor (10 carbonos) e mais saturada e, ainda, apresenta
um grupo hidroxila terminal. Estas caracteristicas a tornam menos hidrofébica do que a
Coenzima Q10, influenciando em sua particdo e difusdo pelas membranas bioldgicas.
Acredita-se que a cadeia lateral da idebenona (hidroxidecila) tenha comprimento ideal para
restaurar a funcdo mitocondrial (NAGY; ZS-NAGY, 1990; CARDOSO; PEREIRA;
OLIVEIRA, 1998; GEROMEL et al., 2002; RATNAM et al., 2006; MEIER; BUYSE, 2009;
PARKINSON, SCHULZ, GIUNTI, 2013).

CH1 0O CH,

MMMWWA)V\W&

Coenzima Q10 :I::i:]//\\v//\\v//\\v//\\v//\\,/OH

Idebenona

Figura 2 - Estrutura quimica da idebenona* e da Coenzima Q10, com o nlcleo benzoquinona e as cadeias
laterais lipofilicas (adaptado de PARKINSON, SCHULZ, GIUNTI, 2013).
*CAS 58186-27-9; 2,3-dimetoxi-5-metil-6-(10-hidroxidecil)-1,4-benzoquinona; C19H3,05; massa molecular
338,44, praticamente insoltvel em agua; ponto de fusdo entre 46 e 53° C (THE MERCK INDEX, 2006); pka de
15,19; coeficiente de particdo octanol/agua de 3,49 ( LI; GE, 2012).

Estudos tém demostrado a capacidade antioxidante da idebenona e sua atuagdo na
protecdo das células. Neste contexto, esta molécula pode inibir a peroxidacdo lipidica e

proteger a membrana celular e a mitocondria de danos oxidativos (SUNO; NAGAOKA, 1989;
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ZS-NAGY, 1990; BECKER; BRAY-FRENCH; DREWE, 2010). Esta molécula pode
apresentar também atividade antioxidante contra danos causados por radicais livres como
acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) (AMORIM et al.,, 2010,
MORDENTE et al., 1998), radical 2,2-azobis (2-amidinopropano) diidroclorido (APPH)
(PIGNATELLO et al., 2011) e contra danos em culturas de células causados por moléculas
como dietilmaleato ou peroxido de hidrogénio (PALUMBO et al., 2002).

Em um estudo realizado por Suno e Nagaoka (1989), verificou-se que a idebenona
inibiu a peroxidagdo lipidica, em um experimento in vitro com células do tecido cerebral de
rato, empregando succinato ou FeCls. Foi observado que ocorreu inibicdo de 50% da

peroxidacdo lipidica induzida, quando a idebenona (37 uM) foi adicionada ao meio.

1.5 Estudos relativos a idebenona associada a sistemas nanoestruturados

Palumbo e colaboradores (2002) prepararam nanocapsulas poliméricas de poli(etil-2-
cianocrilato) e triglicerideos de cadeia média, através de polimerizacgdo in situ (177 a 312 nm;
97% de eficiéncia de encapsulamento; -13 mV), e compararam a efetividade da idebenona
presente nas nanoestruturas com a mesma na forma livre. No estudo, foram utilizadas células
(fibroblastos) que sofreram dano oxidativo e foram tratadas com nanocépsulas poliméricas
contendo idebenona. De acordo com os resultados, atividade antioxidante efetiva da
idebenona associada a estas nanoestruturas (0,5 uM) foi observada por uma reducdo na
liberacdo de LDH (enzima citosdlica estavel) em aproximadamente 50%, que foi liberada com
o rompimento da membrana citoplasmética celular, através de lesdes promovidas por
dietilmaleato e peroxido de hidrogénio. Ja& a idebenona livre ndo foi capaz de reduzir
significativamente a liberacdo de LDH. Foi sugerido que a provavel diferenca da acdo
bioldgica entre a substancia ativa livre e associada a hanocapsulas é o0 mecanismo baseado na
aderéncia das nanoparticulas as células e, dessa forma, facilitaria a difusdo do farmaco
lipofilico associado para o interior da célula.

Amorim e colaboradores (2010), objetivando aumentar a estabilidade e diminuir a
irritabilidade em mucosa provocada pela idebenona, prepararam nanoparticulas com os
polimeros quitosana ou N-carboximetilquitosana reticulados com tripolifosfato por co-
secagem com a mesma por aspersdo, empregando 20% de didxido de silicio coloidal. As

nanoestruturas apresentam vantagens como proteger o farmaco da degradacdo (40°C/75% UR
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por 90 dias) dez vezes mais do que o farmaco livre, além de promover menor irritagdo em
membrana mucosa e manutencdo do efeito antioxidante in vitro (10 nM; ensaio de sequestro
de ABTS). Nesses estudos foi verificado que quando se utilizou a idebenona livre ou as
nanoparticulas, apos o preparo, ndo houve diferenca significativa na atividade antioxidante no
experimento realizado com ABTS. Por outro lado, quando foi realizado 0 mesmo ensaio apos
45 dias de armazenamento, o farmaco livre apresentou perda de atividade antioxidante em

torno de 30%, comparativamente a idebenona contida nas nanoparticulas.

Em uma analise com sonda fluorescente (DCFH-DA 100) e com lipossomas de carga
neutra (SUVET®) ou de carca negativa (SUVET"), contendo ou n3o idebenona, ou com o
farmaco livre, utilizando cultura de células (astrdcitos), Pignatello e colaboradores (2011)
observaram que o farmaco livre ndo foi capaz de reduzir espécies oxidantes induzidas por
APPH. Ja o tratamento realizado com o farmaco contido em SUVET® ou SUVET" apresentou

um efeito protetor contra a citotoxicidade causada pelo radical APPH.

Para melhorar a liberacdo da idebenona no tecido cerebral, Montenegro e colaboradores
(2011) avaliaram a possibilidade de preparar nanoparticulas lipidicas solidas (NLSs) contendo
este farmaco (0,5-1,1% m/m). Estas particulas foram aplicadas em culturas priméarias de
células (astrdcitos obtidas do cértex cerebral de rato) para avaliacdo da atividade antioxidante,
ja que as ceélulas sofreram estresse oxidativo induzido pelo radical APPH. O dano na cultura
celular foi avaliado através da liberacdo da enzima LDH, que nao foi liberada em quantidade
significativa nas células que foram tratadas com as nanoestruturas. Verificou-se que a NLS
com idebenona (0,7% m/m) exerceram efeito protetor contra EROs.

MONTENEGRO e colaboradores, em 2012, também prepararam nanoparticulas
lipidicas sélidas, para liberacdo topica de idebenona, utilizando o palmitado de cetila como
lipidio (30 a 49 nm; pH entre 4,78 a 5,10), e observaram que a penetracdo das nanoestruturas,
contendo idebenona, nas diferentes camadas na pele dependeu da concentracdo do farmaco e
da composicdo da formulagdo. Estas nanoparticulas se acumulam no estrato corneo e

epiderme, podendo ser interessantes estratégias para a administragdo topica da idebenona.

Bei Li e Zhi-Qiang Ge (2012) prepararam carreadores lipidicos nanoestruturados
(NLCs) contendo  idebenona  (0,5%), utilizando  homogeneizacdo a  alta
velocidade/ultrassonificagdo (65°C). Esses sistemas foram desenvolvidos com a finalidade de
comparar a permeacdo cutdnea de idebenona e a estabilidade em diferentes sistemas

(nanoemulsdo, solucdo oleosa e NLCs). O estudo da capacidade de penetragdo desses
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sistemas foi realizado em ensaio ex vivo, utilizando pele suina como modelo de membrana. A
quantidade acumulada de idebenona na epiderme, derme e meio aceptor da célula de difusdo
foi trés vezes maior para NLCs do que para nanoemulséo e solucdo oleosa, no final de 24 h. O
teor de idebenona foi de 90,1 %, 65,4 % e 51,3%, respectivamente para NLC, nanoemulséo e
solucdo oleosa apds 180 dias de estudo de estabilidade (40°C/75% UR e 3.000 Ix). Os NLCs
apresentaram didmetro de 86,9 nm (0,21 de polidispersdo), potencial zeta de -29,6 mV e
99,4% de eficiéncia de encapsulamento do farmaco, sendo preparados com

palmitato/estearato de glicerila e triglicerideos de cadeia média.

1.6 Estabilidade das suspensfes nanoparticuladas e processo de desidratacdo a frio
(liofilizacéo)

Os sistemas nanoestruturados, durante longo periodo de armazenamento, podem sofrer
instabilidade fisico-quimica, devido a possibilidade de ocorréncia de agregacao das particulas
e sedimentacdo, degradacdo quimica do polimero, do fArmaco ou de outras matérias-primas,
ou ainda, liberacdo da substancia ativa para a fase aquosa havendo precipitacdo do mesmo ou
formacdo de nanocristais (SCHAFFAZICK et al., 2003a; ABDELWAHED et al., 2006a,b;
SCHAFFAZICK et al., 2006). O tipo de polimero utilizado na composi¢do dos sistemas tem
influéncia na estabilidade do mesmo, pois pode sofrer degradacdo hidrolitica. Por sua vez,
fosfolipidios e triglicerideos quando usados também podem sofrer hidrdlise de ligacdes éster,
causando alteracdes nas nanoestruturas. A degradacdo por hidrolise em meio acido pode
produzir separacdo ao longo da cadeia polimérica, formando oligdmeros insollveis e uma
pequena producdo de grupos carboxilicos livres. Por outro lado, o meio alcalino favorece a
clivagem de ligacéo éster no final da cadeia polimérica com producdo de compostos sollveis
como o acido lactico, dependendo do tipo de polimero usado (ABDELWAHED et al., 2006).

Dessa forma, para minimizar esses problemas, é necessario promover a retirada de
agua do meio, ja que este veiculo pode facilitar processos de reacdo entre 0os componentes,
além da facilidade de proliferagdo de micro-organismos. Nesta direcdo, varios estudos tém
focalizado o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas contendo os sistemas
nanoparticulados poliméricos, empregando a liofilizagdo ou freeze-drying (SCHAFFAZICK
et al., 2003a,b; ABDELWAHED et al.,, 2006), secagem por aspersdo ou spray-drying
(MULLER et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003a; SCHAFFAZICK et al., 2006) ou a
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preparacéo de granulados/comprimidos (FRIEDRICH et al., 2010a,b).

Dentre estes processos, destaca-se a liofilizacdo, que ocorre sem uso de altas
temperaturas, a qual é baseada na remoc¢do da agua no estado solido (gelo) através de
sublimacdo sob vacuo. A liofilizacdo ocorre em trés etapas: congelamento (solidificacéo),
secagem primaria (sublimacdo do gelo) e secagem secundaria (dessorcdo da dgua). Na etapa
de congelamento, os cristais de agua se formam no liquido solidificado, mas uma pequena
quantidade de &gua permanece no estado liquido, conhecida como agua ligante. Na etapa de
secagem primaria, ocorre a sublimacdo da agua no estado sélido ao de vapor de agua, que
passa direto da porcdo seca do produto para a superficie da amostra e ainda o vapor é
transferido da superficie da amostra para a cdmara do condensador. Ao final da sublimacéo,
varios poros sdo formados correspondentes aos espagos que foram antes ocupados por cristais
de gelo, favorecendo a ressuspensdo posterior do produto com veiculo. A secagem secundaria
consiste na remocdo da agua adsorvida ao produto (TANG; PIKAL, 2004; VAUTHIER,;
BOUCHEMAL, 2009).

A liofilizacdo pode causar problemas aos sistemas nanoparticulados, especialmente em
funcdo do processo de congelamento e desidratagdo. Durante a etapa de congelamento da
amostra, ha a formacdo de um concentrado de nanoparticulas que pode conduzir a um estado
de agregacdo das mesmas e, em alguns casos, pode ocorrer a formacdo de uma agregacédo
irreversivel das particulas. Por esta razdo, excipientes especiais como agentes
crioprotetores/lioprotetores devem ser adicionados as suspensfes de nanoparticulas antes da
etapa de congelamento. Os crioprotetores mais utilizados sdo: trealose, sacarose, glicose e
manitol. A trealose parece ser 0 agente crioprotetor mais favoravel por apresentar vantagens
como menor efeito higroscopico e baixa reatividade quimica (ABDELWAHED et al., 2006).
A concentracdo de crioprotetor a ser acrescentado nas suspensdes de nanoparticulas é
importante para garantir a protecdo das mesmas durante a liofilizacdo (VAUTHIER;
BOUCHEMAL, 2009). Selecionar o crioprotetor mais adequado para ser utilizado no
processo de liofilizacdo pode ser feito através do indice de ressuspensdo (df/di), que é obtido
pela relacdo entre os didmetros médios das particulas ap0s a ressuspensdao da amostra
liofilizada (df) e os diametros médios das particulas (di) antes da desidratacdo. A funcgéo de
manter as caracteristicas essenciais das nanoparticulas ocorre devido a formacdo de uma
matriz amorfa em torno das estruturas, promovendo um espacamento entre as mesmas,
evitando a agregacdo e facilitando a ressuspensdo das mesmas. Além disso, a cristalizacdo da

agua contida na suspensdo pode promover um estresse mecanico sobre as nanoparticulas
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conduzindo a desestabilizacdo (ABDELWAHED et al., 2006; VAUTHIER; BOUCHEMAL,
2009; CHUNG; LEE; LEE, 2012).

No trabalho de Khayata e colaboradores (2012) foi realizada a liofilizacdo de
nanocapsulas de PCL com vitamina E (preparadas pelo método de nanoprecipitacéo),
empregando PVP, manitol, sacarose ou glicose (na concentracdo 5%) como crioprotetores.
Dentre os crioprotetores utilizados, o que apresentou melhor desempenho na manutencéao
parcial das caracteristicas das nanocapsulas foi a sacarose e apresentou um indice de

ressuspensdo ds/d; satisfatorio, segundo os autores (1,5).

Em outro trabalho, Swarnakar e colaboradores (2011) utilizaram crioprotetores como
trealose, dextrose, manitol e sacarose para liofilizar nanoparticulas de PLGA com coenzima
Q10. As nanoparticulas liofilizadas com trealose apresentaram um aumento nao significativo
de tamanho, sendo obtidos os seguintes indices de ressuspensdo no estudo: 1,04, 1,22, 1,16 e
1,35, respectivamente, para trealose, dextrose, manitol e sacarose.
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MATERIAIS E METODOS

1.1 Materiais

O tensoativo polissorbato 80 (Tween 80%) foi obtido da Henrifarma Produtos Quimicos
e Farmacéuticos (S&o Paulo, Brasil). O mono-oleato de sorbitano (Span 80®), o
monoestearato de sorbitano (Span 60®) e a poli(e-caprolactona) [Mn = 70.000 — 90.000]
foram obtidos da Sigma Aldrich (Sd0 Paulo, Brasil) e o Eudragit RS®100 (Réhm GmbH,
Pharma Polymers, Alemanha) foi gentilmente fornecido pela Almapal (Séo Paulo, Brasil). O
6leo de palma refinado orgéanico e o 6leo de coco virgem organico (TheraHerb VCO,
Filipinas) foram gentilmente doados pela Agropalma (Belém, Brasil) e pela Fignelli Comércio
Importagdo e Exportacdo (Niterdi, Brasil), respectivamente, e os triglicerideos de cadeia
média empregados sdo da AlphaQuimica (Porto Alegre, Brasil). A idebenona foi obtida da
Attivos Magisttrais (Sdo Paulo, Brasil). O metanol grau cromatografico foi adquirido pela
Tedia (S&o Paulo, Brasil) e os demais solventes e reagentes empregados apresentaram grau

analitico.

1.2 Preparacao dos sistemas nanoestruturados

As nanocépsulas foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial de polimero
pré-formado (FESSI et al., 1989). Dessa maneira, a fase organica, constituida de um
tensoativo (mono-oleato de sorbitano ou monoestearato de sorbitano; 0,5 %, 0,77 % ou 1,0 %
p/v), polimero [poli(e-caprolactona) (PCL) ou Eudragit RS100® (EUD); 1,0 % p/v] e um 6leo
[palma (OP) e coco (OC) ou triglicerideos de cadeia média (TCM); 1,5 % ou 3,0 % p/v], em
acetona, foi mantida sob agitacdo a 35-38°C até a dissolucgdo total dos componentes (cerca de
50 minutos). Apds, o farmaco (0,1 % p/v — concentracdo teorica) foi acrescentado a fase
orgénica e dissolvido sob agitacdo. Em seguida, a fase orgénica foi vertida na fase aquosa,
contendo polissorbato 80 (1,0 % p/v), permanecendo sob agitagdo moderada durante 10
minutos. No final do processo, a acetona e parte da agua foram evaporadas empregando-se
evaporador rotativo (Fisatom modelo 804), até o volume final de 10 mL ou 25 mL. As

concentragfes dos componentes informadas referem-se a formulacdo final, apos a etapa de
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evaporacdo. As formulagOes foram preparadas em triplicata e com protegéo da luz.

Além da influéncia do tipo e da propor¢do dos componentes, também foi avaliada a
proporcéo entre as fases aquosa e organica (FO/FA) sobre as caracteristicas fisico-quimicas
das nanoestruturas, as formulacGes preparadas conforme os componentes utilizados podem ser
visualizados nas tabelas 2 e 3. A proporc¢do 34:66 (FO/FA) refere-se a utilizacdo de 27 mL de
acetona e 53 mL de &gua e a proporcdo 50:50 corresponde a 53 mL de acetona e 53 mL de

agua, para a preparacao de 10 mL finais de formulacéo, apds a etapa de evaporacao.
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Tabela 2 — Formulagdes preparadas com 6leo de palma, e a respectiva formulagdo com

TCM, para fins comparativos

Formulacdo Polimero* Oleo* Tensoativo Tensoativo ldebenona  Agua/  Volume
(%) (%) de baixo de alto** (%)* Acetona final
EHL (%)* EHL (%)* (mL)
1,0 (Span®
PCL/OP 1,0 15 60) 1,0 0,1 53mL/ 10mL
27 mL
0,5 (Span®
PCL/OP 1,0 15 60) 1,0 0,1 53ml/ 10mL
27 mL

PCL/OP 1,0 1,5 1,0 (Span® 1,0 0,1 53mL/  10mL
60) 53 mL

PCL/OP 1,0 15 0,5 (Span® 1,0 0,1 53mL/  10mL
60) 53 mL

PCL/OP 1,0 3,0 1,0 (Span® 1,0 01 53ml/ 10 mL
60) 27 mL

PCL/OP 1,0 3,0 0,5 (Span® 1,0 0,1 53ml/ 10mL
60) 27 mL

PCL/OP 1,0 3,0 1,0 (Span® 1,0 01 53 mL/ 10 mL
60) 53 mL

PCL/OP 1,0 3,0 0,5 (Span® 1,0 01 53 mL/ 10 mL
60) 53 mL

PCL/TCM 1,0 3,0 0,5 (Span® 1,0 01 133mL/ 25mL
60) 133 mL

EUD/OP 1,0 3,0 1,0 (Span® 1,0 0,1 53ml/ 10 mL
60) 27 mL

EUD/OP 1,0 3,0 0,5 (Span® 1,0 01 53mL/ 10 mL
60) 53 mL

*
Concentragfes das matérias-primas baseadas na formulagdo final, apds a evaporagdo do solvente organico e

parte da agua (volume final de 10 mL ou 25 mL). **Polissorbato 80.
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Tabela 3 — Formulagdes preparadas com 6leo de coco, e a respectiva formulacdo com TCM,

para fins comparativos

Formulacio  Polimero  Oleo  Tensoativo Tensoativo Idebenona Agua/  Volume

(%)* (%)* de baixo de alto** (%)* Acetona final
EHL (%)* EHL (%)* (mL)

PCL/OC 1,0 30 0,77 (Span® 0,77 0,1 53mL/ 10mL
80) 27 mL

EUD/OC 1,0 30 0,77 (Span® 0,77 0,1 53ml/ 10 mL
80) 27 mL

PCL/OC 1,0 3,0 0,5 (Span® 1,0 0,1 53 mL/ 10 mL
60) 53 mL

EUD/OC 1,0 3,0 0,5 (Span® 1,0 0,1 53 mL/ 10 mL
60) 53 mL

PCL/OC 1,0 3,0 0,5 (Span® 1,0 0,1 53ml/ 10 mL
80) 53 mL

EUD/OC 1,0 3,0 0,5 (Span® 1,0 0,1 53ml/ 10 mL
80) 53 mL

EUD/TCM 1,0 3,0 0,5 (Span® 1,0 0,1 133 mL/ 25 mL
80) 133 mL

*Concentragc”)es das matérias-primas baseadas na formulacéo final, apds a evaporacéo do solvente organico e
parte da agua (volume final de 10 mL ou 25 mL). **Polissorbato 80.

Para fins comparativos, uma dispersdao micelar aquosa contendo idebenona (0,1 % p/v)
foi preparada da mesma maneira como acima descrito, para as suspensdes de nanocapsulas,
entretanto, apenas o0s tensoativos mono-oleato de sorbitano (0,5% p/v) e polissorbato 80 (1,0

% p/v) foram utilizados para a composicao das fases, além do farmaco.

1.3 Determinacdo do didametro médio de particulas, do indice de polidispersdo, do
potencial zeta e do pH das formulagdes

Os diametros médios, os indices de polidispersao (espalhamento de luz dinamico) e 0s
potenciais zeta (mobilidade eletrofética) das particulas, em suspensdo, foram determinados

através do equipamento Zetasizer® Nano Series (modelo Zen 3600; Malvern Instruments),
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apos diluicdo das amostras (500 vezes) com agua ultrapura (didmetro e polidispersdo) ou com
solucgéo aquosa de NaCl 10mM (potencial zeta).

Os valores de pH foram determinados diretamente nas suspensdes, empregando
potenciémetro (modelo pH 21; HANNA) previamente calibrado com solucdo tampéo pH 4,0
e7,0.

1.4 Determinacdo do teor e da taxa de associacdo da idebenona as nanocapsulas em

suspensao

O doseamento da idebenona foi realizado com base no método de Amorim e
colaboradores (2009; 2010), empregando cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE-
UV) em fase reversa, utilizando o cromatdgrafo Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japan), equipado
com bomba modelo LC-20AT, detector UV/VIS SPD-M20A (arranjo de diodos —PDA) e
sistema controlador CBM-20A e com injecdo manual (loop de 20 puL). A separacdo foi obtida
empregando uma coluna C;g (Nano Separation Technologies-NST-Cyg; 250 mm x 4,6 mm; 5
pum) a temperatura ambiente, fase movel metanol:agua (80:20% v/v), fluxo de 1,0 mL/min e
279 nm de comprimento de onda de deteccdo. Empregou-se também uma pré-coluna
(Phenomenex Security Guard Cig, 4,0 x 3,0 mm) para protecdo da coluna cromatografica.
Para a determinacgdo do teor total de idebenona, uma aliquota das suspens@es foi diluida em
metanol, sonicada por 10 minutos, e, apds, o volume foi aferido a 10 mL (concentracdo
teodrica de 15 pg/mL), seguindo-se de centrifugacdo (10 minutos). O sobrenadante foi filtrado
em membrana de celulose regenerada (0,45um) e injetado no cromatégrafo. A curva padréo
foi preparada a partir de uma solucéo estoque de 1,0 mg/mL de idebenona em metanol, para

obter as concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL de farmaco no mesmo solvente.

A concentracdo da substancia ativa associada as nanocapsulas (eficiéncia de
encapsulamento: EE%) foi determinada através da diferenga entre as concentragdes total
(Ciotar) € livre do farmaco (Cuyirasilirado) Presentes nas formulagdes (Equacdo 1), empregando
ultrafiltracdo-centrifugacao (Amicon® 10.000 MW, Millipore). Dessa forma, 200pL das
suspensdes foram pipetados para os dispositivos Amicon® e centrifugados por 10 minutos a
2.200 xg (Sigma, 1-14), para obtencdo do ultrafiltrado. No ultrafiltrado, determinou-se a
concentracdo de farmaco livre através de CLAE, conforme acima descrito.
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EE % = Ctotal - Cuﬂ:ra.ﬁlh'ado < 100

Ctotal

Equacdo (1)

1.5 Validacao do método analitico para a determinacdo de idebenona nas suspensdes de

nanocapsulas

O método para a determinagdo da idebenona a partir das suspensfes de nanocépsulas
desenvolvidas foi validado seguindo os parametros de especificidade, linearidade, precisao
(repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

A especificidade do método analitico foi conduzida a partir das suspensdes de
nanocapsulas sem o farmaco e pela analise da pureza do pico cromatografico. A linearidade
foi verificada na faixa de concentracdo de 5 a 25 pg/mL, através de trés curvas analiticas
independentes construidas conforme acima descrito, realizando-se estudo da regresséo linear,
pelo método dos minimos quadrados e Andlise de Varidncia (ANOVA). O ensaio de
repetibilidade foi feito com a preparacdo de seis amostras independentes, na mesma
concentracdo (15 pg/mL de idebenona), no mesmo dia e nas mesmas condicdes
experimentais. Por sua vez, a precisdo intermediaria foi analisada em dois dias diferentes
(n=6/dia) na concentra¢do de 15 pg/mL. Os resultados foram expressos na forma de desvio
padrdo relativo (DPR%). A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacéo, a
partir de uma aliquota de suspensdo de nanocapsulas de concentracdo conhecida e da adicdo
de trés diferentes concentracdes de solucdo padréo (2, 10 e 18 pg/mL), correspondendo a
concentrages finais de idebenona de 7, 15 e 23 pug/mL. A analise foi realizada em triplicata.

1.6 Estudo de estabilidade das suspensdes de nanocapsulas

Vinte e cinco mililitros (25 mL) das suspens@es de nanocapsulas otimizadas, contendo
idebenona (1,0 mg/mL), foram preparados em triplicata (OP/PCL; TCM/PCL; OC/EUD;
TCM/EUD), da mesma forma como descrito no item 1.2. Estas formulagGes foram

fracionadas e armazenadas a temperatura ambiente e avaliadas apds a preparacao, 25, 45 e 75
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dias. Os parametros monitorados foram o teor de farmaco, o didmetro médio de particulas,
indice de polidisperséo, potencial zeta e pH. Algumas amostras das formulagbes estudadas
foram armazenadas protegidas da luz (frascos de vidro ambar) e outras foram armazenadas
expostas a luz (frascos de vidro transparente), visando a selecdo das formulagbes mais

promissoras e a avaliagcdo da influéncia da composicéo dos sistemas.

1.7 Estudos de fotoestabilidade da idebenona associada as nanocapsulas

A degradacgdo da idebenona associada as nanocépsulas de PCL, preparadas com OP ou
TCM, foi estudada atraves da exposicdo a radiagdo UVC artificial (T8 32W PG02), durante o
periodo de 13 horas, ou a radiacdo UVA artificial (Phillips T8 30W BL) durante 13 e 23
horas. Para fins comparativos, uma dispersdo micelar aquosa contendo o farmaco foi
empregada (item 1.2). As amostras (700 pL das suspensBes de nanocépsulas ou da dispersao
micelar), em triplicata, foram colocadas em cubetas de plastico com tampa (UV-Cuvette
micro, Brand®; 12,5 x 12,5 x 45 mm), que permaneceram equidistantes no interior de camaras
espelhadas (1 m x 25 cm x 25 ¢cm) contendo as lampadas UVA ou UVC durante os periodos
citados acima. Nos tempos pré-determinados, aliquotas de 150 pL foram retiradas das cubetas
e tratadas conforme descrito no item 1.4 para a quantificacdo do teor de idebenona através de
CLAE. Desta forma, a protecéo de idebenona contra a fotodegradacdo nos diferentes sistemas
foi avaliada por quantificar a quantidade de farmaco remanescente ap6s o periodo de
exposicdo. Durante os experimentos, cubetas contendo a dispersdo do farmaco foram também
cobertas com papel aluminio e incluidas na camara, para refutar a hipotese de degradacédo
térmica. Os experimentos foram realizados em triplicata de lote, sendo um lote de cada

formulacéo, em cada dia de experimento, disposto em 3 cubetas (n=3/formulagéo).

1.8 Avaliacgao do perfil de liberagdo in vitro da idebenona a partir das nanocapsulas

A avaliacdo da liberacdo in vitro da idebenona (n=3), a partir das suspensdes de
nanocapsulas de PCL (OP ou TCM), foi efetuada pela técnica de difusdo em sacos de dialise
(MWCO = 12,000 a 14,000 Da, Sigma-Aldrich Corporation, MO, USA), em condicao sink,



45

utilizando como meio de liberacdo agua:etanol (70:30, v/v). Para fins comparativos, uma
solucdo metanodlica do farmaco foi empregada (1 mg/mL). Os sacos de diélise foram
preenchidos com 1,0 mL das amostras em estudo (1000 pg de farmaco) e colocados em
béqueres contendo 125 mL de meio de liberagdo, mantidos sob agitacdo magnética a
temperatura de 37 °C. Aliquotas de 1,0 mL de meio foram coletadas em intervalos de tempo
pré-estabelecidos, repondo-se 0 mesmo volume de meio fresco, aquecido a mesma

temperatura.

As coletas das amostras obtidas a partir das suspensdes de nanocapsulas foram
realizadas durante 60 h e durante 12 h para a solugéo organica. As amostras coletadas foram
quantificadas diretamente por CLAE (cromatografo SHIMADZU, Kyoto, Japdo, LC-10A,
equipado com uma bomba modelo LC-10AD, com detector UV SPD-10A, sistema
controlador SCL-10A e injetor manual Rheodyne (loop de 50 pL), empregando a mesma
coluna descrita na determinacdo do teor. A curva padrdo (0,125 a 16 pg/mL) foi feita no
mesmo meio empregado para liberacdo (dgua:etanol 70:30, v/v), a partir de uma solucdo mée

de idebenona em metanol (1 mg/mL).

Os perfis de liberacdo in vitro da idebenona, a partir das formulagdes, foram
analisados através de modelagem matematica (Scientist 2.0 sofware - MicroMath®, USA),
empregando modelos dependentes (ordem zero, monoexponencial, biexponencial e Lei da
Poténcia/Korsmeyer-Peppas). O modelo mais adequado (equacbes 2-4), para descrever 0S
dados gerados de liberacdo, foi selecionado baseado no maior coeficiente de correlacédo (r),

maior critério de selecdo do modelo (MSC) e melhor ajuste gréafico.

2 C=Co ™  (monoexponencial)
3) t1/=0,693/k (tempo de meia-vida)
4) fi=at" (modelo de Korsmeyer-Peppas)

Onde, C, é a concentracéo inicial do farmaco, k € a constante de velocidade de liberacdo, ty, €
o0 tempo para liberar 50% do farmaco presente, f; é a fracdo de farmaco liberada no tempo t
(horas), a é a constante que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do sistema de

liberacdo e n € o expoente que indica 0 mecanismo de liberagdo do farmaco.
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1.9 Preparacdo de liofilizados a partir das suspensdes de nanocépsulas

As diferentes suspensdes de nanocépsulas (OP/PCL, TCM/PCL, OC/EUD e
TCM/EUD), contendo idebenona (1,0 mg/mL), foram fracionadas (5 mL) em frascos de vidro
de boca larga. Apds, acrescentou-se trealose a 10% (p/v) em cada frasco contendo as
suspensdes de nanocapsulas. Apds a dissolucdo do carboidrato, sob agitacdo magnética
durante 10 minutos, as amostras foram congeladas em freezer, por 24 horas, a temperatura de
cerca de -35 °C. Apds, foram submetidas a desidratagdo em liofilizador (LIOTOP L 101,
Liobras, S&o Paulo, Brasil) para obtencdo dos produtos secos, durante 24 horas, a temperatura
de cerca de -55°C. Uma solucdo do adjuvante (trealose a 10 %) também foi liofilizada, para
fins comparativos. Os liofilizados foram preparados em triplicata e armazenados em
dessecador, em frascos de vidro e ao abrigo da luz.

1.10 Determinacao do diametro médio de particulas apdés redispersao dos pos liofilizados

em agua

O diametro médio das particulas foi determinado por espectroscopia de correlacdo de
fotons (Zetasizer® Nano Series modelo ZEN 3600, Malvern Instruments), a 25 + 2 °C. Os
liofilizados foram pesados (0,156 g) e redispersos em agua ultrapura (1,0 mL) a fim de se
obter a mesma concentracdo dos componentes do que a suspensdo original. As amostras de
cada lote (n=3) foram submetidas a agitacdo magnética durante 15 minutos e, ap6s, uma
aliquota foi retirada e diluida em &agua purificada (1:500 v/v). Apds, as amostras foram

filtradas em membrana hidrofilica (0,45 pum).

O indice de ressuspensdo das particulas, que representa a recuperacdo do tamanho
médio de particulas em relacdo as formulagdes de origem, foi calculado através da relacdo
entre o tamanho médio das particulas dos pos apos a redispersdo em agua (tamanho final) e o

tamanho médio das suspens@es (tamanho inicial), conforme a equacéo 5.

(5) indice de ressuspenséo = Sf/ Si
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Onde, Sf é o diametro médio das particulas dos liofilizados ap6s a redispersdo em agua
e Si é o diametro médio das particulas das suspens@es coloidais originais.

1.11 Determinacéo do teor de idebenona nos liofilizados e valida¢do do método analitico

Amostras dos liofilizados foram pesadas exatamente, correspondendo & quantidade
tedrica de 150 g de idebenona, transferidas para um baldo volumétrico de 10 mL e dispersas
em metanol, sob sonicacdo durante 15 minutos. Seguindo-se a este tratamento, o volume do
baldo volumétrico foi completado, esta amostra foi centrifugada por 10 minutos, obtendo-se
uma concentracdo tedrica de 15 pg/mL de farmaco. Apds filtracdo do sobrenadante em
membrana de celulose regenerada (0,45 pum), as amostras foram injetadas no cromatografo,
segundo a metodologia descrita anteriormente para as suspensoes (item 1.4).

O método analitico foi validado para a quantificacdo de idebenona nos liofilizados
contendo as nanocapsulas e trealose, segundo os parametros de especificidade e precisdo
(repetibilidade e precisdo intermediaria). A especificidade dos liofilizados foi realizada
utilizando amostras de suspensGes de nanocapsulas liofilizadas sem farmaco e a analise da
pureza de pico, para averiguar se outros componentes da formulagdo que ndo sejam o farmaco
pudessem interferir na deteccdo do mesmo. O ensaio de precisdo também foi feito com a
analise de teor de seis amostras com concentracdo tedrica de 15 pg/mL de idebenona
(repetibilidade), em metanol, conforme acima descrito, em dois dias consecutivos (precisao

intermediaria).

1.12 Anélise morfoldgica dos liolifizados contendo as nanocapsulas

Amostras dos liofilizados de cada grupo de formulacdo e amostras da solugcdo aquosa
de trealose liofilizada foram colocadas em um suporte metalico e metalizadas com ouro por
30 segundos (metalizador Desk II, Denton Vacuum), para posterior analise morfoldgica
empregando um Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV, Jeol JSM-6360), localizado no
Departamento de Engenharia Mecénica da UFSM. Empregou-se a voltagem de 10 KV,

obtendo-se imagens referentes aos seguintes aumentos: 1.500X, 7.500X e 15.000X.
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1.13 Determinacao do teor de umidade das amostras liofilizadas

O teor de agua nos poés liofilizados (%) foi determinado através de perda por
dessecagdo (Brasil, 2010). Desta forma, as amostras foram colocadas em um medidor de
umidade por infravermelho (GEHAKA, IV 2500), sendo que 2 g de cada amostra foram
distribuidos em um prato de aluminio, inseridos na balanca e submetidos a temperatura de
120°C.

1.14 Estudo de estabilidade dos liofilizados contendo idebenona associada as

nanocapsulas poliméricas

Os produtos liofilizados (OP/PCL, TCM/PCL, OC/EUD e TCM/EUD) foram
mantidos a temperatura ambiente e protegidos da luz e da umidade durante o periodo de 75
dias, determinando-se o teor de farmaco ap0s tempos pre-estabelecidos, de maneira

comparativa as suspensdes de origem.

1.15 Anaélise estatistica

Os resultados foram expressos com média + SD (desvio padrdo) e analisados
estatisticamente por Analise de Variancia (ANOVA) e teste t de Student em nivel de

significancia de 5%, através do software Sigma Stat versao 3.0 ou Excel®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1.1 Desenvolvimento das suspensdes de nanocapsulas poliméricas com 06leo de palma,
como nucleo oleoso, e idebenona

A primeira parte do trabalho foi dedicada ao desenvolvimento de suspensbes de
nanocépsulas contendo 6leo de palma (OP) como nucleo, para verificar a viabilidade da
preparacdo de formulagdes com caracteristicas fisico-quimicas adequadas para a veiculagdo
da idebenona. Desta forma, diferentes parametros foram estudados, como a concentracédo de
oleo de palma, a concentracdo do tensoativo de baixo EHL e a proporcdo das fases aquosa e
organica (FA/FO), visando a otimizacdo das formulagdes. Foram utilizadas concentrac@es dos
componentes (6leo, polimero, tensoativos) dentro da faixa usual para a preparacdo de
nanocapsulas, pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010), conforme nosso grupo de pesquisa vem também

empregando.

Conforme a tabela 4, as formulagdes preparadas, inicialmente, preparadas com 1,5 %
de OP apresentaram didametros médios na faixa de 212 a 292 nm, indice de polidispersdo
inferior a 0,23 e potencial zeta negativo (cerca de -13 mV), além de valores ligeiramente
acidos de pH. Inicialmente, empregou-se a proporcdo de fases 34:66 (FO:FA) para a
preparacdo dos sistemas. Entretanto, o indice de polidispersdo foi superior a 0,2, mesmo
aumentando a concentracdo de tensoativo (Span® 60), além de haver populacdo micrométrica
em todos os lotes. Por outro lado, aumentando-se a proporcao de acetona (50:50 v/v FO/FA),
houve uma tendéncia a diminuicdo do didametro médio de particulas e do indice de
polidispersdo, além de haver exclusdo da populacdo micrométrica quando se empregou a
menor concentracdo de tensoativo (0,5%), a qual anteriormente foi observada. Este fato pode
ser atribuido, provavelmente, a reducdo da viscosidade da fase organica, fato que pode levar a
reducdo do diametro médio de particulas, quando as mesmas sdo formadas através do método
de deslocamento de solvente (LEGRAND et al., 2007), o que facilita a difuséo entre as fases.
Por sua vez, o potencial zeta ndo foi influenciado pela concentracdo do tensoativo de baixo
EHL e pela proporgdo das fases, sendo negativo, condizente com a natureza quimica do
polimero, um poliéster alifatico, contendo grupamentos acidos carboxilicos terminais,
conforme descrito para nanocapsulas preparadas com o mesmo (CHACON et al., 1999;
MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).
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Tabela 4 — Caracterizagdo das suspensoes de nanocapsulas de poli(e-caprolactona)
contendo 6leo de palma (1,5% p/v) e idebenona (1 mg/mL) (n=3)

Formulacéo Diametro PDI** Potencial zeta pH
(Proporcao médio (hm) (mV)

FO:FA)*

Span®60 1,0% 261+ 18 0,228+0,04 -128+06 6,4+0,3
(34:66)

Span®60 0,5% 292 + 80 0,218+0,03 -135+16 58+04
(34:66)

Span®60 1,0% 221+ 25 0,155+0,08 -130%x12 61+04
(50:50)

Span60® 0,5% 212 +13 0,113+0,02 -12,7+21 6510
(50:50)

*Volume final da formulacdo: 10 mL; **PDI: polidispersdo

Quando a concentracdo de 6leo foi aumentada para 3,0 % (p/v; Tabela 5), também
houve uma tendéncia a reducao do didmetro médio de particulas (361-364 nm) e do indice de
polidispersdo (0,321-0,432) com 0 aumento da propor¢do de acetona (258-272 nm; PDI
0,162-0,189). Entretanto, diferencas significativas entre estes parametros foram observadas
apenas quando se empregou menor concentracdo de tensoativo de baixo EHL (p<0,05). O
potencial zeta apresentou-se negativo (-20 a -11 mV), conforme esperado, e foi
significativamente influenciado pela proporcdo das fases aquosa/organica (p<0,05), sendo
maior, em mddulo, quando se utilizou menor propor¢do de acetona. Este fato pode ser
atribuido a uma diferente estruturacdo das particulas e/ou no numero de particulas,

conduzindo a diferencas nas caracteristicas de superficie.
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Tabela 5 — Caracterizacdo das suspensdes de nanocépsulas de poli(e-caprolactona) contendo
6leo de palma (3,0 % p/v) e idebenona (1 mg/mL) (n=3)

Formulacéo Diametro PDI** Potencial zeta pH
(Proporcao médio (hm) (mV)

FO:FA)*

Span®60 1,0% 361 + 64 0,321+0,11 -201+38 6,66%0,2
(34:66)

Span®60 0,5% 364 +54 0,432+0,08 -140+18 6,00+0,2
(34:66)

Span®60 1,0% 272 + 86 0,189+0,12 -122+16 590+0,1
(50:50)

Span®60 0,5% 258 +8 0,162+0,00 -109+0,4 6,00+0,2
(50:50)

*Volume final da formulacdo: 10 mL; **PDI: polidispersado

Comparando-se as formulacdes preparadas com 1,5 % e com 3,0 % de OP (Tabelas 4
e 5), evidencia-se uma tendéncia ao aumento do didmetro médio de particulas e do indice de
polidispersdo com o incremento da concentracdo do 6leo. Entretanto, diferencas significativas
quanto ao didmetro médio e PDI foram observadas apenas para as formulagdes preparadas
com 0,5 % de Span® 60 e proporcéo 50:50 (FO/FA) e no valor de PDI para as suspensdes
preparadas com Span®60 (0,5%) e 34:66 FO/FA.

Sabe-se que para a preparacdo das nanocapsulas poliméricas utiliza-se a polimerizacao
in situ ou polimeros pré-formados (MORA-HUERTAS et al., 2010), os quais se auto-
organizam (self-assembly), pelas técnicas de deposicdo interfacial ou emulsificacdo-difusao
por exemplo. Nestes casos, € necessaria uma fase organica e outra aquosa para estruturar as
suspensdes coloidais supramoleculares (JORNADA et al. 2012). Cabe ressaltar que o modo
de preparacdo usual das nanocapsulas poliméricas, através do método de deslocamento de
solvente/deposicdo interfacial de polimero pré-formado, é baseado no emprego de
concentracdo de agua equivalente a cerca do dobro da concentracdo de solvente organico
miscivel (MORA-HUERETAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Entretanto, para as formulagdes
com OP e idebenona, o aumento da propor¢do de acetona reduziu o tamanho médio de
particulas e aumentou a homogeneidade de distribuicdo de tamanho (menor PDI), sendo a
condicdo selecionada neste estudo, provavelmente por reduzir a concentracdo dos
componentes na fase organica, o que afetaria a viscosidade desta fase e, portanto, o tamanho

final das nanocapsulas. Jornada e colaboradores (2012) verificaram que a viscosidade da fase
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aquosa ndo influenciou o tamanho final de nanocépsulas de PCL, preparadas com TCM e
Span®60. Entretanto, a concentracdo das matérias-primas influenciou a viscosidade da fase
organica, sendo que o diametro meédio final das particulas (em 10 mL) e a distribuicdo de
tamanho foram diretamente proporcionais a viscosidade desta fase (PDI menor que 0,2 para
concentragdes mais baixas; PDI entre 0,26 e 0,44 para concentragdes mais altas). Estes
resultados corroboram com o presente trabalho, entretanto, neste caso, o volume da fase
organica foi aumentado para reduzir, provavelmente, a viscosidade da fase organica e
diminuir o diametro médio e o indice de polidispersdo das nanocapsulas, sem alterar a

quantidade dos componentes na formulagéo final.

Buscou-se também testar um polimero com caracteristicas catibnicas, como o
Eudragit® RS100 (GAIKWAD et al., 2010; SANTOS et al., 2013), para fins comparativos,
verificando a viabilidade de utilizar OP também com este tipo de polimero, empregando as
condicdes selecionadas nos estudos com PCL (concentracdo de tensoativo e propor¢do das
fases). Os resultados apresentados na tabela 6 indicaram que as nanocapsulas de EUD e com
OP ndo apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas, independentemente da
proporcéo das fases aquosa/organica e da concentragédo de tensoativo de baixo EHL, obtendo-
se didmetros médios micrométricos com ampla distribuicdo de tamanho de particulas. O
potencial zeta das suspensGes apresentou um valor positivo devido a existéncia de
grupamentos aménio quaternario (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009), indicando que o 6leo
foi encapsulado pelo polimero, o qual esta na interface éleo/agua.

Tabela 6 — Caracterizacdo das formulacGes preparadas com 6leo de palma (3,0%) (p/v)
e com Eudragit® RS 100, contendo idebenona (1mg/mL) (n=3)

FormulagGes* Didmetro médio PDI** Potencial pH
(nm) zeta (mV)

Span® 60 FO:FA 1518 +831  0,349+0,18 7,8+17 56+0,1
1,0% (34:66)

Span® 60 FO:FA 1315+ 1237  0,619+0,13 1901  560+0,1
0,5% (50:50)

*Volume final da formulacdo: 10 mL; **PDI: polidispersdo
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Uma dispersdo aquosa preparada somente com OP (3,0 %) e com o0s tensoativos
(Tween® 80/Span® 60) apresentou potencial zeta negativo (-15,5 + 4,1 mV) e tamanho médio
de particulas adequado (232 £ 6 nm; PDI 0,187 £ 0,00), indicando que a presenca do EUD
gerou uma agregacao supramolecular maior e nao reprodutivel com este 0leo, fato que néo
ocorreu com o polimero PCL, submetido as mesmas condigdes de preparacao, o qual fornece
potencial zeta também negativo. De fato, a natureza do polimero pode influenciar o tamanho
das particulas formadas, através do método de nanoprecipitacdo (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010).

De acordo com os resultados, as suspensdes selecionadas como as mais promissoras
foram aquelas preparadas com PCL, com menor concentracdo de tensoativo de baixo EHL
(0,5 %) e com propor¢do mais equilibrada das fases organica e aquosa (50:50 FO/FA), além
de maior quantidade de OP, visando a futuros beneficios dos componentes do mesmo (figura

3).

Size Distribution by Intensity
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Figura 3 — Gréfico indicando a distribuicdo de tamanho de particulas das nanocépsulas de PCL
selecionadas, preparadas com 6leo de palma 3% (p/v) e idebenona.
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Figura 4 — Gréfico indicando o potencial zeta das nanocépsulas de PCL selecionadas, preparadas com
6leo de palma 3% (p/v) e idebenona.
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1.2 Desenvolvimento das suspensfes de nanocapsulas poliméricas com 6leo de coco,
como nucleo oleoso, e idebenona

Tendo como base o potencial terapéutico, sobretudo antioxidante, do 6leo de coco
(OC), para fins comparativos, buscou-se desenvolver formulagdes de nanocépsulas contendo
este 6leo para a veiculagdo de idebenona. O dleo de coco foi proposto, pela primeira vez,
como nucleo oleoso (3,0 % p/v) de nanocapsulas poliméricas pelo nosso grupo de pesquisa
(SANTOS, 2012), para a liberacdo do antiftingico clotrimazol, empregando Eudragit® RS100

(1,0 %) como polimero catiénico mucoadesivo, objetivando a aplicacdo vaginal.

Neste sentido, nanocapsulas contendo 6leo de coco a 3,0 % (p/v) foram preparadas e
caracterizadas, tanto com PCL quanto com EUD para a associagdo da idebenona (tabela 7).
Inicialmente, empregaram-se as mesmas condi¢fes dos trabalhos prévios do grupo de
pesquisa (SANTOS, 2012), utilizando EUD, Span® 80 (0,77 %) e a proporcdo 34:66 FO/FA.
As particulas obtidas apresentaram altos indices de polidispersdo (0,25), principalmente
quando o polimero foi substituido pelo PCL (0,5), além de elevado tamanho médio de
particulas (447 nm). Apds, utilizando as mesmas condic¢Ges otimizadas para as formulagdes
contendo 6leo de palma (0,5% de Span® 60 e 50:50 FO:FA; item 1.1), tanto com PCL quanto
com EUD, as formulacGes apresentaram indices de polidispersdo (> 0,36) e diametro médio
de particulas elevados (303-628 nm). Quando se utilizou Span® 80 em substituicdo ao Span®
60, nas mesmas concentraces (0,5 %), apenas as suspensdes de nanocépsulas de EUD
apresentaram diametro médio (172 nm) e indice de polidispersdo (0,09) adequados. Além
disto, os valores de potencial zeta foram positivos, conforme esperado (9 mV) e evidenciado
para outras nanoparticulas, segundo a literatura (GAIKWAD et al., 2010; SANTOS et al.,

2013).



56

Tabela 7 — Caracterizacdo das suspens@es de nanocépsulas contendo 6leo coco (3,0 %

p/v) e idebenona (1 mg/mL ) (n=3)

- Diametro Potencial
FormulagBes* *
¢ médio (nm) 0! zeta (MV) PH
® 0
pcL  opan BOOTH 4474011 05£017 10521 71401
(34:66)
® 0
eup  opan BOOTH  on4h10 0245£004 99:19 6302
(34:66)
® 0
pcL  opan 8005% 503497 03775029 12404 6302
(50:50)
® 0
EUD  opan 0005%  6r8i176 03622010 35:38 59403
(50:50)
® 0
pcL  pan B00S%  6eg1310 0733024 10502 6202
(50:50)
Span® 80 0,5%
EUD (50:50) 172+04  0,093+0,01 9,1+0,8 51£01

*Volume final da formulac¢do: 10 mL; **PDI: polidisperséo

Os tensoativos sdo importantes componentes nas formulacdes de nanocépsulas, pois

afetam a estabilizacdo dos sistemas, podendo influenciar as propriedades fisico-quimicas,

como tamanho de particulas (MOSQUEIRA et al., 2000). No presente trabalho, mesmo

empregando tensoativos com EHL préximos (4,7 para Span® 60; 4,3 para Span® 80; ROWE,

SHESKEY, QUINN, 2009) em combinacdo com polissorbato 80, mas com estados fisicos

diferentes (Span® 60 sélido; Span® 80 liquido), houve influéncia significativa na estabilizagéo

das particulas formadas. Os valores de pH das formulacdes com PCL variaram de 6,2 a 7,1,

sendo mais acidas as formulagGes preparadas com EUD (5,1 a 6,3). Desta forma, as

formulacdes de EUD e OC (3,0% p/v), preparadas com Span® 80 (0,5%) e proporcdes

equilibradas das fases aquosa e organica (50:50) foram selecionadas como adequadas para a

sequéncia do trabalho (Figuras 5 e 6).
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Size Distribution by Intensity
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Figura 5 — Gréfico indicando a distribuigdo de tamanho de particulas das suspensdes de nanocapsulas
de Eudragit® RS100 selecionadas, contendo 6leo de coco 3% (p/v) e idebenona.
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Figura 6 - Grafico indicando o potencial zeta das nanocépsulas de Eudragit® RS100 selecionadas,
preparadas com 6leo de coco 3% (p/v) e idebenona.

1.3 Estudo comparativo da influéncia do tipo de 6leo e do polimero sobre as

caracteristicas fisico-quimicas de nanocépsulas contendo idebenona

Conforme as formulacGes selecionadas, preparadas com os 06leos de origem natural
propostos e idebenona, foi realizado um estudo comparativo das caracteristicas fisico-
quimicas dessas formulagdes com outras, preparadas nas mesmas condi¢des, utilizando um
oleo sintético, classicamente empregado para a preparacdo de suspensdes de nanocapsulas
poliméricas (triglicerideos dos acidos caprico e caprilico ou TCM), apresentando ampla
capacidade de solubilizacdo de substancias ativas. Varios estudos encontrados na literatura
empregaram TCM em nanoestruturas para a veiculagdo de farmacos com diferentes

caracteristicas fisico-quimicas e diversos objetivos terapéuticos/tecnoldgicos (MOSQUEIRA
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et al., 2000; PALUMBO et al., 2002; ALVES; POHLMANN; GUTERRES, 2005;
SCHAFFAZICK et al., 2005; ALVES et al., 2007; SCHAFFAZICK et al. 2008; FONTANA
et al., 2010; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; KULKAMP et al., 2011; Li; GE,
2012; OURIQUE et al., 2011; SANTOS et al., 2013).

Considerando os resultados, todas as formulacGes apresentaram aspecto macroscépico
homogéneo, como um fluido opalescente, levemente amarelado, devido a coloracdo
alaranjada do farmaco, e com didmetros médios de particulas inferiores a 230 nm, com baixos
indices de polidispersdo (<0,2), denotando homogeneidade de distribuicdo de tamanho de
particulas, estando de acordo com os didmetros médios de particulas normalmente
encontrados para as suspensdes de nanocapsulas (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK
et al., 2003a; SCHAFFAZICK et al., 2006; MORA-HUERTAS et al., 2010; OURIQUE et al.,
2008; OURIQUE et al., 2011; SANTOS et al., 2013). Deve-se destacar que a homogeneidade
da populacdo nanométrica e o tamanho médio de particulas sdo caracteristicas chave para se
obter sistemas com potencial aplicabilidade, no campo farmacéutico, pois a capacidade de
atravessar barreiras bioldgicas seletivamente depende destes fatores, além das caracteristicas
quimicas de superficie (JORNADA et al., 2012).

Tabela 8 — Estudo comparativo das caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de

nanocapsulas preparadas com diferentes polimeros e éleos, contendo idebenona (n=3).

Formulacbes*  Diametro PDI Potencial pH Teor
médio zeta (MmV) (mg/mL)
(nm)

OP/PCL** 216 £ 09 0,142 + 0,02 -11,1+£1,0 6,42+056  0,93+0,03

TCM/PCL** 209+12 0,084+0,02 -126+2,1 6,29+0,03 0,93+0,06

OC/EUD*** 166 £09 0,120+ 0,01 115+0,9 5,27+ 0,04 0,91 + 0,05
TCM/EUD*** 166+04 0,113+0,01 143+1,0 537+0,24 0,89%0,01

*Volume final de formulacdo: 25 mL; Proporcao 50:50 FO/FA,
“Formulagdes com PCL (1,0%) preparadas com Tween® 80 (1,0%) e Span® 60 (0,5%); 6leo (3,0 %):
***Formulacdes com EUD (1,0 %) preparadas com Tween® 80 (1,0 %) e Span® 80 (0,5%); 6leo (3,0%);
PDI: Indice de polidispersao.

A natureza do 6leo ndo influenciou o didmetro médio de particulas e a distribuicéo de
tamanho de particulas (p>0,05), tanto para as formulagdes preparadas com PCL quanto com
EUD. Como durante a preparagdo das formulagbes ocorre a dissolugédo dos componentes a

40° C em acetona, o estado fisico dos 6leos, provavelmente, ndo influenciou a difusdo entre as
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fases/viscosidade, nas condicOes de preparagdo utilizadas (50:50 FO:FA), ndo afetando o
tamanho de particulas (OP: fusdo a cerca de 34,2°C; EDEM, 2002; OC: fusdo a cerca de
24°C; FOSTER; WILLIAMSON; LUNN, 2009).

As suspensdes TCM/PCL preparadas neste trabalho sdo um tipo particular de
nanocapsulas, denominadas de nucleo lipidico, as quais sdo constituidas por uma parede
polimérica (PCL) que envolve o nucleo lipofilico (dispersdo de material lipofilico),
constituido por TCM e monoestearato de sorbitano, estabilizadas por Tween® 80. Estes
sistemas, por possuirem uma substancia lipidica sélida (Span® 60) no ncleo hidrofébico,
apresentam nucleo mais viscoso do que as nanocapsulas convencionais, sendo estudadas na
veiculacdo de substancias ativas hidrofobicas almejando a diversas aplicacdes (JAGER et al.,
2009; BERNARDI et al., 2009; VENTURINI et al., 2011; JORNADA et al.,, 2012). O
mecanismo de formacéo destas particulas foi descrito, recentemente (JORNADA et al., 2012),
como sendo baseado na solu¢do molecular das matérias-primas, que, em contato com um néo-
solvente (agua), se auto-organizam em estruturas supramoleculares, as quais diminuem de
tamanho apds a evaporagdo do solvente. As nanocapsulas propostas no presente estudo,
também sdo diferenciadas, sobretudo com o OP, que possui ponto de fusdo mais elevado, uma
vez que, apos o resfriamento, solidifica-se produzindo, provavelmente, nanocapsulas de

ntcleo sélido, estando também presente 0 Span® 60 na composicao.

O potencial zeta das formulacGes também foi condizente com o tipo de polimero,
variando de -11 a +14 mV. De uma maneira geral, o potencial zeta das nanocapsulas depende
da natureza quimica do polimero, do agente estabilizador e do pH do meio, de maneira que
nanocapsulas preparadas com poliésteres empregando tensoativos néo-idnicos, como Tween®
80, apresentam potencial zeta negativo, devido aos grupos carboxilicos terminais, e potencial
zeta positivo quando polimeros catiénicos e tensoativos ndo-iénicos sao utilizados (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Para as formulacGes preparadas com PCL, a
natureza do 6leo ndo influenciou este parametro. Entretanto, para as formulacbes preparadas
com EUD, as nanocapsulas contendo 6leo de coco apresentaram valor de potencial zeta

significativamente menor (p<0,05) em relacdo aquelas preparadas com TCM como nucleo.

Em relacdo a influéncia do polimero, as formulagdes preparadas com PCL foram
significativamente (p<0,05) maiores do que aquelas preparadas com EUD, fato que pode estar
associado a diferencas no estado de agregacdo do polimero ao redor do éleo, durante a difusdo

das fases, devido a diferenca da composicdo quimica (poliéster ou polimetacrilato), assim
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como ocorreu com os Vvalores de pH, mais &cidos com EUD. Resultados similares foram
observados por Schaffazick e colaboradores (2007), ao comparar estes mesmos polimeros na
preparacdo de nanocapsulas contendo melatonina e TCM, como nucleo oleoso (245 nm e pH
6,0 para PCL; 135 nm e pH 5,0 para Eudragit® RS100). Valores de pH para suspensdes de
nanocapsulas normalmente encontram-se na faixa de 3,0 a 7,5, quando métodos como
nanoprecipitacdo sdo empregados (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010), estando

condizente com os resultados obtidos neste trabalho (5,3 — 6,4).

Considerando as formulagdes preparadas com 10 mL e com 25 mL, as mesmas
apresentaram caracteristicas proximas, demostrando reprodutibilidade da metodologia de
preparacdo, de maneira que foram obtidos valores para o diametro de 258+8 nm e 216+9nm,
PDI de 0,162+0,00 e 0,142+0,02 e potencial zeta de -10,9+0,4 mV e -11,1+1,0mV para
formulagdes de OP/PCL com volume final de 10 e 25mL (tabelas 3 e 6), respectivamente.
Houve diferenca significativa apenas para o valor de diametro médio de particulas (p<0,05).
Ja as formulacdes de OC/EUD apresentaram diametros de 172+4 nm e 166£9 nm; PDI de
0,093+0,01 e 0,120+0,01 e potencial zeta de 9,1+0,8 mV e 11,5+0,9mV para 10 e 25mL de
formulacdo, respectivamente (tabelas 5 e 6). O diametro diminuiu quando o volume de
formulacdo foi aumentado, mas ndo apresentou diferenca significativa, enquanto que valores

de PDI e potencial zeta aumentaram de forma significativa (p<0,05).

Quanto ao teor total de farmaco, as suspensdes preparadas com EUD tenderam a um
teor inicial mais baixo em relacdo as formulagdes com PCL, principalmente quando TCM foi
empregado, estando a média de teor destas formulaces abaixo de 90%. Por outro lado, a
eficiéncia de encapsulamento da idebenona as nanocapsulas resultou em valores proximos e
maiores do que 99%, independentemente dos 6leos e polimeros empregados. Em funcéo da
natureza da idebenona, molécula lipofilica, com baixa solubilidade em &gua, estes resultados
seriam esperados. Além disto, elevada eficiéncia de encapsulamento de idebenona foi
observada em outros sistemas nanoparticulados poliméricos ou lipidicos. No trabalho de
Palumbo e colaboradores (2002), foi observado uma eficiéncia de encapsulamento da
idebenona de 97% em nanocapsulas de poli(etil-2-cianocrilato) preparada por polimerizacéo
interfacial e com TCM. Li e Ge (2012) prepararam carreadores lipidicos nanoestruturados e
nanoemulsdes que apresentaram eficiéncia de encapsulamento de 99,4 % e 96,2%,
respectivamente. Nesse caso, a alta eficiéncia de encapsulamento ocorreu, segundo 0s autores,
devido a presenga do 6leo (TCM), liquido a temperatura ambiente, junto ao lipidio solido, que

formam cristais imperfeitos, aumentando a capacidade de acomodacdo do farmaco ao
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carreador lipidico. Na nanoemulséo preparada com TCM, a eficiéncia de encapsulamento foi
apropriada também devido a afinidade entre a idebenona e o 6leo.

Cabe evidenciar que a idebenona foi quantificada empregando-se um método validado
por Amorim e colaboradores (2009), sendo indicativo de estabilidade (degradacao for¢ada em
condicdes de irradiacdo-UV, oxidacdo, hidrolise em meio basico e acido). Este método foi
reproduzido e validado para a determinacdo de idebenona nas suspensfes de nanocépsulas
desenvolvidas no presente estudo, segundo os parametros de linearidade, especificidade,
precisdo e exatiddo (ANVISA, 2003; ICH, 2005). O teste de especificidade, realizado com as
suspensdes de nanocapsulas sem farmaco, indicou que ndo houve interferéncia dos
constituintes das formulagdes no pico do farmaco, o qual apresentou tempo de retencéo de
10,4 minutos (figura 7). Além disto, a pureza de pico do farmaco nos cromatogramas foi
confirmada por analisar as amostras usando um detector do tipo PDA (indice de pureza de
pico >0,9999), indicando que o método é especifico para a determinacdo de idebenona. Uma
relacdo linear significativa entre a area de pico e a concentracdo de idebenona foi obtida para
a faixa de concentracdo de 5 pg/mL a 25 pg/mL, com equacdo (n=3) calculada pelo método
dos minimos quadrados (y=63749x — 40325; coeficiente de correlacdo: r=0,9998), confirmada
pela Analise de Variancia (ANOVA,; p<0,05). Por sua vez, a andlise de precisdo da
determinacdo de idebenona em nanocapsulas (OP/PCL), no ponto médio da curva (15
pg/mL), estd descrita na tabela 9. O método foi preciso uma vez que os valores de desvio
padrdo relativo foram adequados, menores do que 2,0 %. Em relacdo a exatidao (tabela 10),
foram realizadas analises das amostras em trés niveis de concentracdo do farmaco (baixo,
médio e alto), sendo encontrada a faixa de recuperacédo de 99,76% a 102,12%, evidenciando a
exatiddo do método. Deve-se ressaltar que a suspensdo preparada com OP e PCL foi
selecionada para avaliacdo da precisdo e da exatiddo por ser a formulacdo de maior interesse,
além de apresentar-se como a matriz mais complexa, com necessidade de extracao do farmaco

a partir das nanoestruturas com polimero insolivel em metanol e com o 6leo no estado solido.
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Figura 7 — Cromatograma indicando o ponto médio da curva padrdo (concentragdo de trabalho), para a

quantificacéo de idebenona.

Tabela 9 — Andlise de precisao na determinacdo de idebenona em suspensao de nanocapsulas

de PCL com o6leo de palma e idebenona

i *
Amostra tec?riucinz:fgaﬁu egsgﬂadeﬁgll Teor (%) PPR
(Hg/mL) (%)
Dia 1 (n=6) 15,00 15,34+ 0,11 102,26 + 0,70 0,69
Dia 2 (n=6) 15,00 15,16 + 0,09 101,07 + 0,62 0,61
Inter-dias (n=12) 15,00 15,25+ 0,13 101,67 + 0,89 0,87

*DPR: desvio padréo relativo.

Tabela 10 — Anélise de exatiddo na determinacdo de idebenona em suspensdo de nanocéapsulas

de PCL com 6leo de palma e idebenona

Amostra

Nivel de . Concentragdo Valor obtido x
g Recuperacao
concentragéo conh/ecll_da Adicionada (ug/mL) (‘3/0) ¢
(Mg/mL) (Hg/mL)
Baixo 5,15 2,00 7,13 +0,02 99,76 + 0,32
Médio 5,15 10,00 15,47 + 0,31 102,12 + 2,02
Alto 5,15 18,00 23,26 + 0,23 100,48 + 0,98




63

Estes resultados demostraram que foi possivel preparar idebenona associada a
nanocapsulas com polimeros e 6leos de natureza diferentes das encontradas na literatura, com
adequadas caracteristicas fisico-quimicas e através de deposicao interfacial de polimero pré-
formado. Apenas Palumbo e colaboradores (2002) relataram a preparacdo de nanocapsulas
poliméricas com este farmaco, empregando polimero da classe poli(alquilcianoacrilato) e
TCM como nucleo, conforme anteriormente citado, preparadas através de polimerizacédo in

situ.

1.4 Estudo de estabilidade das suspensdes de nanocépsulas contendo idebenona,

armazenadas em temperatura ambiente e protegidas da luz

Apo6s o desenvolvimento das formulacGes, realizou-se um estudo comparativo da
influéncia do polimero e dos 6leos sobre a estabilidade fisico-quimica dos sistemas contendo
a idebenona. No estudo, amostras das diferentes suspensdes de nanocapsulas (OP/PCL,
TCM/PCL, OC/EUD e TCM/EUD) foram mantidas a temperatura ambiente e protegidas da
luz, durante 75 dias e, apds diferentes tempos, realizou-se andlises fisico-quimicas [diametro,

indice de polidispersao (PDI), potencial zeta, pH e teor de farmaco].

Conforme os resultados obtidos, na figura 8, para as suspensdes que permaneceram
protegidas da luz durante o periodo de estudo, foi observado que os diametros médios de
particulas das formulages, tanto preparadas com PCL (Figura 8A) quanto com EUD (Figura
8B), foram mantidos em fungéo do tempo, ndo havendo aumento significativo de tamanho de

particulas ap6s 75 dias em relacdo aos diametros médios iniciais (p>0,05).
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Figura 8 —Diametros médios das suspensbes de nanocapsulas preparadas com poli(e-caprolactona), em A, ou
com Eudragit RS 100®, em B, armazenadas & temperatura ambiente e com protecdo da luz, durante 75 dias.

Por sua vez, em relacdo aos resultados de distribuicdo de tamanho médio de particulas,
avaliados através do indice de polidispersdo (figura 9), verificou-se maior variacdo em funcéo
do tempo/metodologia de analise. Entretanto, independentemente do tipo de polimero e de
6leo, o PDI permaneceu baixo, durante os 75 dias do estudo, inferior a 0,18, denotando
homogeneidade adequada considerando os sistemas nanoestruturados farmacéuticos. indices
menores do que 0,20, geralmente sdo considerados satisfatorios para estes tipos de
formulagdes (GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007).
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Figura 9 —indices de polidispersdo (PDI) das suspensdes de nanocapsulas preparadas com poli(e-caprolactona),
em A, ou com Eudragit RS100®, em B, armazenadas & temperatura ambiente e com protegéo da luz, durante 75
dias. *Diferenca significativa em relacdo ao tempo inicial e aos demais tempos do estudo (p<0,05). ** Diferenca
significativa em relacdo ao tempo inicial e final (p<0,05).

Também é importante avaliar no estudo de estabilidade o comportamento quanto ao
potencial zeta e valores de pH das suspensfes de nanoparticulas. O potencial zeta reflete o
potencial de superficie das particulas e é importante que o valor, em modulo, seja mantido
relativamente alto, para reduzir a tendéncia & agregacdo das particulas. J& variacOes
importantes de pH das formulagdes podem indicar possiveis degradacdo dos componentes,
como do polimero e do 6leo (COUVREUR et al. 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a).

Quanto ao potencial zeta, conforme a figura 10, foi possivel observar que ndo houve
diferenga significativa (p>0,05) neste pardmetro ap0s 75 dias de armazenamento para as

suspensdes preparadas com TCM, tanto com EUD quanto com PCL. Por outro lado, houve
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um aumento significativo (p<0,05) do potencial zeta, em modulo, para as suspensées OP/PCL
e OC/EUD, apds 75 dias de armazenamento, fato que pode, em tese, favorecer a estabilidade

dos sistemas, aumentando a repulsdo entre as particulas.
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Figura 10 — Potenciais zeta das suspensfes de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) (A) ou de Eudragit
RS100® (B), mantidas & temperatura ambiente e protegidas da luz, durante 75 dias. *Diferenca significativa em
relacdo ao tempo inicial e aos demais tempos do estudo.

Em relacdo aos valores de pH, as suspensfes de nanocapsulas apresentaram
diminuigéo deste pardmetro durante o periodo de armazenamento. As formulagbes OP/PCL
apresentaram reducdo significativa do pH somente ap6s 75 dias de armazenamento (5,3 *
0,3), enquanto as demais formulagdes diferiram significativamente (p<0,05) em relacdo aos

valores de pH iniciais, ja apos 25 dias de armazenamento (5,2 £ 0,2 para TCM/PCL; 4,7 £0,1
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para TCM/EUD; 4,3 + 0,3 para OC/EUD, ap06s 75 dias), conforme a figura 11. Observou-se
ainda que nao houve influéncia do 6leo utilizado, pois em todo o periodo de estudo os valores
de pH verificados entre formulagdes OP/PCL e TCM/PCL ndo apresentaram diferencas
significativas e da mesma forma ocorreu entre OC/EUD e TCM/EUD. A alteracdo do pH
pode indicar que estd ocorrendo degradacdo polimérica em funcdo do tempo (CALVO;
VILA-JATO; ALONSO, 1996). Em um estudo realizado por Calvo e colaboradores, as
nanoparticulas de PCL apresentaram diminuicdo do pH durante o periodo de estudo (6 meses
a temperatura ambiente). No trabalho de Schaffazick e colaboradores (2007), nanocapsulas
preparadas com PCL ou Eudragit RS®100 também apresentaram uma diminuicéo significativa
do pH ap6s 30 dias de armazenamento das formulagGes protegidas da luz e a temperatura

ambiente.
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Figura 11 — Valores de pH das suspensées de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) ou de Eudragit RS100®,
armazenadas a temperatura ambiente e protegidas da luz, durante 75 dias.

Na determinacdo do teor de idebenona (figura 12), em funcdo do tempo de
armazenamento, verificou-se que as formulagdes preparadas com PCL ndo apresentaram
alteracdo significativa no teor apds 25 dias de armazenamento, fato que ocorreu apos 45 dias
(p<0,05), para ambos os 6leos. Por sua vez, as formulacGes preparadas com EUD tenderam a
maior velocidade de degradacdo, de maneira que ap06s 25 dias houve reducéo significativa do
teor para as suspensdes OC/EUD, e, ap6s 45 dias para a formulacdo TCM/EUD. Os teores de

farmaco, encontrados no final do estudo para as suspensdes de nanocapsulas de PCL, nédo
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diferiram significativamente (p>0,05) em relacdo ao tipo de 6leo empregado, representando
77,93 % e 81,18 % do teor inicial, correspondendo a 0,72 £ 0,01 mg/mL e 0,75 + 0,05 mg/mL
em relacdo a concentracao teorica (1,0 mg/mL), respectivamente, para 6leo de palma e TCM
como nucleos. No mesmo sentido, o tipo de 6leo ndo influenciou o teor de idebenona apds 75
dias de armazenamento (p>0,05), para as formulacdes preparadas com Eudragit® RS100,
representando 74,13 e 78,55% do teor inicial das formulagbes OC/EUD e TCM/EUD,
respectivamente, correspondendo a 0,67 + 0,01 mg/mL e 0,70 £ 0,02 mg/mL considerando a

concentracgdo teorica de farmaco.
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Figura 12 — Teor de idebenona nas suspensdes de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) ou de Eudragit RS 100®
em relacdo ao teor inicial, durante 75 dias de armazenamento, a temperatura ambiente e com prote¢do da luz.

Em relacdo ao aspecto macroscépico, ndo houve alteracdo de coloracdo, as
formulagBGes continuaram levemente amareladas, homogéneas e sem a presenca de
precipitados durante todo o estudo.

1.5 Estudo de estabilidade das suspensdes de nanocapsulas contendo idebenona,

armazenadas em temperatura ambiente e expostas a luz

Paralelamente ao estudo anteriormente descrito, amostras das mesmas suspensdes

foram armazenadas com exposicdo a luz, em frascos de vidro transparente, sobre a bancada e
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a temperatura ambiente, visando avaliar se a luz poderia catalisar a degradacdo da idebenona
associada as nanocéapsulas e a influéncia do tipo de polimero e dleo nestas condigdes.

No estudo, verificou-se que o didmetro médio de particulas (figura 13) nao foi alterado
durante os 75 dias de armazenamento, independentemente da composicdo das formulacdes
(p>0,05). Também ndo foram observadas diferencas significativas entre os diametros das

suspensdes armazenadas com (figura 13) ou sem (figura 8) exposicao a luz.
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Figura 13 — Didmetros médios das suspens@es de nanocapsulas preparadas com poli(e-caprolactona)
(A) ou com Eudragit RS 100® (B), armazenadas & temperatura ambiente e expostas a luz, durante 75 dias.

Quanto aos indices de polidispersdo (figura 14), ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os valores do tempo inicial e ap6s 75 dias (p>0,05), permanecendo

inferiores a 0,2, denotando homogeneidade de distribuicdo de tamanho em funcéo do tempo.
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Também ndo houve diferenga significativa entre os valores de PDI das formulacdes
protegidas da luz e das suspensdes expostas a luz (figura 9).
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Figura 14 — indices de polidispersdo das suspensdes de poli(e-caprolactona) (A) e de Eudragit RS 100® (B),
contendo idebenona, em funcdo do tempo de armazenamento, a temperatura ambiente e com exposicdo a luz.
*Diferenca significativa em relacdo a suspensao no tempo inicial.

Em relacdo as caracteristicas de superficie (figura 15), verificou-se que o potencial
zeta das suspensdes ndo sofreu alteragdo significativa (p>0,05) comparando-se os valores
iniciais e ap0s os 75 dias de armazenamento, exceto para a formulacdo OC/EUD em que

houve um aumento médio significativo.
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Figura 15 —Potenciais zeta das suspensdes de poli(e-caprolactona) (A) e de Eudragit RS 100® (B), contendo
idebenona, em funcéo do tempo de armazenamento, & temperatura ambiente e com exposi¢do & luz. *Diferenca
significativa em relacdo ao tempo inicial do estudo (p<0,05); # Diferenca significativa em relacdo aos demais
tempos do estudo (p<0,05).

Na anélise de pH (figura 16), realizada durante o estudo das formulaces expostas a
luz, foi observado uma diminuicdo significativa dos valores (p<0,05) ja apds 25 dias de
armazenamento para as suspensées OP/PCL, TCM/PCL, OC/EUD e TCM/EUD, havendo
praticamente uma estabilizacdo do pH entre 25 e 75 dias (4,9 + 0,1 para OP/PCL; 4,8 £ 0,1
para TCM/PCL,; 4,8 + 0,1 para TCM/EUD; 4,6 £ 0,2 para OC/EUD, ap6s 75 dias). Da mesma
forma que o 6leo ndo apresentou influéncia sobre o valor de pH para as formulacGes
protegidas da luz, para as formulacdes expostas a luz o dleo também néo influenciou de forma

significativa (p>0,05) o pH durante todo o estudo.
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Foi observado uma reducdo do pH em 25 dias e ap6s esse periodo ocorreu uma
estabilizacdo do mesmo. Esse comportamento também foi evidenciado para as mesmas
formulacBes protegidas da luz, em 25 dias. Em um estudo de estabilidade realizado por
Schaffazick e colaboradores (2007) também houve uma diminuicédo significativa do pH de
formulacdes com PCL e Eudragit RS®100 em um periodo de 30 dias, quando expostas & luz e

em temperatura ambiente.
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Figura 16 — Valores de pH das suspensdes de poli(e-caprolactona) (A) e de Eudragit RS 100® (B),
contendo idebenona, em fungdo do tempo de armazenamento, a temperatura ambiente e com exposi¢do a luz.

O teor de farmaco nas formulagdes expostas a luz, durante o periodo de 75 dias (figura
17), diminuiu significativamente (p<0,05) em todas as formulagdes, tanto com PCL quanto
com EUD, apés 25 dias de armazenamento. O teor de idebenona encontrado no final do
estudo para as suspensdes de nanocapsulas de PCL néo diferiram significativamente (p>0,05)
em relacdo ao tipo de 6leo empregado, representando 41,07 % e 44,88 % do teor inicial,
correspondendo a 0,38 + 0,01 mg/mL e 0,42 + 0,01 mg/mL em relacdo a concentracao tedrica
(1,0 mg/mL), respectivamente, para OP e TCM como nucleos. O tipo de 6leo também néo
influenciou o teor de idebenona apds 75 dias de armazenamento (p>0,05), para as
formulagcGes preparadas com EUD, representando 46,30 % e 43,01 % do teor inicial das
formulagbes OC/EUD e TCM/EUD, respectivamente, correspondendo a 0,42 + 0,02 mg/mL e
0,38 + 0,03 mg/mL considerando a concentracdo teorica de farmaco. Entre os 4 tipos de
formulacdo, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) quanto ao teor de idebenona apds 75

dias de armazenamento.
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Da mesma forma como ocorreu para as formulacbes de EUD protegidas da luz,
aquelas expostas a mesma tenderam a uma maior velocidade de degradacdo em relacdo as
formulagcbes com PCL, principalmente nos primeiros 25 dias de armazenamento,
apresentando uma queda menos acentuada entre 25 e 45 dias. Este comportamento pode estar,
em hipdtese, relacionado a uma fragdo de farmaco livre/nanocristais, ou seja, ndo associada as
nanocédpsulas de EUD, ou a adsorcdo do farmaco a superficie das particulas (parede
polimérica), fato que levaria a uma degradacdo mais rapida no inicio. Um perfil de
decaimento do teor de idebenona com caracteristica mais gradual foi observado para as
formulacbes de PCL. Além disto, a presenca da luz (0,38-0,42 mg/mL) catalisou
significativamente a degradacdo da idebenona (p<0,05), em todas as formulacOes
nanoestruturadas, ao compara-las no estudo com protecdo da luz (0,67-0,75 mg/mL), durante

0s 75 dias de armazenamento, mesmo com o0 nanoencapsulamento do farmaco.
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Figura 17 —Teor de idebenona nas suspensdes de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) ou de Eudragit
RS 100® em relagéo ao teor inicial, durante 75 dias de armazenamento, & temperatura ambiente e com exposicao
a luz.

Quanto ao aspecto macroscopico, observou-se que as suspensdes continuaram
apresentando caracteristica de fluido homogéneo opalescente de coloragdo levemente

amarelada. As formulacdes expostas a luz apresentaram, ainda, uma coloracdo amarelada de
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intensidade menor do que as formulacGes protegidas da luz e ndo apresentaram formacéao de
precipitados em todo o periodo de analise.

1.6 Estudo de fotoestabilidade da idebenona associada as nanocapsulas de poli(e-

caprolactona) em suspensao

Ap0s o estudo de estabilidade, a temperatura ambiente, das diferentes formulaces,
com protecdo ou exposicdo a luz natural, as formulacdes preparadas com PCL foram
selecionadas como as mais promissoras para veiculacdo de idebenona e, portanto, foram
utilizadas para os estudos adicionais de avaliacdo da potencialidade destes sistemas em
relacdo ao farmaco ndo encapsulado. Nesta etapa do trabalho, foi realizado um estudo
comparativo da capacidade destes sistemas desenvolvidos, empregando 3% de OP (OP/PCL)
ou TCM (TCM/PCL), em fotoproteger a idebenona em relacdo ao farmaco em uma dispersao
aquosa micelar, empregando radiacdo UVA ou UVC artificiais. Deve-se enfatizar que a
dispersdo micelar contendo idebenona foi selecionada como formulagdo comparativa, pois se
buscou empregar o0 mesmo veiculo das nanocapsulas. A dispersdo foi preparada da mesma
forma que as suspensdes de nanocapsulas, entretanto, utilizando apenas 0s tensoativos
(polissorbato 80 e Span 80®). As micelas preparadas com polissorbato 80 e com Span 60®
ndo foram capazes de formar um sistema homogéneo, devido a precipitacdo de idebenona na

fase aquosa, rapidamente apés a preparacdo, inviabilizando o estudo.

Conforme a figura 18, foi possivel observar que o farmaco remanescente, nas
suspensdes de OP/PCL ou de TCM/PCL, correspondeu a média de 55,05% e 40,64%, ap6s 13
horas de exposicdo a radiacdo UVC, respectivamente, e a 31,25% para a dispersao micelar
aquosa. Segundo a analise estatistica (p<0,05), as nanocapsulas de PCL contendo OP foram
capazes de reduzir significativamente a fotodegradacdo da idebenona em comparagdo a
dispersdo micelar e as nanocapsulas preparadas com TCM. As formulagdes TCM/PCL nao
foram capazes de proteger significativamente o fa&rmaco, exposto a radiagdo UVC, em relacdo

a dispersdo micelar.
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Figura 18 — Teor de idebenona nas suspensdes de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) (PCL),
preparadas com dleo de palma (OP) ou triglicerideos de cadeia média (TCM), em comparagdo a dispersdo
micelar (D) contendo o farmaco, ap6s 13 h de exposicdo a radiagdo UVC. DE: dispersdo micelar, contendo o
farmaco, disposta em cubetas protegidas com papel aluminio (controle escuro).

*Estatisticamente significativo em relac&o a dispersdo micelar aquosa (p<0,05).
#Estatisticamente significativo em relag@o a formulagao OP/PCL (p<0,05).

Quando as formulacBGes foram expostas por 13 h a radiacdo UVA (Figura 19), as
suspensdes OP/PCL e TCM/PCL apresentaram teores de farmaco de 76,11% e 74,41%,
respectivamente, sendo que a dispersdo micelar permaneceu com 63,14 % de idebenona. Ap6s
23 h de exposicdo a esta mesma radiacdo, os teores de farmaco remanescente foram 53,70%,
56,70% e 42,77%, respectivamente, para as suspensdes OP/PCL, TCM/PCL e disperséo
micelar. Desta forma, tanto as nanocapsulas preparadas com OP quanto com TCM foram
capazes de reduzir significativamente (p<0,05) a fotodegradacdo da idebenona, durante 13 e
23 h, em relacdo a dispersdo micelar. Neste caso, ndo houve influéncia do tipo de 6leo na
fotoprotecdo do farmaco. E importante mencionar que a dispersdo de farmaco protegida com
papel aluminio ndo apresentou diminuicdo de teor, indicando que somente a radiacdo foi

responsavel pela queda de teor nas formulac@es (Figuras 18 e 19).
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Figura 19 — Teor de idebenona nas suspensdes de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) (PCL), preparadas com
6leo de palma (OP) ou triglicerideos de cadeia média (TCM) (OP/PCL ou TCM/PCL), em comparagdo a
dispersdo micelar (D) contendo o farmaco, apds 23 h de exposi¢do a radiacdo UVA.

DE: dispersdo micelar, contendo o farmaco, disposta em cubetas protegidas com papel aluminio (controle
escuro).

*Estatisticamente significativo em relacdo a dispersdo micelar aquosa ap6s13 horas (p<0,05).

#Estatisticamente significativo em relacéo a dispersdo micelar aquosa apds 23 horas (p<0,05).

Estes resultados estdo de acordo com estudos encontrados na literatura, 0os quais tém
demonstrado que as nanocapsulas poliméricas podem aumentar a protecdo de farmacos
fotolabeis (OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2010; SANTOS et al., 2013). Ourique €
colaboradores (2008) avaliaram a fotodegradacdo comparando a tretinoina livre e a presente
em nanoestruturas expostas a radiacdo UVC, por uma hora. Verificou-se que a tretinoina livre
apresentou um tempo de meia-vida de 40 minutos e, quando presente em nanocapsulas de
PCL ou nanoemulsdes (TCM), apresentou tempo de meia-vida de 85 a 100 minutos e de 69 a
82 minutos, respectivamente. Através desse estudo, observou-se a importancia da presenca do
polimero para reduzir a fotodegradacdo da tretinoina, sendo que a natureza do 6leo nédo
influenciou na protecdo (TCM ou 6leo de semente de girassol). A protecdo que o polimero
proporcionou pode ser atribuida a cristalinidade deste componente, sendo capaz de refletir e
espalhar a radiacdo UV (OURIQUE et al., 2008). Em outro trabalho, Fontana e colaboradores
(2010) observaram que as nanocapsulas (PLA, PLGA 50:50 ou PLGA 85:15 e TCM)
protegeram o proprionato de clobetasol em relagdo a solu¢cdo do mesmo contra a radiacéo
UVA por 24 horas. Os tempos de meia-vida do farmaco associado as nanocapsulas foram
maiores (19 a 21 horas), em relacdo a solucdo (11 horas). A protecdo obtida pelas
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nanocapsulas também foi atribuida & presenca do polimero, que seria capaz de refletir a
radiagdo UVA.

No presente estudo, quando a radiacdo de mais alta energia (UVC) foi empregada,
apenas as nanocapsulas preparadas com Oleo de palma foram efetivas em reduzir a
fotodegradacdo da idebenona em comparacdo as micelas, fato que talvez possa estar
relacionado a uma possivel protecdo dos antioxidantes presentes neste 6leo. Segundo a ficha
técnica do fornecedor do OP empregado no estudo, ele é extraido da polpa do fruto da
palmeira oleaginosa Elaeis guineensis, através de métodos fisicos (prensagem mecanica), sem
emprego de solventes ou outras substancias quimicas. Quanto ao refino do 0leo, € realizado
de forma natural, fisicamente, sendo que apenas produtos naturais sdo usados em seu
processamento. Além disto, consta que, devido a presenca de antioxidantes naturais, como
tocotrienois, e seu baixo teor de acido linolénico, o OP ¢ altamente estavel a oxidacao.

Outra hipotese seria a provavel diferenca de estado fisico entre os 6leos (TCM e OP),
0 que poderia conferir maior protecdo. No estudo de Li e Ge (2012), o teor de idebenona
remanescente nos carreadores lipidicos nanoestruturados (7% lipidio sélido e 3% TCM-
lipidio liquido; 90% de teor) foi maior significativamente em relacdo a nanoemulséo (lipidio
liquido-TCM; 65% de teor), quando as formulacdes foram armazenadas sob calor e exposi¢ao
a luminosidade (40°/75% UR; 3.000 Ix), sendo que o farmaco, nos primeiros, estaria
provavelmente no lipidio liquido que é envolto pelo lipidio sélido.

Por outro lado, quando a radiacio UVA foi incidida, a natureza do O6leo ndo
influenciou na protecdo. A radiacdo UVC (teor de 31 a 55 %) promoveu maior degradacdo do
farmaco (p<0,05) em relacdo a radiacdo UVA (63 a 76 %), para todos os sistemas
(nanocapsulas ou micelas), ap6s 13 h de exposicdo (Figuras 18 e 19). As figuras 20 e 21
apresentam os cromatogramas das formulacGes ap6s 13 h de exposicdo a radiacdo UVC,
demonstrando a reducdo das areas referentes ao pico da idebenona em comparacdo as
formulacGes antes da exposicdo. Cabe ressaltar que as formulagdes expostas a radiacdo UVA,
por 13 e 23 horas, apresentaram coloracdo amarelada menos intensa do que as formulagdes
ndo expostas a radiacdo e continuaram com aspecto homogéneo. As formulacGes expostas a
radiacdo UVC por 13 horas também continuaram homogéneas, mas apresentaram coloracdo

levemente acastanhada.

A sensibilidade de idebenona a fotélise também foi reportada no trabalho de Amorim
e colaboradores (2009), sendo que uma solugdo do farmaco (agua/etanol 1:1 v/v) apresentou

28% de degradacao apos 8 h de exposicédo a radiacdo UV (330 nm).
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Figura 20 - Cromatogramas obtidos a partir das suspensdes de nanocapsulas OP/PCL, sendo (A) o tempo inicial
e (B) ap0s 13 horas de exposicao a radiacdo UVC.
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Figura 21 - Cromatogramas obtidos a partir das suspensdes de nanocapsulas TCM/PCL, sendo (A) o tempo
inicial e (B) apds 13 horas de exposicdo a radiagdo UVC.
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1.7 Estudo do perfil de liberacdo in vitro de idebenona a partir das suspensdes de
nanocapsulas de poli(e-caprolactona)

O estudo de liberacao foi realizado através de difusdo em sacos de dialise a 37 °C,
onde foram obtidos os perfis de liberacdo da idebenona a partir das nanocapsulas de PCL,
preparadas com OP ou TCM, em comparagdo a uma solucdo organica do farmaco livre
(controle). Foi observado (Figura 22) que as nanocapsulas de PCL, preparadas com OP ou
TCM, apresentaram uma liberacdo controlada do farmaco, em comparacdo a difusdo do
farmaco livre (solugdo metandlica). A formulacdo preparada com OP apresentou liberagéo
média de 81,18%, em 60 horas, enquanto que a formulagdo contendo TCM liberou 82,46% do
farmaco no mesmo periodo. Ja a idebenona em solugdo completou sua difusdo em 12h,

indicando a influéncia do sistema nanoestruturado em retardar a liberacdo do farmaco

associado.
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Figura 22 — Perfil de liberagdo in vitro da idebenona a partir das suspensdes de nanocépsulas de PCL
(OP ou TCM) em comparacao a difusdo do farmaco livre (solugdo metandlica).

Conforme modelagem matematica dos dados, o modelo que melhor descreveu 0s

dados de liberacdo foi o monoexponencial (tabela 11, equacdo 2, pag. 45), apresentando o
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maior coeficiente de correlacdo (r), alto critério de sele¢cdo de modelo (MSC) e melhor ajuste
gréafico (figura 23), independentemente da formulagdo. Segundo estes modelos, os valores das
constantes de velocidade (k) foram 0,0261 h™, 0,0263h™ e 0,2413 h™ para as suspensdes de
nanocapsulas OP/PCL, suspensfes de nanocapsulas TCM/PCL e solucdo organica,
respectivamente. Os tempos de meia-vida, calculados a partir dos valores das constantes (k)
do modelo monoexponencial (equagdo 3, pag. 45), foram 26,55 horas, 26,35 horas e 2,87
horas para as nanocapsulas OP/PCL, nanocépsulas TCM/PCL e solucdo organica,
respectivamente. Os valores de K obtidos para as formulacdes desenvolvidas e,
consequentemente, os tempos de meia-vida de liberagcdo, diferiram significativamente em
relacdo aos mesmos parametros calculados para o farmaco livre (p<0,05), em solucdo. As
nanocapsulas apresentaram valores de k aproximadamente 9 vezes menores do que o farmaco
em solucdo, evidenciando que a associacdo da idebenona as nanoestruturas desenvolvidas
reduziu significativamente a sua velocidade de liberacdo, em comparacdo a difusdo do
farmaco livre. Como descrito acima, o0 modelo que melhor descreveu os perfis de liberacdo
foi o monoexponencial (r>0,99), de maneira que dependeu apenas da concentracdo do
farmaco (cinética de primeira ordem), sendo descrito por uma equacdo constituida por um
unico termo exponencial, indicando que a liberacdo da idebenona ocorreu em uma Unica
etapa, sem haver liberacdo répida inicial (efeito burst). Este resultado, sugere que,
provavelmente, toda a dose de idebenona presente no sistema estd confinada no ndcleo das
nanocapsulas, independentemente do éleo empregado, corroborando com os resultados de alta
eficiéncia de encapsulamento obtidas. Além disto, estes dados sao reforcados pelo decaimento
de teor mais gradual observado para as formulagdes preparadas com PCL (OP ou TCM), em
relacdo as formulagdes que empregaram EUD na composicao, sugerindo que a idebenona nas

ultimas poderia estar, em parte, livre nos sistemas (pag. 73).
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Tabela 11 — Pardmetros calculados através dos modelos de primeira ordem e Lei da

Poténcia para a idebenona a partir das suspensdes de nanocépsulas e da solugcdo organica

(n=3)
Nanocapsulas Nanocapsulas Solucao
(OP/PCL) (TCM/PCL)
Monoexponencial
r 0,9993 + 0,0001 0,9985 + 0,0004 0,9956 + 0,0020
MSC 5,3126 + 0,3892 4,1777 + 0,1662 3,4693 = 0,4166
K (h'l) 0,0261 + 0,0004 0,0263 + 0,0012 0,2413 £0,0184
Lei da Poténcia
r 0,9957 + 0,0008 0,9929 + 0,0004
MSC 4,3348 £ 0,1724 3,8259 £ 0,0495
a 0,0489 + 0,0035 0,0372 £ 0,0003
n 0,7711 £ 0,0199 0,8211 + 0,0036
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Figura 23 — Graficos indicando o melhor ajuste ao modelo monoexponencial para os dados da liberacdo
de idebenona a partir das nanocapsulas OP/PCL (esquerda) e TCM/PCL (direita).

Deve-se ressaltar que os perfis de liberacdo foram praticamente sobrepostos, nédo
havendo diferencas significativas (p>0,05) nos valores de k e tempos de meia-vida calculados

para as suspensdes de nanocapsulas, indicando ndo ter havido influéncia do tipo de dleo sobre
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a liberacdo do farmaco encapsulado. Dessa forma, como o ensaio de liberacdo ocorreu a
temperatura de 37°C e o ponto de fusdo do OP € de aproximadamente 34,2°C (EDEM, 2002),
0 Oleo encontrava-se no estado liquido durante o experimento, assim como o TCM, ndo
havendo diferencas de estado fisico entre os 6leos no momento da liberacdo do farmaco.
Segundo a ficha técnica do fornecedor do 6leo de palma, que foi empregado neste estudo, a
faixa de fusdo é de 34 a 38 °C.

Na sequéncia, foi avaliado o mecanismo de liberacdo da idebenona a partir dos
sistemas poliméricos desenvolvidos (Tabela 9), empregando a Lei da Poténcia (modelo de
Korsmeyer-Peppas). Para sistemas com geometria esférica, os limites considerados para o
expoente de liberacdo (n) sdo: (a) para n igual a 0,43, a liberacdo do farmaco é do tipo difuséo
fickiana; (b) para n entre 0,43 e 0,85, h& transporte anémalo; (c) com n maior ou igual a 0,85,
a liberacdo do farmaco é do tipo transporte de caso Il (RITGER; PEPPAS, 1987). Quando a
liberacdo ocorre por difusdo fickiana, o farmaco difunde para o meio por gradiente de
poténcia. Ja no transporte anémalo, a liberacdo do principio ativo ocorre através do
relaxamento das cadeias poliméricas e por difusdo (PEPPAS; SAHLIN, 1989). Neste
contexto, aplicando-se a equacdo 4 (pag. 45) aos dados experimentais, obteve-se um alto
coeficiente de correlacdo (>0,99) e MSC, podendo-se emprega-la para sugerir 0 mecanismo
de liberacdo da idebenona a partir das nanocapsulas. Conforme os valores de “n” obtidos para
a modelagem dos dados das formulacdes OP/PCL e TCM/PCL, o valor de n foi igual a 0,77 e
0,82, respectivamente, indicando, portanto, uma liberagcdo do tipo transporte andmalo. Desta
forma, tanto para as nanocapsulas de PCL contendo OP quanto para aquelas preparadas com
TCM, a liberacdo da idebenona associada depende do relaxamento das cadeias poliméricas,
seguida pela difusdo do farmaco. Estes resultados estdo de acordo com as caracteristicas deste
polimero. Segundo a literatura, PCL é um homopolimero biocompativel, biodegradavel,
hidrofobico (poliéster alifatico), sendo insolivel em agua (solubilidade pH-independente),
caracteristicas que favorecem a sua aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada de
farmacos (LEMOINE et al., 1996; ABDELWAHED et al.,, 2006; ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009).

Estes resultados estdo corroborando com a literatura, uma vez que estudos tém
demostrado a capacidade de nanocapsulas poliméricas, contendo nucleo oleoso, em promover
liberacdo controlada de diferentes farmacos (FONTANA et al., 2009; SANTOS et al., 2013).
Deve-se evidenciar que o meio de liberagdo (etanol:agua) ndo interferiu na quantificacdo do

farmaco (método especifico) e o método mostrou-se linear na faixa de concentragdo
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empregada (0,125 a 16,00 pg/mL; ANOVA, p<0,05), sendo a equacdo y=122738x + 25524
(r=0,9999) , obtida a partir da construcdo de trés curvas analiticas.

1.8 Liofilizacdo das suspensdoes de nanocapsulas de poli(s-caprolactona) e Eudragit
RS®100 contendo idebenona

Na ultima etapa do trabalho, apds a avaliacdo da viabilidade tecnoldgica da preparacao
das nanocépsulas de PCL, contendo OP ou TCM, e das vantagens em relagdo ao farmaco
livre, um estudo sobre a conversdo destas formulacdes em formas farmacéuticas solidas foi
realizado, objetivando a obtencdo de produtos secos redispersiveis, capazes de aumentar a
estabilidade fisico-quimica do farmaco, molécula bastante instavel. Neste sentido, empregou-
se a liofilizagdo como método de desidratacdo a baixa temperatura, e a trealose, um
carboidrato, como crioprotetor das nanoestruturas. Para fins comparativos, também foram
liofilizadas as suspensdes de nanocapsulas preparadas com EUD e com TCM ou OC, as quais
sofreram maior reducdo de teor durante os estudos de estabilidade apresentados

anteriormente.

A trealose é um acucar redutor, solivel em agua, usada para lioprotecdo de proteinas
terapéuticas, principalmente para administracdo parenteral, de lipossomas, estabilizacdo de
células sanguineas e de anticorpos monoclonais, tendo também aplicacdes em formulacGes
topicas, cosméticos, como hidratante/umectante, como diluente de comprimidos e
intensificador de sabor. Sua estrutura pode ser observada na figura 24 (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009). Além disto, tem sido empregada em pesquisas como crioprotetor de
suspensdes de nanoparticulas para obtencdo de produtos liofilizados, em concentracdes de 5 a
10% (HIRSJARVI; PELTONEN; HIRVONEN, 2009). Deve-se ressaltar que sacarideos,
como a trealose, possuem a capacidade de promover um espacamento entre as particulas
podendo impedir a agregacao destas (VAN WINDEN; TALSMA; CROMMELIN, 1998).
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Figura 24 - Estrutura quimica da trealose (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Os liofilizados devem apresentar propriedades importantes como preservacdo das
caracteristicas fisico-quimicas do produto, reconstituicdo aceitdvel do mesmo, com
manutencdo do tamanho de particula, teor de umidade adequado e estabilidade durante o
armazenamento (ABDELWAHED et al., 2006). Através da caracterizacdo da amostra €
possivel obter uma andlise de conservacdo da mesma. A visualizacdo microscépica do
produto possibilita observar a estrutura das nanoparticulas na matriz formada e permite
analisar se houve a manutencdo da integridade das nanoparticulas ou se ocorreu alguma
modificacdo no aspecto morfolégico das mesmas (ABDELWAHED et al., 2006).
Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo morfologica dos produtos secos desenvolvidos por
microscopia eletronica de varredura (SEM). Dessa forma, na figura 25, observa-se a
microfotografia obtida para a amostra de trealose liofilizada, demonstrando uma superficie
lisa, sem a presenca de particulas esféricas na estrutura formada pelo crioprotetor. Por outro
lado, para as amostras liofilizadas, oriundas das suspens@es de nanocapsulas, pode-se
observar claramente (grupos OP/PCL, TCM/PCL, OC/EUD e TCM/EUD) superficies
rugosas, devido a presenca de inumeras estruturas proximas a forma esférica. Normalmente,
as nanocapsulas apresentam um formato esférico e quando liofilizadas com crioprotetor, €
possivel observar a formacdo de uma estrutura (matriz amorfa do crioprotetor) em torno das
nanocapsulas. Em um estudo de Abdelwahed, Degobert e Fessi (2006), nanoparticulas de
PCL foram liofilizadas com a utilizacdo de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina. Através de
microscopia, foi observada a presenca de nanocapsulas esféricas dispersas na matriz amorfa
formada pelo crioprotetor (ABDELWAHED et al., 2006).
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TCM-EUD
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Figura 25 —Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura a partir das amostras de
liofilizados contendo idebenona (aumento de 1.500X — barra corresponde a 10 pm), em comparacdo ao
crioprotetor trealose (solucéo aquosa, a 10% plv, liofilizada).

Nas figuras 26 e 27, é possivel observar a existéncia de particulas inclusive na faixa
coloidal, devido ao maior aumento. A presenca destas particulas coloidais esféricas indica a
provavel manutencdo da integridade das nanocapsulas apés o congelamento/liofilizacdo das
suspensdes de origem, as quais algumas podem estar aglomeradas devido a presenca de uma
matriz de trealose em volta das mesmas. Os liofilizados obtidos a partir de suspensfes de
nanocépsulas de EUD, especialmente para a formulacdo OC/EUD, sdo constituidos de
particulas arredondadas menores do que as preparadas com PCL, fato que estd condizente

com os diametros médios das formulages originais (tabela 8).
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TCM-EUD

TREALOSE

Figura 26 —Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura a partir das amostras de liofilizados
contendo idebenona (aumento de 7.500X — barra corresponde a 2 um), em comparacdo ao crioprotetor trealose
(solucéo aquosa, a 10% plv, liofilizada).
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TCM-PCL
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Figura 27 — Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura a partir das amostras de
liofilizados contendo idebenona (aumento de 15.000X — barra corresponde a 1 um), em compara¢do ao
crioprotetor trealose (solucdo aquosa, a 10% p/v, liofilizada).

Quanto ao aspecto macroscopico, os liofilizados apresentaram-se como solidos
aglomerados (cake; ABDELVAHED et al, 2006; SCHAFFAZICK et al., 2003a,b), 0 que é
caracteristico de produtos liofilizados, com coloracdo levemente amarelada e sem odor.

A analise do diametro médio de particulas das amostras apds a liofilizacdo é
importante para observar se essa caracteristica se manteve durante o processo. Em geral, 0
tipo de crioprotetor selecionado e a concentragcdo otimizada do mesmo podem proporcionar
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uma maior conservagdo das caracteristicas da amostra e assegurar maior estabilizacdo das
nanoparticulas (ABDELWAHED et al., 2006). Uma relacdo do didmetro médio de particulas
apos a liofilizacdo e antes da liofilizacdo pode ser realizada atraves do célculo do indice de
ressupensdo (equacdo 5, pdg. 46). Quando o indice calculado apresentar um resultado
proximo a 1,0 é indicativo de que o didmetro das particulas permaneceu estavel durante a
liofilizagdo. Se o valor aumentar e se distanciar muito da unidade pode ter ocorrido a
formac&o de agregados de particulas (CHACON et al., 1999).

O didmetro médio foi analisado por espectroscopia de correlagdo de fétons e os
resultados obtidos estdo apresentados na tabela 12. Para as nanoparticulas liofilizadas,
verificou-se que nas formulacGes de PCL os diametros foram menores do que os diametros
das formulacGes de origem (suspensdes), enquanto que nas amostras liofilizadas de EUD os
didmetros foram maiores em comparagdo aos mesmos obtidos antes da liofilizacdo. Os indices
de ressuspensao variaram de 0,8 a 1,2 (figura 28). Foi realizada também a analise de diametro
para a amostra contendo apenas trealose liofilizada com o objetivo de comparar esses
resultados com os obtidos para amostras contendo os sistemas nanoestruturados, a fim de
verificar se este adjuvante poderia influenciar no tamanho de particulas. A trealose liofilizada
e ressuspensa em agua apresentou valor de didametro médio maior (380 nm) do que os
observados para as amostras com nanoparticulas (167 a 207 nm), indicando que o crioprotetor
utilizado ndo influenciou de forma importante a ressuspensdo dos sistemas
nanocapsulas/crioprotetor, de modo que indices de ressuspensdo (0,8 a 1,2) foram dentro da
faixa encontrada na literatura (CHACON et al., 1999; ABDELWAHED et al., 2006;
KHAYATA, et al, 2012; SWARNAKAR et al., 2011; HIRSJARVI; PELTONEN;
HIRVONEN, 2009).

Tabela 12 — Didmetro médio de particulas ap6s a ressuspensao dos liofilizados, contendo as

nanocapsulas, comparativamente a solucdo do crioprotetor liofilizada nas mesmas condi¢des

Liofilizados Diédmetro médio
(nm)
OP/PCL 181 + 04
TCM/PCL 167 £ 06
OC/EUD 175+ 21
TCM/EUD 207 £ 40

Trealose 380 + 140
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Figura 28 — Diametro médio das suspensdes de nanocapsulas contendo idebenona e das respectivas
amostras liofilizadas, ap6s a ressuspensdo em agua, além dos indices de ressuspensao correspondentes (S¢/S;).

Hirsjarvi e colaboradores (2009) preparam nanoparticulas de PLA (200 nm) com
diferentes crioprotetores [trealose 5% (com Sf/Si de 1,0 a 1,2), sacarose 5% (com Sf/Si de
1,0), lactose 5% (com Sf/Si de 1,3), glicose 5% (com 1,0 a 1,1) e poloxamer 5% (com Sf/Si
de 1,0), lactose 4% e glicose 2% (com Sf/Si de 1,0 a 1,2)], os quais apresentaram
caracteristicas de ressuspensdo aceitaveis. Em um estudo realizado por Swarnakar e
colaboradores (2011), onde nanoparticulas de PLGA com coenzima Q10 foram liofilizadas
com a utilizacdo de crioprotetores (trealose, dextrose, manitol e sacarose), verificou-se que 0s
indices de ressuspensdo obtidos foram 1,04; 1,22; 1,16 e 1,35; respectivamente. Dessa forma,
as nanoparticulas liofilizadas com trealose apresentaram uma maior protecdo em comparagdo
aos outros crioprotetores. Nakagawa e colaboradores (2011) obtiveram produtos secos a partir
de nanocapsulas de PCL, empregando solucdo de gelatina como estabilizante e varias
temperaturas de congelamento. indices de ressuspensdo maiores do que 1,2 foram atribuidos
ao processo de congelamento, em funcgdo do estresse fisico devido ao crescimento dos cristais

de gelo, influenciando nas caracteristicas de dispersao dos produtos liofilizados.

As analises do percentual de umidade e do teor de farmaco nas amostras também
foram realizadas (tabela 13). Os valores de umidade variaram de 2,6 a 3,8%, sendo
considerados adequados uma vez que ndo se empregou secagem secundaria na preparacdo dos
liofilizados e o teor de umidade da trealose di-hidratada € em torno de 9,5%, segundo a
literatura (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
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Os teores de idebenona nos liofilizados, apds a preparacdo, apresentaram-se adequados
(96 a 100 %), considerando o valor tedrico, mesmo para as formulagdes preparadas com
EUD, que foi baixo para as suspensdes de origem, indicando estabilizacdo dos sistemas.
Deve-se informar que as suspensdes foram congeladas em menos de 24 h apés a preparacao,
para minimizar a possibilidade de degradacdo, cuidado necessario principalmente devido a
maior velocidade de degradacgéo evidenciada para as formulagées com EUD.

Tabela 13 — Caracterizacdo dos liofilizados contendo idebenona associada a

nanocapsulas

Amostras Teor de umidade (%) Teor de farmaco (%)
liofilizadas

OP/PCL 3,8 98,55 +2,11
TCM/PCL 3,2 100,10 + 4,15
OC/EUD 2,6 96,18 + 2,29
TCM/EUD 3,0 96,94 £ 5,15

Cabe enfatizar que o método analitico utilizado foi 0 mesmo empregado para as
suspensdes de nanocapsulas, sendo também validado para quantificacdo de idebenona nos
liofilizados. O teste de especificidade, realizado com amostras de nanocapsulas preparadas
sem farmaco, indicou que nao houve interferéncia dos constituintes das formulag6es no pico
do farmaco (tempo de retencao de 10,5 minutos), além de apresentar pureza de pico de acordo
com o detector PDA. A andlise de precisdo para a determinacdo de idebenona, nas amostras
liofilizadas da formulacdo de OP, na concentracdo de 15 pg/mL, esta descrita na tabela 14. O
experimento foi realizado em dois dias (repetibilidade e precisdo intermediaria), com a
utilizacdo de seis amostras cada dia, sendo encontrados valores de desvio padrdo relativo
adequados (menores do que 2,0 %). Para os liofilizados, a exatiddo foi inferida apos a
avaliacdo da especificidade, linearidade e precisdo, conforme a literatura especifica permite
(ICH, 2005).
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Tabela 14 — Anélise de preciséo do liofilizado contendo idebenona associada a hanocapsulas

) Quantidade
Quantidade ) DPR
Amostra teérica (ug/mL) experimental Teor (%)
edrica (Hg/m 0
(ug/mL) (%)
Dia 1 (n=6) 15,00 14,07 + 0,05 94,33 + 0,64 0,67
Dia 2 (n=6) 15,00 14,35 + 0,19 95,67 £ 1,27 1,33
Inter-dias
15,00 14,21 + 0,20 95,00 £ 0,95 1,00
(n=12)

1.9 Estudo de estabilidade das nanocépsulas liofilizadas contendo idebenona, em

comparacao as suspensdes de origem

Foi realizado um estudo de estabilidade durante o periodo de 75 dias, de maneira que
foram feitas analises de teor de farmaco apoOs 25, 45 e 75 dias de armazenamento, a
temperatura ambiente e com protecdo da luz e da umidade (dessecador), para comparagédo
com o estudo de estabilidade das suspensdes de origem, armazenadas sob as mesmas
condigdes (temperatura ambiente/protecdo da luz), objetivando avaliar a capacidade dos
produtos secos em reduzir a degradacéo da idebenona.

Conforme a figura 29, ndo houve alteracéo significativa no teor de idebenona (p>0,05)
para todas as formulacBes durante os primeiros 25 dias, evidenciando que a liofilizacéo
retardou a queda de teor para as formulacGes preparadas com EUD, com ambos os éleos
empregados. Apds 45 dias de armazenamento, foi evidenciada redugdo de teor para todas as
formulacGes. Entretanto, a queda de teor foi mais lenta do que para as respectivas formulacoes
em suspenséo (figura 29), havendo praticamente a manutencédo do teor de idebenona entre 45
e 75 dias para os liofilizados. Ao final do estudo, as suspensdes apresentaram teores entre
74% e 81%, enquanto que os liofilizados apresentaram teores entre 89% e 94% em relagdo ao
inicial. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre os teores dos liofilizados apds 75

dias de armazenamento, indicando ndo haver influéncia do tipo de polimero ou de éleo na
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estabilidade quimica da idebenona associada as nanocapsulas desenvolvidas e desidratadas.
Macroscopicamente, ndo houve diferenca no aspecto dos liofilizados durante o periodo do

estudo.
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Figura 29 —Teor de idebenona nos liofilizados (L), obtidos a partir de diferentes suspens@es de nanocéapsulas (S),
em funcdo do tempo, armazenados protegidos da luz e da umidade, em relagéo ao tempo inicial.

E importante mencionar que ndo foram encontrados estudos, na literatura consultada,
relativos ao desenvolvimento de liofilizados contendo idebenona associada a nanoparticulas,

apenas de nanoestruturas poliméricas obtidas por secagem por aspersdo (AMORIM et al.,
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2010). Neste trabalho, o teor de idebenona livre remanescente foi de 42 %, enquanto que nas
formulacdes variou de 67 a 94 %, apos 45 dias de armazenamento a 40 °C e 75% de UR.

Esta dltima parte do trabalho demostrou que o uso da liofilizacéo tem potencialmente
a capacidade de aumentar a estabilidade das suspensdes de nanocapsulas contendo idebenona,
independentemente do tipo de polimero e 6leo empregados, fato que pode viabilizar uma
possivel aplicabilidade industrial destes produtos, além de resultarem em tamanhos médios de

particulas préximos aos tamanhos das suspensdes originais, apds a ressuspensao em agua.

Como perspectivas para a continuacdo deste trabalho, torna-se importante a realizagao
de experimentos de atividade antioxidante, como contra a peroxidacdo lipidica em tecido
cerebral, visando avaliar a influéncia de se empregar triglicerideos de cadeia média e os 6leos
naturais propostos neste trabalho, principalmente o de palma, como ndcleo oleoso das
nanocapsulas contendo idebenona, de maneira a explorar a potencialidade dos sistemas

desenvolvidos na veiculacdo de farmacos neuroprotetores.
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e Foi demostrada a viabilidade da preparacdo de suspensdes de nanocépsulas poliméricas
preparadas, pela primeira vez, com oOleo de palma como nucleo, composto graxo
solido/semissolido a temperatura ambiente, pelo método de deposicdo interfacial de
polimero pré-formado, com adequadas caracteristicas quanto ao didmetro médio,
distribuicdo de tamanho de particulas e potencial zeta. Pardmetros como a concentragdo do
o6leo, concentracdo de tensoativo de baixo EHL e, principalmente, a proporcdo das fases
aquosa/organica influenciaram a otimizacdo dos sistemas, além do tipo de polimero

empregado;

e As suspensBes de nanocapsulas selecionadas foram as preparadas com poli(e-
caprolactona), 6leo de palma a 3,0 %, menor concentragdo de Span® 60 e com proporgao
50:50 FO:FA. Por outro lado, ndo foi viavel a obtencdo de nanoestruturas com o emprego

de polimero catiénico (Eudragit® RS100) tendo como niicleo o 6leo de palma;

¢ J& para as formulacGes preparadas com dleo de coco (3,0 %), as condicdes selecionadas
foram: Eudragit® RS100 como polimero, proporcdo das fases 50:50 FO/FA e Span® 80
como tensoativo de baixo EHL. Com poli(e-caprolactona), ndo foi viavel a obtencdo de
sistemas adequados, demostrando a importante relacdo entre as caracteristicas do 6leo e
polimero na obtencdo tecnoldgica destes carreadores;

e Considerando as formulacGes preparadas com poli(e-caprolactona) (OP e TCM) ou com
Eudragit® RS100 (OC e TCM), verificou-se a viabilidade do emprego das mesmas na
veiculacdo do neuroprotetor idebenona com tamanho de particulas inferior a 230 nm, baixo
PDI e elevada eficiéncia de encapsulamento (>99%). As nanocapsulas preparadas com
Eudragit® RS100 foram menores em relacdo aquelas preparadas com poli(e-caprolactona).
Apenas a formulagcdo EUD/TCM apresentou teor inicial de farmaco abaixo de 90%;

« No estudo de estabilidade, observou-se que as formulagdes cationicas (Eudragit® RS100)
tenderam a maior reducéo de teor em fungdo do tempo, independentemente do éleo usado
(OC-natural ou TCM) ou da presenca ou auséncia de exposicdo a luz, em relagdo as de
poli(e-caprolactona), mas houve estabilidade fisica, quanto ao didmetro médio de
particulas e manutencdo de baixo PDI, durante os 75 dias de armazenamento, assim como

para as ultimas (OP ou TCM). As suspensdes de nanocapsulas preparadas com poli(e-
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caprolactona) (OP ou TCM) mantiveram-se estaveis fisico-quimicamente por 25 dias,

qguando armazenadas protegidas da luz e em temperatura ambiente;

e A presenca da luz catalisou a degradacdo da idebenona para todas as formulagdes,
independentemente da composi¢do (polimero/6leo), mas ndo alterou o diametro médio,

PDI e potencial zeta, apds 75 dias;

¢ No estudo de fotoestabilidade das suspensdes de nanocépsulas de poli(e-caprolactona) (OP
ou TCM), foi possivel observar que os sistemas nanoestruturados protegeram o farmaco de
forma significativa em comparacdo a dispersdo micelar contendo a idebenona, apds
exposicdo a radiacdo UVA (13 e 23 horas). Entretanto, quando uma radiacdo de maior
energia incidiu nos sistemas (UVC/13 h), apenas as nanocapsulas com dleo de palma (OP)
reduziram significativamente a fotodegradacdo da idebenona em relacdo a formulacdo
controle (dispersdo micelar), o que em hipOtese pode ser devido a presenca de

antioxidantes neste produto natural e/ou a prote¢do em funcéo do provavel estado s6lido;

e Através do estudo de liberacdo in vitro, evidenciou-se que as nanocapsulas de poli(e-
caprolactona) apresentaram uma liberacdo 9 vezes mais lenta do farmaco em comparagao a
difusdo da idebenona livre, sendo que o perfil de liberacdo ndo foi influenciado pelo tipo
de bleo (OP ou TCM). Segundo modelagem dos dados, a liberagcdo ocorreu em uma Unica
etapa, dependendo apenas da concentracdo do farmaco (cinética de primeira ordem), sem a
ocorréncia de uma liberacdo rapida inicial do mesmo, inferindo-se que a idebenona esta
confinada no nucleo (OP ou TCM) e ndo adsorvida a parede polimérica ou na forma de

nanocristais/farmaco livre;

e Foi possivel a obtencdo de liofilizados redispersiveis adequados, a partir das suspensdes de
nanocapsulas desenvolvidas (OP/PCL; TCM/PCL; OC/EUD; TCM/EUD), com teor de
idebenona préximo ao teodrico (96-100%) para todas as formulagdes, evidenciando-se a
presenca de estruturas coloidais na matriz formada pelo crioprotetor trealose. Estes
produtos desidratados contendo idebenona associada as nanocéapsulas foram capazes de
aumentar a estabilidade quimica do farmaco, em comparacdo as suspensdes de origem,

inclusive na manutencéo de teor para as formulacdes de Eudragit® RS100.

¢ As nanocapsulas desenvolvidas sdo promissoras para a libera¢do controlada de idebenona,

almejando a futuras aplicacdes no campo da neuroprotecao.
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