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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO OLEO E DO POLIMERO SOBRE
AS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ESTABILIDADE DE
SISTEMAS NANOESTRUTURADOS CONTENDO UBIQUINONA

AUTORA: MONICA FABIELE LORENSI STANGARLIN
ORIENTADORA: LETICIA CRUZ
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 31 de marco de 2014.

Este trabalho avaliou a influéncia da composicdo sobre as caracteristicas fisico-
quimicas, estabilidade e fotoestabilidade de nanoestruturas contendo ubiquinona. As
nanocapsulas (NC) e nanoemulsbes (NE) foram preparadas por deposicao
interfacial de polimero pré-formado e emulsificacdo espontanea, respectivamente.
As formulacfes foram caracterizadas e comparadas quanto a influéncia do tipo de
Oleo (6leo de argan ou de linhaca) e de sua quantidade (3% ou 1,5%), quanto ao
polimero poli(e-caprolactona), PCL ou Eudragit® RL 100, EUD, quanto & presenca do
farmaco, além da comparacao entre ambas as nanoestruturas. Para a quantificacéo
da ubiquinona, o método foi validado, apresentando-se linear, especifico, preciso e
exato. As formulagfes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas, com
teores proximos ao valor tedrico de 1mg/mL, além de eficiéncias de encapsulamento
proximas de 100% e de indices de polidispersao inferiores a 0,2 para as formulacées
com 1,5% de Oleo. A reducdo na concentracdo de 6leo causou diminuicdo do
didmetro médio e no indice de polidispersdo das NC de 6leo de argan e PCL e das
NE e NC de EUD e 6leo de linhaca. Além disso, a adicdo de ubiquinona foi capaz de
alterar o potencial zeta destas formulagdes. Quanto ao tipo de estrutura, o pH sofreu
influéncia, onde a NC de EUD apresentou valores inferiores a NE e NC de PCL,
independente do Oleo utilizado. Além disso, a NC de EUD e dleo de linhaga
apresentou potencial zeta superior em moédulo em relacdo a NE e NC de PCL.
Quanto ao tipo de Oleo empregado, o didmetro de particula e o indice de
polidispersao foram menores para as NC de EUD e 6leo de linhaca em relacdo as
NC de EUD e 6leo de argan. Além disso, todas as formulacbes foram capazes de
fotoproteger a ubiquinona em comparacdo ao farmaco livre, havendo influéncia do
6leo e do polimero. Quanto a estabilidade, as formulacdes apresentaram reducédo no
teor de farmaco ao longo de 60 dias, sendo que as nanoestruturas de 6leo de argan
apresentaram teores maiores. As NC apresentaram teores maiores em relacdo as
NE. O aumento no tamanho de particula sé foi significativo para a NC de 6leo de
argan e PCL aos 15 dias, onde apresentou diametro maior em relacdo as NC de
PCL e 6Oleo de linhaca e de EUD e 6leo de argan. Um aumento no potencial zeta foi
detectado para as NE aos 60 dias, enquanto que a NC de EUD e 0leo de argan
apresentou decréscimo neste parametro. O potencial zeta ainda apresentou-se
maior em modulo para as NC de EUD em relacéo as respectivas NE.

Palavras-chave: Nanocapsulas. Nanoemulsées. Ubiquinona. Oleo de argan. Oleo de
linhaga. Poli(e-caprolactona). Eudragit® RL 100.
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This work evaluated the influence of the composition on the physico-chemical
characteristics, stability and photostability of nanostructures containing ubiquinone.
Nanocapsules (NC) and nanoemulsions (NE) were prepared by interfacial deposition
of preformed polymers and spontaneous emulsification, respectively. The
formulations were characterized and compared in relation to the influence of the oll
(argan or linseed oil) and its amount in the formulation (3% or 1.5%), the type of
polymer (poli(s-caprolactone), PCL or Eudragit® RL100, EUD), drug presence,
besides the comparison between both nanostructures. To assay ubiquinone, the
analytical method was validated and was considered linear, specific, precise and
accurate. The formulations had adequate physico-chemical characteristics, with drug
contents close to the theoretical value (Img/mL), encapsulation efficiencies close to
100% and polydispersity index lower than 0.2 for formulations with 1.5% of oil. The
reduction of oil concentration caused a decrease in the average diameter and
polidispersity index of PCL NC of argan oil and EUD NC and NE of linseed oil.
Furthermore, the addition of ubiquinone was able to modify the zeta potential of
these formulations. Regarding the type of structure (NE or NC), the pH was
influenced. EUD NC presented values lower than NE and PCL NC, regardless of the
oil used. In addition, EUD NC with linseed oil had a higher zeta potential in module in
relation to the NE and PCL NC. Concerning the type of oil used, particle diameter
and polydispersity index were lower for EUD NC of linseed oil in relation to EUD NC
of argan oil. Moreover, all formulations were able to photoprotect ubiquinone in
comparison with free drug, occurring influence of the oil and the polymer. Regarding
the stability, the formulations showed a reduced level of drug over 60 days, while the
type of oil influenced this parameter. Nanostructures of argan oil showed higher
levels. NC presented higher drug contents in relation to NE. The increase in particle
size was only significant for NC of argan oil and PCL at 15 days, which showed a
greater diameter than those of PCL NC of linseed oil and EUD NC of argan oil. An
increase in zeta potential for NE was detected at 60 days, while EUD NC of argan oil
showed a decrease in this parameter. The zeta potential was higher in module for
NC of EUD in relation to the respective NE.

Key-words: Nanocapsule. Nanoemulsion. Ubiquinone. Argan oil. Flaxseed oil. Poli(e-
caprolactone). Eudragit® RL 100.
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1 INTRODUCAO

Os sistemas nanoestruturados vem recebendo destaque no ambito do
desenvolvimento de formulacbes para liberagdo de farmacos por possuirem
propriedades diferenciadas que permitem uma versatilidade de aplicacdes (KIM;
DOBSOM, 2009). Tais sistemas incluem lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas
poliméricas (SCHAFFAZICK et al., 2003; GUTERRES et al., 2007), nanoparticulas
lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados (SCHWARZ et al., 2012),
dentre outros.

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas promissores no carreamento de
substancias ativas, sendo divididas em nanocapsulas e nanoesferas. As
nanocapsulas possuem um nucleo oleoso ou aquoso envolto por polimero, onde a
substancia ativa apresenta-se dissolvida no nucleo ou adsorvida na parede
polimérica. Por sua vez, as nanoesferas sao sistemas matriciais poliméricos, onde o
ativo pode ficar retido, adsorvido ou molecularmente disperso (COUVREUR et al.,
2002; SCHAFFAZICK et al.,, 2003; GUTERRES et al., 2007; MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010). Por conseguinte, as hanoemulsdes apresentam-se como
emulsdes formadas por goticulas de tamanho submicrométrico, nas quais a
combinacdo de um sistema tensoativo/co-tensoativo é capaz de manter esta
dispersdo coloidal (PATRAVALE; MANDAWGADE, 2008; SHAH et al.,, 2010;
STROHER et al., 2010; BHATT; MADHAYV, 2011).

Os sistemas nanoestruturados promovem um tratamento mais eficaz, ao aliar
a capacidade de transpor barreiras biolégicas e promover o direcionamento do ativo
em locais especificos, podendo ocasionar diminuicdo dos efeitos colaterais ao
veicular o farmaco em quantidades menores e reduzir a exposicdo sistémica do
mesmo (CISMARU; POPA, 2010; DASH; KONKIMALLA, 2012; DESAI, 2012), além
de serem capazes de promover a estabilidade do ativo encapsulado frente a
condicbes adversas de degradacdo, como pH gastrico e protecdo contra a
fotodegradacdo (ALMEIDA et al., 2009; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010).

No desenvolvimento de nanocapsulas e nanoemulsdes, a selecdo do 6leo

que constituira o nucleo destas estruturas € uma etapa imprescindivel. A escolha do
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Oleo deve ser criteriosa, pois pode influenciar nas caracteristicas fisico-quimicas da
formulag&o, podendo impactar no tamanho da fase dispersa e na sua distribuicéo,
de acordo com as caracteristicas intrinsecas de cada 0leo, tais como viscosidade,
tensdo interfacial e carater hidrofobico (SCHAFFAZICK et al., 2003). Além disso,
dependendo das propriedades de cada 6leo, este componente pode agregar valor a
formulagdo atuando ndo somente como um solubilizador do ativo, como também
desempenhando alguma atividade farmacolégica ou conferindo algum tipo de
protecdo a substancia.

Diante disso, os 0leos vegetais tem sido utilizados como componentes no
desenvolvimento de nanocapsulas e nanoemulsbes e, dentre estes, os Oleos de
argan e de linhaca tem recebido destaque por sua alta propor¢do em acidos graxos
insaturados e poli-insaturados, como acido oleico e linoleico, além de possuirem
diferentes compostos antioxidantes, cada qual com suas particularidades, sendo
promissores no tratamento de doengas relacionadas ao estresse oxidativo,
prevencao de doencas cardiovasculares e na reducao dos niveis de LDL e colesterol
(BARTSCH et al., 1999; KHALLOUKI et al., 2005; TINWORTH et al., 2010; SALIM et
al., 2011; RUBILAR et al., 2012; SOUR et al., 2012).

Além dos 6leos, outro componente de fundamental importancia € o polimero
constituinte do envoltério das nanocapsulas, uma vez que este pode influenciar o
perfil de liberacdo, tamanho de particula e potencial zeta do sistema
nanoestruturado, além de outras propriedades (RIEUX et al., 2006). Neste contexto,
diversos polimeros tém sido explorados tais como poliésteres, polissacarideos e
metacrilatos devido, principalmente, a biocompatibilidade e/ou biodegradabilidade
destes materiais (DAS et al., 2010; JELVEHGARI et al., 2010; DASH; KONKIMALLA,
2012). Dentre estes, a poli(s-caprolactona) e o Eudragit® RL 100 tem sido
empregados na preparacdo de sistemas nanoestruturados (TERROSO et al., 2009;
IBRAHIM; EL-LEITHY; MAKKY, 2010; KATARA; MAJUMDAR, 2013; POHLMANN et
al., 2013).

Considerando que as matérias-primas empregadas na preparacdo de
sistemas nanoestruturados podem interferir na performance dos mesmos, o
presente trabalho foi delineado no sentido de avaliar a influéncia da composicao de
nanocapsulas e nanoemulsées sobre as caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade
e fotoestabilidade dos sistemas contendo um modelo de farmaco lipofilico e fotolabil,

a ubiquinona. Para tanto, as nanoestruturas foram formuladas com dois tipos de
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nacleo oleoso: 6leo de argan ou Oleo de linhaca. No caso das suspensfes de
nanocapsulas, estas foram preparadas avaliando-se dois polimeros: a poli(e-
caprolactona) ou o Eudragit® RL 100. Estes foram selecionados devido & ampla
utilizacao e por conferirem potenciais zeta distintos as particulas, ou seja, negativo e
positivo, respectivamente. Por fim, cabe ressaltar que este estudo comparativo é
inédito.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a influéncia do 6leo (argan ou linhaca) e do polimero [poli(e-
caprolactona) ou Eudragit® RL100] sobre as caracteristicas fisico-quimicas,
estabilidade e fotoestabilidade de sistemas nanoestruturados contendo ubiquinona.

2.2 Especificos

« Validar um método analitico para determinacédo da ubiquinona em nanocapsulas
e nanoemulsoes;

*  Preparar nanoemulsées de 6leo de argan ou de linhagca contendo ubiquinona
pelo método da emulsificacdo espontanea,;

*  Preparar nanocapsulas contendo ubiquinona com 6leo de argan ou de linhaca,
como nucleo oleoso, e poli(e-caprolactona) ou Eudragit® RL100 como invélucro
polimérico, através do método de deposicao interfacial de polimero pré-formado;

» Caracterizar as formulacbes quanto ao tamanho e distribuicdo de tamanho de
particula, potencial zeta, pH, teor do farmaco e eficiéncia de encapsulamento;

« Avaliar a fotoestabilidade da ubiquinona incorporada aos sistemas
nanoestruturados desenvolvidos mediante exposicao a radiacdo UVC,;

+ Avaliar a estabilidade dos sistemas durante 60 dias de armazenamento.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sistemas nanoestruturados

Os sistemas nanoestruturados fazem parte da nanotecnologia moderna,
composta por particulas de dimensdes na faixa de 1 a 1000 nm, e distinguem-se
entre dendrimeros (HASANZADEH et al., 2014), nanotubos de carbono (MUNDRA et
al., 2014), micelas poliméricas (ABOLMAALI; TAMADDOM; DINARVAND, 2013),
lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas, que incluem nanocapsulas e
nanoesferas (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003; GUTERRES;
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010),
nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados, dentre
outros (SCHWARZ et al., 2012).

As nanoemulsdes consistem em dispersdes muito finas de adgua em 6leo e
apresentam-se como goticulas formadas por uma combinacado de componentes, tais
como: agua, Oleos e tensoativos, através dos quais o sistema tensoativo/co-
tensoativo envolve o0 nucleo oleoso (PATRAVALE; MANDAWGADE, 2008;
STROHER et al., 2010; SHAJI; BHATIA, 2012). Quanto ao tamanho de goticula, as
nanoemulsdes podem alcancar de 20 a 500 nm e sao estaveis frente a processos de
cremagem e sedimentacdo (SAKEENA et al., 2010).

As nanoparticulas poliméricas, por sua vez, apresentam-se como sistemas
carreadores de substancias, compostos por polimeros biocompativeis, e sao
divididas entre nanocépsulas e nanoesferas, possuindo diferencas em termos de
composicdo e organizacdo estrutural. As nanocpsulas possuem um nudcleo oleoso
ou aquoso envolto por polimero, onde a substancia ativa apresenta-se dissolvida no
nacleo e/ou adsorvida na parede polimérica. Por sua vez, as nanoesferas sao
sistemas matriciais poliméricos, nos quais o ativo pode ficar retido, adsorvido, ou
molecularmente disperso (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003;
GUTERRES et al., 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; PAPLIED et
al., 2011).
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Os sistemas carreadores de farmacos de ordem nanométrica permitem a
possibilidade de promover um tratamento mais eficaz, ao aliar a capacidade de
transpor barreiras biolégicas e promover o direcionamento do farmaco em locais
especificos, promovendo um perfil de liberacdo sustentado e podendo ocasionar
diminuicdo dos efeitos colaterais ao veicular o farmaco em quantidades menores e
reduzir a exposicao sisttmica do mesmo (KALLINTERI et al., 2005; CISMARU,;
POPA, 2010; NGWULUKA, 2010; DASH; KONKIMALLA, 2012; DESAI, 2012), além
da vantagem de promover estabilidade do ativo encapsulado frente a condicdes
adversas de degradacdo como pH estomacal e protecdo contra a fotodegradacao
(COUVREUR et al., 2002; ALMEIDA et al., 2009; TERROSO et al., 2009; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Suas propriedades fisico-quimicas tornam-se
diferenciadas dos sistemas convencionais, devido ao fato de ocorrer um aumento da
area superficial das particulas em relacdo ao seu volume com a reducdo do seu
tamanho, o que pode aumentar a solubilidade, biodisponibilidade e impactar no
desempenho das formulacfes no tratamento de doencas (MARCELINO et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2010; DESAI, 2012).

A preparagdo de nanoparticulas possui embasamento nos métodos de
polimerizacdo in situ de mondémeros ou de dispersdo de polimeros pré-formados,
sendo que este Ultimo possui maior aplicabilidade que o primeiro, pois nédo
apresenta residuos toxicos e ndo induz ligacdes covalentes entre o farmaco e o
polimero (SOPIMATH et al., 2001; GUTERRES et al., 2007).

De forma geral, os métodos mais usuais destinados a formacdo de
nanocapsulas consistem em: nanoprecipitacdo ou deposicao interfacial de polimero
pré-formado, emulsificacdo-difusdo, dupla-emulsificacdo, emulsédo-coacervacao,
cobertura por polimero e camada por camada (GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

O método da precipitacdo do polimero pré-formado ou nanoprecipitacdo, o
gual foi primeiramente descrito por Fessi e colaboradores (1989), consiste na
preparacdo de uma fase organica contendo 0leo, polimero, solvente miscivel em
agua e presenca ou nao de tensoativo altamente hidrofobico, a qual € vertida sobre
uma fase aquosa contendo tensoativo altamente hidrofilico. O passo de formacao
das nanocépsulas ocorre por emulsificacdo espontanea, onde o polimero, que nédo é
solivel em agua nem no 6leo, se deposita na forma de precipitado na interface
destes componentes (GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007). E um
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método caracteristico na encapsulacdo de farmacos hidrofobicos, permitindo obter
baixos indices de polidispersdo (RIEUX et al., 2006).

No que diz respeito a preparacdo de nanoemulsdes, um método muito
utilizado consiste na emulsificacdo espontanea de uma fase organica vertida sobre
uma fase aquosa, onde ocorre a difusdo do solvente organico na fase aquosa,
levando a formacdo de goticulas de tamanho reduzido, sob agitacdo magnética
moderada. O processo de formacdo das nanoestruturas é semelhante ao método de
nanoprecipitacdo, com excecdo da presenca do polimero na composicao
(BOUCHEMAL et al., 2004). Além disso, para a estabilizacdo da disperséo coloidal &
necessaria a presenca concomitante de tensoativo/co-tensoativo (SHAH et al., 2010;
BHATT; MADHAYV, 2011).

Quanto a caracterizacdo fisico-quimica, existem varias ferramentas que
permitem auxiliar a avaliacdo das propriedades dos sistemas nanoestruturados,
dentre as quais as mais utilizadas sdo as técnicas de avaliacdo da morfologia,
representadas por microscopias como a eletrénica de varredura (MEV), a eletronica
de transmissao (MET) e a de forca atbmica (MFA); técnicas utilizadas para analisar o
tamanho de particula e distribuicdo de tamanho, representadas por espalhamento de
luz, podendo ser dindmico ou estético; eletroforese, que auxilia na elucidacdo do
potencial zeta, ultracentrifugacdo analitica ou ultrafiltracdo/centrifugacdo que
fornecem informacfes quanto a taxa de associacdo do farmaco contido nas
nanoestruturas; potenciometria para analise do pH; e difusdo em sacos de dialise, a
qual fornece um perfil de liberagdo do farmaco, dentre outras técnicas
(SCHAFFAZICK et al.,, 2003; GUTERRES; SHAFFAZICK; POHLMANN, 2007;
MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; DESAI, 2012).

Com relacédo a preparacao, além da presenca de tensoativos com diferentes
graus de hidrofilia e da presenca do 6leo, necesséaria para a formacdo do nucleo
oleoso, torna-se imprescindivel o emprego de polimeros para a formacédo das
nanocapsulas. A escolha do polimero baseia-se em suas caracteristicas intrinsecas,
capazes de influenciar nas propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, como
por exemplo, na hidrofobicidade do sistema e na carga superficial e diametro das
particulas, além da capacidade de modular o perfil de liberacdo (RIEUX et al., 2006;
SALAMANCA et al., 2007; PAPLIED et al., 2011).

Diante disso, diversos polimeros tem sido utilizados na preparagdo de

nanoparticulas poliméricas, podendo estes ser de origem natural ou sintética, ou
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ainda de carater biodegradavel ou ndo. Como exemplo de polimeros biodegradaveis
naturais explorados no desenvolvimento das nanoestruturas, podem ser citados a
quitosana, o alginato, a albumina, o colageno, o dextrano e a gelatina. Quanto aos
polimeros sintéticos e biodegradaveis, podem ser citados os polianidridos e
poliamidas. Além disso, polimeros termopléasticos como poliésteres possuem grande
aplicacdo, como por exemplo: poli(lactideo) (PLA), poli(lactideo-co-glicolideo)
(PLGA) e poli-(e-caprolactona) (PCL) (NGWULUKA, 2010; VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010; PAPLIED et al., 2011; MARIN et al., 2013).

A PCL é um polimero sintético, de carater semi-cristalino que vem se
destacando na preparacdo de sistemas para vetorizacéo de farmacos. Este polimero
€ vantajoso para o desenvolvimento de nanocapsulas, pois € capaz de promover
liberacdo sustentada, aumentar a estabilidade quimica e fotoestabilidade, além de
promover um aumento da atividade biologica do principio ativo (LABET;
THIELEMANS, 2009; POHLMANN et al., 2013). Além de ser biocompativel, de nédo
ser toxico e ser biodegradavel, € compativel com diversas classes de farmacos,
tornando homogénea a distribuicdo destes na matriz polimérica. Sua versatilidade de
aplicacbes se deve as caracteristicas de flexibilidade da cadeia polimérica (DASH,;
KONKIMALLA, 2012; GUO; CHU, 2012). Pelo fato de ser um poliéster, confere
potencial zeta negativo para sistemas nanoestruturados preparados com esse
polimero (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). A figura 1 apresenta a

estrutura quimica da PCL.
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Figura 1 — Estrutura quimica da poli(e-caprolactona)

Além disso, polimeros sintéticos tem sido extensivamente estudados na
preparacdo de nanoparticulas. Uma das vantagens em relagdo aos polimeros
naturais é o grau de pureza mais elevado e maior reprodutibilidade, como por
exemplo, os polimeros derivados de poli(metacrilatos) (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010; NGWULUKA, 2010). O Eudragit® RL 100 (EUD), um co-polimero
de poli(etilacrilato, metil-metacrilato e clorotrimetil amonio etilmetacrilato), é insoltvel

em pH fisiolégico, com boa capacidade de dispersar farmacos e limitada capacidade
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de inchamento, o que permite a liberagdo controlada da substancia ativa por
expansdo de forma independente do pH, permitindo uma liberacdo do farmaco de
forma retardada ou sustentada. Seu uso ja foi explorado no desenvolvimento de
microparticulas para veiculacdo de farmacos, com intuito de promover protecao
contra degradacao estomacal. Por possuir um grupamento amonio quaternario, que
lhe confere carater catibnico, j& foi empregado no desenvolvimento de
nanoparticulas com a finalidade de aumentar o tempo de permanéncia do principio
ativo na cornea (DAS et al., 2010; JELVEHGARI et al., 2010). A estrutura quimica do
EUD encontra-se na figura 2.
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Figura 2 — Estrutura quimica do Eudragit® RL 100

Levando em consideracdo o desenvolvimento dos sistemas nanoestruturados,
€ imprescindivel a constituicdo do nucleo oleoso, tanto para a formacdo das
nanoemulsdes, quanto para o preparo das nanocapsulas. A escolha do 6leo deve
ser criteriosa, pois pode influenciar nas caracteristicas fisico-quimicas da
formulag&o, podendo impactar no tamanho de particula e goticula, na distribuicdo de
tamanho e na eficiéncia de encapsulamento, de acordo com as caracteristicas
intrinsecas de cada 6leo, como viscosidade, tenséo interfacial e carater hidrofébico.
Além disso, como critérios de escolha, os 6leos ndo devem ser toxicos e devem
apresentar capacidade de dissolver o farmaco, mas nao permitir a dissolucdo da
parede polimérica (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Neste sentido, alguns trabalhos tem reportado o emprego de Oleos vegetais
no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para incorporacdo de
substancias ativas, por serem considerados alternativas viaveis devido a ampla
disponibilidade, além de possuirem propriedades terapéuticas que podem vir a
potencializar o desempenho das formulacdes (FRIEDRICH et al., 2008; ALMEIDA et
al., 2009; SANTOS, et al., 2013).

Em um estudo desenvolvido por Mora-Huertas e colaboradores (2012), os
autores prepararam nanocapsulas de PCL para incorporar o diclofenaco, onde
avaliaram o efeito da composicdo de diferentes 0Oleos (6leo de milho, 6leo de
améndoas doce, triglicerideos de cadeia média (TCM) e seus ésteres (como Miglyol®
810, 812, 829, Labrafac® PG e Labrafac® lipophile) e dos métodos de preparacao
utilizados (nanoprecipitacdo e emulsificacdo-difusdo) na estabilidade e no perfil de
liberac@o do farmaco a partir dos sistemas nanoestruturados. Os resultados obtidos
demonstraram que o método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado
proporcionou menor tamanho de particula, além de maior valor absoluto de potencial
zeta. Por outro lado, as nanoparticulas preparadas com os 0Oleos de milho e de
améndoas doce apresentaram tamanho de particula ligeiramente maior em relacao
aos outros 6leos quando preparadas pelo método de nanoprecipitacdo. Quanto ao
perfil de liberacdo, os sistemas preparados pelo método de nanoprecipitacdo e
contendo os 6leos Miglyol® 810 e Labrafac® PG apresentaram liberacdo do
diclofenaco mais lenta (48 horas) em relacdo aqueles preparados pelo método de
emulsificacao-difusao (15 minutos).

Em outro trabalho, Contri e colaboradores (2012) desenvolveram
nanocapsulas de Eudragit® RS 100 onde variaram a constituicdo do nicleo oleoso
utilizando 6leos vegetais como 6leo de castanha do Para, de oliva, de semente de
girassol, de rosa mosqueta, de semente de uva e de cenoura em comparagdo com
nanocapsulas preparadas a partir de TCM. Os autores observaram que as
nanocapsulas preparadas com O6leos vegetais apresentaram diametro de particula
superiores aquelas preparadas com TCM, devido a menor viscosidade do ultimo.
Entretanto, o tamanho n&o diferiu entre as nanocapsulas preparadas com o6leos
vegetais. Além disso, o potencial zeta para todas as formulacbes foi de
aproximadamente 7 mV.

Em outro estudo que aborda a incorporacdo de o6leo vegetal em sistemas

nanoestruturados, Santos e colaboradores (2013) desenvolveram nanocapsulas de
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Eudragit® RS 100 contendo como nicleo oleoso o 6leo de coco e incorporaram o
farmaco clotrimazol pelo método da deposicao interfacial de polimero pré-formado.
Os valores de diametro de particula foram abaixo de 200 nm, o indice de
polidispersao foi adequado (abaixo de 0,2), o potencial zeta foi positivo (13,3 mV a
14,4 mV), a eficiéncia de encapsulamento foi em torno de 100% e a liberagcao foi
prolongada, sem efeito burst. Além disso, o sistema nanoestruturado promoveu
protecdo do clotrimazol frente a radiacdo UVC e atividade antifungica contra
Candida albicans e Candida glabrata mais pronunciada em relacdo ao farmaco livre.
Por fim, as formulacdes foram estaveis durante um periodo de 60 dias de
armazenamento a temperatura ambiente e protegidas da luz.

Devido ao fato das nanoemulsdes e nanocapsulas apresentarem-se como
suspensdes coloidais aquosas, durante o tempo de armazenamento podem ocorrer
alteracdes nas formulagbes como formacgdo de precipitados referente a agregacéo
das particulas, além da degradacdo de matérias-primas como hidrélise do polimero,
contaminacdo microbiologica e até mesmo degradacdo do farmaco (SCHAFFAZICK
et al., 2003; TERROSO et al., 2009).

As alteracdes nas formulagées como presenca de agregados e sedimentacao
de nanoparticulas podem ser monitoradas através da determinacdo de mudancas
ocorridas na distribuicdo de tamanho das particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003), a
determinacdo do potencial zeta permite prever a estabilidade fisica dos sistemas
coloidais (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007), o monitoramento do pH pode dar
indicios com relacdo a degradacdo de componentes na formulacdo e a andlise
macroscopica permite visualizar vestigios de instabilidade (MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010).

3.20leo de argan

Dentre as espécies da familia Sapotaceae encontra-se a Argania spinosa L.,
uma arvore de carater espinhoso sendo nativa do Marrocos, Africa (KHALLOUKI et
al., 2005; BELARBI-BENMAHDI et al., 2009; BELLAHCEN et al., 2012). O local de
desenvolvimento da floresta no Marrocos € considerado de clima semi-arido,

cercado por montanhas e compreendendo cerca de 2.560.000 hectares. A partir do
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ano de 1998, a regido que abriga a floresta de argan foi inscrita na Reserva da
Biosfera da UNESCO e desde entdo € considerada um patrimdnio sociocultural
mundial (UNESCO). Outro habitat relacionado ao desenvolvimento desta planta € o
deserto de Negev localizado em Israel, tendo condicbes ambientais diferentes
(YAGHMUR et al.,, 1999), além de ser reportado seu crescimento na Argélia
(BELARBI-BENMAHDI et al., 2009).

Os frutos da arvore de argan possuem formato e tamanho semelhante ao de
ameixas, podendo ser encontradas de uma a trés sementes em cada fruto (NERD et
al., 1994; YAGHMUR et al.,, 1999). O 6leo é obtido a partir das sementes por
diferentes métodos de extracdo, como prensagem a frio das sementes, destilacdo
sob presséo reduzida e extragcdo com solventes (CHARROUF; GUILLAUME, 1999;
HARHAR et al., 2010; VENEGAS et al., 2011).

Dependendo do tipo de extracdo é possivel obter diferentes variedades de
0leo, assim como diferentes composicdes fisico-quimicas, com um rendimento de 30
a 55% (CHARROUF; GUILLAUME, 1999; HILALI et al., 2005), cujas caracteristicas
préprias permitem diferentes aplicacbes. Na culinaria, as sementes torradas sao
mais empregadas, enquanto que para uso cosmeético, as améndoas frescas sédo
mais exploradas para a extracdo de seu O6leo. Além disso, o Oleo apresenta
potencialidades no tratamento de diversas doencas, tais como aterosclerose,
diabetes melitus, doencas cardiovasculares, dentre outras (CHARROUF;
GUILLAUME, 2002; KHALLOUKI et al., 2003; HARHAR et al., 2010; ZOUGAGH et
al., 2011; MONFALOUTI et al., 2012).

Seu uso na culinaria € propiciado devido as caracteristicas organolépticas,
como aroma forte, sabor acentuado de nozes e coloracdo levemente avermelhada,
sendo usualmente consumido puro no tempero de saladas ou como componente de
frituras (CHARROUF; GUILLAUME, 2002; ZOUGAGH et al., 2011). Seu valor
nutricional € devido a alta propor¢cao de lipideos que promove uma dieta rica em
acidos graxos insaturados e antioxidantes (KHALLOUKI, et al., 2003; DRISSI, et al.,
2004).

Para fins cosméticos o 6leo é utilizado no tratamento da acne, suavizacao de
rugas e, especialmente, na hidratacdo dos cabelos, promovendo aumento da
resisténcia e manutencdo do aspecto saudavel (CHARROUF; GUILLAUME, 1999;
CHARROUF; GUILLAUME, 2002; GUINDA et al., 2011).
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Como em todos os Oleos, os triglicerideos ocupam alta propor¢cdo em sua
composi¢cdo. Aproximadamente, 99% do Oleo de argan sdo compostos por
triglicerideos que encontram-se dispostos em moléculas de glicerol esterificadas
com &cidos graxos (KHALLOUKI et al.,, 2005). Estes dultimos ocupam uma
porcentagem equivalente a 45% de acidos graxos insaturados (sendo
predominantes o &cido oleico), 35% de acidos graxos poli-insaturados (sendo
representados pelo acido linoleico) e 20% de acidos graxos saturados (acido
palmitico e estearico em maior quantidade), dentre outros (KHALLOUKI et al., 2005;
SOUR et al., 2012).

Os constituintes que ocupam menor propor¢cao na composicdo do 6leo de
argan ja foram estudados. Dentre os derivados de acidos graxos mais abundantes
encontram-se os mono e diacilglicerideos, representados por oleil e linoleil em maior
proporcao, além de palmitoil e estearoil (KHALLOUKI et al., 2005). Ja na fracdo
insaponificavel do 6leo foi relatada a presenca de alcoois triterpénicos na proporcao
de 20% (que incluem lupano, ursano, oleanano e seus derivados como B-amirina,
butirospermol e tirucalol), metil-esteréis em pequena quantidade (como
cicloeucatenol e citroestradienol), esterdis na proporcédo de 20% (representados por
espinasterol e escotenol, dificilmente encontrados em outros 0leos vegetais),
xantofilas ocupando 42% da composicdo, além de tocoferdis (representados pelas
isoformas da vitamina E: «, y e &tocoferol), dentre outros constituintes (CHARROUF;
GUILLAUME, 1999; KHALLOUKI et al.,, 2003; KHALLOUKI et al., 2005). A
elucidacdo dos compostos fendlicos mostrou a presenca de antioxidantes como o
acido vanilico, ferulico e siringico, consistindo de maior teor, além do acido
p-hidroxibenzoico e vanilina, em quantidades traco. A presenca de esqualeno ja foi
reportada, sendo de 0,3% (KHALLOUKI et al., 2005).

Em um estudo desenvolvido recentemente, Venegas e colaboradores (2011)
realizaram a quantificacdo de ubiquinona e melatonina em o6leo de argan por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector eletroquimico e fluorescente. O
estudo foi realizado com 34 amostras de Oleo provenientes de 2 métodos de
extragcao (tradicional e semi-industrializado) e observaram um teor de 20,2 + 9,9 mg
de ubiquinona por quilo de 6leo e 60,5 + 51,2 ng de melatonina por quilo de dleo,
obtendo valores mais elevados e variados para o método tradicional.

A composicdo do Oleo de argan encontra-se intimamente relacionada a

prevencdo de doencas, onde o valor nutricional promove um papel importante,
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como, por exemplo, nas doencgas cardiovasculares, na aterosclerose, nos processos
de inflamacédo e cancer. Devido a alta proporcado de &cidos graxos insaturados e
poli-insaturados (em torno de 80% de sua composicdo) e, especialmente, pela
presenca de acido oleico que é considerado uma das gorduras mais saudaveis da
dieta, seu consumo pode ser capaz de modular lipideos plasméticos e lipoproteinas,
sendo promissor no tratamento de doencas (BARTSCH et al., 1999; KHALLOUKI et
al., 2005). Ja foi reportado que a presenca concomitante de &cidos graxos
insaturados e antioxidantes fendis como j-tocopherol sdo essenciais para a
prevencdo de doencas cardiovasculares e para promover propriedades
hipocolesterolémicas (CHARROUF; GUILLAUME, 2007; HILALI et al., 2007).

A presenca de vitamina E agrega valor nutricional ao 6leo, pois encontra-se
envolvida na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, na prevencdo da
lipoperoxidacdo de membranas e na regulacdo de genes (KHALLOUKI et al., 2005;
GLEIZE et al.,, 2012). Outro mecanismo de acdo € restaurar o sistema imune,
aumentando a proporcao de células e producéo de citocinas, sendo que a porcao y,
que se apresenta em maior quantidade no Oleo de argan, segundo Khallouki e
colaboradores (2005), possui efeitos mais pronunciados em relacdo as outras
isoformas na prevencao do cancer.

Outros constituintes, como o esqualeno, também presentes no 6leo de argan,
podem estar relacionados a protecdo contra o cancer de pele, excrecdo de
xenobidticos e diminuicdo dos niveis de colesterol em animais de laboratério. Além
disso, a presenca do escotenol no Oleo ja foi relacionada com atividade
anticarcinogénica (KHALLOUKI et al., 2005).

Pela atividade biologica devido aos diferentes constituintes, o éleo de argan
tem demonstrado potencial no tratamento de diversas doencas, tais como efeito
antiproliferativo no tratamento de células cancerosas prostaticas (BENNANI et al.,
2007), efeito hipolipidémico e anticolesterolémico (BERROUGUI et al., 2003),
antiaterogénico (CHERKI et al., 2005), anti-hipertensivo (BERROUGUI et al., 2004),
na prevencao de doencgas cardiovasculares (CHERKI et al., 2006) e prevencgao de
diabetes mellitus (BELLAHCEN et al., 2012). Outros estudos ainda demonstraram
atividade antitrombotica (MEKHFI et al., 2012), além de propriedades analgésicas e
anti-inflamatorias (SAMANE et al., 2006).

O oOleo de argan ja foi utilizado como matéria-prima de nanoemulsdes

preparadas pelo meétodo da ultrasonicacdo para incorporacdo do diclofenaco,
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desenvolvidas por Lococo e colaboradores (2012). Os autores observaram uma
influéncia do aumento da concentracédo de 6leo (de 0,1 g a 0,6 g), que refletiu no
aumento do diametro médio das goticulas (de 129 + 10 nm a 231 + 20 nm). Em
contrapartida, a insercdo do farmaco na formulacdo ndo foi capaz de alterar o
tamanho das goticulas. Quanto ao potencial zeta, ndo foi observada influéncia do
aumento da concentracdo de 6leo, nem mesmo da incorporagédo do diclofenaco na
formulacdo. Além disso, a eficiéncia de encapsulamento obtida para o diclofenco foi
de 85%.

O Oleo de argan j& foi empregado como constituinte de suspensfes de
nanocapsulas em um estudo desenvolvido por Nassar e colaboradores (2009). Os
autores empregaram uma combinacado de dois polimeros polimetacrilatos (Eudragit®
L, cuja solubilidade se d4 em pH 5,5 e Eudragit® RS, insoltvel, independentemente
do pH) pelo método da nanoprecipitacdo para incorporacdo do farmaco tacrolimus.
As nanocapsulas obtidas apresentaram tamanho de 350 nm a 400 nm e apdés esta
etapa de preparagdo, 0s autores promoveram O microencapsulamento das
nanocapsulas com hidroxipropilmetilcelulose, um polimero bioadesivo, obtendo de 2
a 10 pm de tamanho. As formulacdes preparadas a partir de Eudragit®L,
apresentaram teor de 6,5 £ 1,13 mg/g em relacdo ao valor teorico de 7,6 mg/g e
eficiéncia de encapsulamento de 85%, enquanto que as formula¢des preparadas a
partir da proporcao de polimero (Eudragit L/RS 1:3) apresentaram teor de 6,71 +
0,44 mg/g e eficiencia de encapsulamento de 88%, resultado semelhante ao

encontrado para as microesferas contendo (Eudragit L/RS 1:1).

3.3 Oleo de linhaca

O linho (Linum usitatissimum L.) € uma vegetacdo herbacea pertencente a
familia Linnaceae, sendo originario da regido do mediterraneo e sudoeste asiatico
(MILLAM et al., 2005; CORDEIRO et al., 2009; SALIM et al., 2011). De cultura
milenar, quando a producao destinava-se a fabricacdo de tecidos extraidos da fibra,
vem crescendo o interesse pela producéo de variedades onde € possivel a obtencéo
de sementes de elevada importancia nutricional (BLOEDON et al., 2004).

Ultimamente, os paises onde se concentram as maiores producdes de linho
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englobam diferentes regides geogréficas do planeta como, por exemplo, Argentina,
China, Canada, india, Estados Unidos e Russia (MILLAM et al., 2005; JUITA et al.,
2012).

A linhaca, também conhecida como semente do linho, apresenta formato
ovalado e é encontrada no interior de capsulas contendo de 4 a 10 sementes que
podem ter coloracdo marrom ou amarelada. E considerada rica em substancias
oleaginosas, da qual se extrai o 6leo de linhaca, que é obtido através da prensagem
a frio das sementes. Estas sdo utilizadas como complemento alimentar, pois séo
consideradas alimento funcional, devido aos seus beneficios nutracéuticos
(BLOEDON et al., 2004; MILLAM et al., 2005; NYKTER; KYMALAINEM, 2006).

A producédo anual do 6leo de linhaca destina a oferecer matéria-prima para
aplicacoes tecnoldgicas como agentes anti-ferrugem, aditivos em plasticos de PVC,
como agente secante em vernizes e tintas, na producdo de aromatizantes para a
industria alimenticia, além da disponibilizacdo do 6leo comestivel (BLOEDON et al.,
2004; MILLAM et al., 2005; NYKTER; KYMALAINEM, 2006).

Existem diferentes variedades da planta que sdo destinadas para a producao
da fibra ou para producdo do 6leo para consumo humano, sendo que é possivel a
extracdo do Oleo a partir das sementes de ambas as variedades. A semente pode
fornecer uma quantidade de 6leo numa proporcéao de 20 a 40% do seu peso original
(NYKTER; KYMALAINEM, 2006; ZHANG et al., 2011), além de 25% de fibras, 25%
de proteinas e 1% de ligninas (RABETAFIKA et al., 2011). A composicdo dos
constituintes da semente pode diferir quando esta se apresenta na forma inteira ou
triturada (BLOEDON et al., 2004).

As lignanas sao fitoestrogenos de estrutura fendlica, obtidos através da
transformacdo das ligninas vegetais. Apds a ingestdo, sdo metabolizadas pelas
bactérias intestinais em enterolactona e enterodiona, com atividade biol6gica
antiestrogénica e fracamente estrogénica, além de apresentar acao antimitotica,
antifingica, antioxidante e anticancerigena. Estudos ainda relatam inibicdo da
agregacdo plaquetaria e mediacdo de reacbes inflamatorias (CORDEIRO et al.,
2009). Alem disso, Herchi e colaboradores (2011) demonstraram pela primeira vez a
presenca de ligninas no Oleo de linhaca empregando um novo método de deteccao
baseado em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com ionizacdo por
spray e espectrometria de massas, através do qual observaram a presenca de

pinoresinol, metairesinol, difilina e secoisolariciresinol.
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Com relagdo as proteinas extraidas do Oleo da linhaca, estas possuem
atividade bioldgica referente a propria composicdo de aminoacidos ou pela interacéo
com outros componentes do Oleo, tais como polissacarideos e ligninas. Alguns
efeitos relatados foram anti-hipertensivo, antioxidante, anti-inflamatorio, antifingico,
antidiabético, antitrombotico, dentre outros (RABETAFIKA et al., 2011).

No que diz respeito a composi¢cdo do Oleo, existe uma variacdo natural que
encontra-se relacionada as condicbes ambientais de crescimento da planta. De
forma particular, o clima € capaz de influenciar na proporcdo de acidos graxos,
sendo que o 6leo extraido de plantagbes em condi¢cdes climaticas frias possui
aumento na concentracdo de &cidos graxos poli-insaturados. Outras variagdes na
composicdo do 6leo podem ser atribuidas ao método de extracdo ou as diferentes
variedades geneticamente modificadas da planta de onde o 6leo € extraido, sendo
que estas variagcdes podem influenciar nas propriedades fisico-quimicas do 6leo
(MILLAM et al., 2005; NYKTER; KYMALAINEM, 2006; JUITA et al., 2012).

Além disso, a linhaca é fonte de acidos graxos insaturados (ocupando 90% do
total de &cidos graxos), na propor¢cédo de 53,3% de &cido a-linolénico (ALA), 21,2%
de acido oleico e 12,7% de acido linoleico (TZANG et al., 2009; RUBILAR et al.,
2012), além de acidos graxos saturados como acido palmitico e estearico (NYKTER,;
KYMALAINEM, 2006; JUITA et al., 2012). Além disso, ja foram reportados
fosfolipideos como fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina e lisofosfatidilcolina
(HERCHI et al., 2012).

Os dleos contendo alta quantidade de acidos graxos poli-insaturados séo
mais suscetiveis de sofrerem ataque do radical alquil por radicais livres, levando a
consequente deterioracdo oxidativa, embora temperaturas superiores a 60 °C sejam
capazes de promover oxidacdo de &cidos graxos saturados (FANCHIOTTI et al.,
2010; SZTERK et al., 2010; JUITA et al., 2012). Uma das caracteristicas do 6leo de
linhaga quando oxidado é o forte odor de peixe e rancidez. Isto se deve a oxidagao
dos acidos graxos poli-insaturados a-linolénico e linoleico durante o armazenamento.
Estudos relacionando a adicdo de compostos fendlicos como vitamina E ou
antioxidantes sintéticos como butilhidroxitolueno ao 6leo de linhaca, demonstraram
prevencdo desta oxidacdo. A vitamina E atuaria na ligagdo com os radicais livres
evitando a peroxidacéo lipidica (FANCHIOTTI et al., 2010; COLLINS et al., 2011;
HERCHI et al., 2012). Além disso, os niveis de compostos antioxidantes no Oleo

tendem a diminuir com o tempo de armazenamento e calor, a0 mesmo tempo em
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que ocorre um processo de auto-oxidacdo dos acidos graxos (NYKTER,;
KYMALAINEM, 2006).

Os compostos antioxidantes ja relatados na literatura compreendem os acidos
ferdlico, vanilico, cumarico, clorogénico, p-hidroxibenzéico, além de vanilina e
tocoferdis, sendo a isoforma em maior propor¢cdo. S&o considerados potentes
antioxidantes, com atividade fisiolégica reportada no tratamento de infec¢des,
processos cancerigenos, inflamatoérios e na vasodilatacdo (NYKTER; KYMALAINEM,
2006; HERCHI et al., 2011). O efeito antioxidante e antitumoral proporcionado pela
ingestdo do 6leo de linhaga parece estar relacionado com a presenca de compostos
fendlicos e grupamentos polares que interagem através de ligacdes de hidrogénio
reversiveis (RABEKAFIKA et al., 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude preconiza a ingestdo diaria dos diferentes
tipos de &cidos graxos saturados, monoinsaturados, poli-insaturados, e de cadeia
longa, visto que ha uma relacdo entre dieta balanceada e prevencdo de doencas
cronicas. A ingestdo diaria de acidos graxos de cadeia longa proporciona fonte
essencial ja que o organismo € incapaz de sintetiza-lo. Ja foram relatados estudos
que abordam a relacdo da deficiéncia destes acidos graxos essenciais com 0
desenvolvimento de doencas crbnicas como cancer, doencas inflamatérias,
cardiovasculares e imunoldégicas, portanto, sua ingestdo € capaz de prevenir e tratar
tais doencas (RUBILAR et al., 2012).

Os componentes do 6leo promovem efeito fisiologico benéfico, sendo que a
maioria dos efeitos deve-se a presenca do acido a-linolénico, que é encontrado
numa proporcdo superior em relacdo aos outros O6leos vegetais (NYKTER;
KYMALAINEM, 2006). Seu uso ja foi reportado no tratamento de doencas como
aterosclerose, cancer e diabetes mellitus (SALIM et al., 2011), além de possuir
comprovado efeito cardioprotetor a0 mesmo tempo em que promove reducao da
pressdo arterial, aumento da funcdo endotelial, diminuicdo da inflamacéo, efeito
antiarritmico, hipotrigliceridémico e anticoagulante (TINWORTH et al.,, 2010;
RUBILAR et al.,, 2012). Além disso, existem evidéncias experimentais de efeitos
anticarcinogénicos, tanto in vitro como in vivo, como inibicdo da carcinogénese de
cOlon e outros tumores (SALIM et al., 2011) e reducdo do crescimento de tumores
estabilizados (CORDEIRO et al., 2009).
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Em contrapartida, o consumo em excesso do 6Oleo de linhaca é capaz de
promover efeitos indesejaveis no trato gastrointestinal como nausea, diarreia e
flatuléncia (TINWORTH et al., 2010).

O 6leo de linhaca ja foi utilizado como matéria-prima no desenvolvimento de
nanoemulsées em alguns estudos. Vyas e colaboradores (2008) desenvolveram
nanoemulsdo contendo 6leo de linhaca para incorporacdo de saquinavir através do
método da ultrasonicacdo. Os parametros de caracterizacdo como tamanho de
particula (176,6 + 18,2 nm para a nanoemulsédo sem o farmaco e 218 + 13,9 nm para
a formulagdo contendo saquinavir) e potencial zeta (-39,56 + 3,67 mV e -43,28 *
3,79 mV, respectivamente) foram considerados satisfatorios. Além disso, os autores
nao observaram alteracdo no tamanho de goticula apds centrifugacdo por 20
minutos ou armazenamento a 4°C sob protec&o da luz por um periodo de 2 meses.

Outro estudo que aborda a incorporacdo de 6leo de linhaca em
nanoemulsdes foi desenvolvido por Ganta e Amiji (2009), onde os autores
incorporaram os ativos paclitaxel e curcumina através do método da ultrasonicacao
com alta energia. Os parametros fisico-quimicos foram avaliados: tamanho de
goticula menor que 200 nm, indices de polidisperséo abaixo de 0,3, potenciais zeta
de -35,37 £ 2,42 mV a -44,53 + 1,02 mV, eficiéncias de encapsulamento proximas de
100%, além de teores de 2,0 + 0,02 mg/mL para a formulagédo contendo paclitaxel e

1,9 £ 0,2 mg/mL para a nanoemulsao de curcumina.

3.4 Ubiquinona

A ubiquinona, sintetizada pela primeira vez por Crane e colaboradores em
1957, € uma substancia de ocorréncia natural e seu nome refere-se ao termo ubiquo
remetendo-se a ampla distribuicdo nas membranas de tecidos do organismo (PEPE
et al, 2007). Possui estrutura e propriedades semelhantes a vitaminas,
especialmente vitamina K e E, onde ja foi erroneamente denominada de vitamina Q.
Também € reconhecida por coenzima Q10, sendo sintetizada no mesmo ano por
Morten e colaboradores e sua nomenclatura deve-se a repeticdo de 10 unidades
isoprenoides em sua estrutura (ERNSTER; DALLNER, 1995; CHOI et al., 2005;
BOREKOVA et al., 2008). Porém, conforme estabelecido pela IUPAC-IUB, em 1975,
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seu nome oficial é ubiquinona e segundo Ernster e Dallner (1995), o emprego do
termo ubiquinona seria 0 mais adequado para designar esta substancia, pois atua
nao somente como coenzima, mas também como antioxidante, além de ndo ser
considerada uma vitamina, pois € sintetizada pelo organismo.

A estrutura da ubiquinona foi elucidada por Shunk e colaboradores em 1958 e
consiste de um anel benzoquinona ligado a uma cadeia de carater hidrofébico
denominada de isopreno. Podem ser encontrados na natureza variacbes na
guantidade de unidades isoprendides, o que leva a distribuicdo da coenzima em
diferentes organismos como, por exemplo, bactérias, vegetais e nos humanos.
Neste Ultimo, a ubiquinona apresenta repeticdo de 10 unidades isoprendides
(JAMES et al., 2004; DHANASEKARAN; REN, 2005). A presenca desta cadeia
lateral € responsavel por tornar a molécula altamente lipofilica (ZULLI et al., 2006).
Sua nomenclatura quimica é designada por 2,3-dimetoxi, 5-metil, 6-poliisopreno
parabezoquinona e apresenta 3 estados oxidativos intercalados (JAMES et al., 2004,
BHAGAVAN; CHOPRA, 2006; BOREKOVA et al., 2008). A figura 3 apresenta o0s
estados oxidativos da ubiquinona, ou seja, as formas oxidada (ubiquinona) e
reduzida (ubiquinol), através da adicdo de 2 elétrons e 2 prétons pela enzima
ubiquinona redutase. Quanto a sua configuracdo, existe nas duas formas, cis ou

trans, sendo a Ultima de ocorréncia natural (BOREKOVA et al., 2008).
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Figura 3 — Estados oxidativos da ubiquinona

A ubiquinona atua por diferentes mecanismos, pelos quais se encontra bem
fundamentada sua relacdo no metabolismo bioenergético, sua atuacdo como
antioxidante, além de ser capaz de promover regulagdo na expressdo de genes

atuando na protec&o do DNA e possuindo efeito anti-apoptotico (DHANASEKARAN,;
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REN, 2005). Devido a variedade de mecanismos de acdo, € empregada como
suplemento alimentar, em formulagBes cosméticas e no tratamento de doencas
devido ao seu potencial terapéutico (LITARRU; TIANO, 2010). Na area cosmética a
ubiquinona é bastante explorada devido ao seu potencial antioxidante, evitando a
formacdo de radicais livres e prevenindo o envelhecimento cutaneo (ZULLI et al.,
2006).

Uma das funcdes mais importantes que a ubiquinona desempenha é sua
participacdo na cadeia respiratéria e a consequente producdo de ATP, onde atua
como co-fator no transporte de elétrons. Localizada na membrana interna da
mitocéndria, a ubiquinona auxilia o transporte de elétrons de substratos primarios
para o sistema oxidase, enquanto transfere protons para o exterior da membrana,
criando, dessa forma, um gradiente eletrébnico que culmina na formacdo de ATP
(ERNSTER; DALLNER, 1995; CRANE, 2001).

Outra funcao predominante € sua atuacdo como antioxidante devido a forma
reduzida ubiquinol, que proporciona manutencdo da fluidez das membranas
biolégicas e previne a lipoperoxidacdo, além de atuar de forma importante na
regeneracado de outros antioxidantes, como vitamina C e E. Desta forma, possui
capacidade de prevenir doencas relacionadas a um aumento no estresse oxidativo
ao prevenir a formacgéo de radicais livres (CRANE, 2001; DHANASEKARAN; REN,
2005).

A versatilidade de aplicacbes deste co-fator promove potencialidade no
tratamento de diversas doencas, onde h& um desequilibrio nas funcdes
mitocondriais, tais como: doencas cardiovasculares, hipertensdo, doencas
neurodegenerativas como doenca de Parkinson e Alzheimer (LITARRU; TIANO,
2010), tratamento do cancer e diabetes mellitus (DHANASEKARAN; REN, 2005;
BELHAJ et al., 2012). Além disso, apresenta capacidade de atuacdo na prevencao
da oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade, prevencdo da formacdo de
radicais livres nas doencas de carater inflamatorio e prevencdo do dano oxidativo
causado pelas células endoteliais na isquemia (GEROMEL et al., 2002).

A ubiquinona distribui-se em diversos tecidos do organismo em diferentes
concentracdes, sendo que seus niveis tendem a diminuir conforme ha um aumento
na idade devido ao processo natural de envelhecimento (GEROMEL et al., 2002;
ONOUE et al., 2012). A dieta é capaz de fornecer ao organismo cerca de 3 a 5 mg

de ubiquinona ao dia, sendo que as principais fontes encontradas na alimentacao
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séo as carnes vermelhas, os peixes e as aves. Além disso, a molécula possui maior
absorcdo quando na presenca de uma alimentagcdo rica em lipideos. No entanto,
guando o organismo encontra-se em deficiéncia, a dieta ndo é capaz de promover
niveis substanciais de ubiquinona. Neste caso, € necessaria a ingestdo de
suplementacdo no equivalente a uma dose de 100 mg por dia (CRANE, 2001;
BELHAJ et al.,, 2012). Porém, sua biodisponibilidade oral sofre intensa variacao
devido a lipofilia da molécula, influenciada pelo seu alto peso molecular (863 Da)
(BHAGAVAN; CHOPRA, 2006; ZULLI et al., 2006; BELHAJ et al., 2012; ONOUE et
al., 2012).

Além da vulnerabilidade frente a oxidacdo e a temperatura, outra
caracteristica da ubiquinona que merece ser comentada é sua suscetibilidade frente
aluz (FIR et al., 2009; BULE; SINGHAL; KENNEDY, 2010; ONOUE et al., 2012). Um
potencial emprego de substancias fotoldbeis veiculadas em carreadores
submicrométricos diz respeito a capacidade desses sistemas de promover protecao
do farmaco evitando sua degradacdo quimica frente a exposicdo da radiacao
ultravioleta (FONTANA et al., 2010; DETONI et al., 2012). Por esta razao, alguns
estudos relatam o encapsulamento da ubiquinona em diferentes sistemas, com o0
objetivo de fotoproteger o farmaco.

A protecdo da ubiquinona frente a radiacdo UVA e a temperatura elevada, ja
foi avaliada por Kwon e colaboradores (2002), onde os pesquisadores observaram
qgue a incorporacdo do farmaco em nanocdpsulas de poli(metacrilato de metila),
preparadas pelo método da microfluidizacdo e evaporacdo do solvente, protegeram
o farmaco da exposicdo a radiacdo, obtendo um percentual remanescente de
ubiquinona de 68% a 78% durante 25 dias de exposicdo, a 45°C, enquanto que a
solucdo aquosa contendo o farmaco apresentou 48% e uma dispersdo oleosa em
torno de 35%.

O encapsulamento da ubiquinona em ciclodextrinas (3-CD e ¥-CD) pelo
método da co-precipitacdo foi avaliado por FIR e colaboradores (2009). A
fotoestabilidade dos complexos contendo ubiquinona foi analisada sob diferentes
temperaturas (25°C e 80°C). Apos 120 minutos de exposicédo a radiacdo UVC e a
temperatura de 80°C, as formula¢gdes contendo ciclodextrinas protegeram o farmaco
guase totalmente, enquanto que a ubiquinona na forma livre apresentou 27,7% de

teor remanescente. Adicionalmente, a temperatura de 25°C, o resultado mostrou-se
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semelhante, porém o teor do farmaco remanescente obtido para a ubiquinona na
forma livre foi de 72,3%.

Além disso, Bule e colaboradores (2010) promoveram a incorporacao da
ubiquinona em microcapsulas contendo 6leo de linhaca e goma arabica e avaliaram
a fotoestabilidade frente a radiagdo UVC (A = 254 nm) da formulacdo comparada
com o farmaco ndo encapsulado. Os resultados obtidos seguiram cinética de
primeira ordem (meia-vida de 693 minutos para a microcapsula e 111 minutos para o
farmaco livre) e reforcam uma maior protecdo conferida pelo encapsulamento em
relacéo a forma livre do farmaco.

Em outro estudo, ONOUE e colaboradores (2012) avaliaram a
fotoestabilidade da ubiquinona quando incorporada em diferentes formulacdes:
ubiquinona na forma cristalina, em sistema auto-emulsionado além de um sistema
nano-emulsionado, onde observaram constantes de degradacdo de 0,13 h?,
1,03 ht e 2,67 h!, respectivamente. Os autores verificaram uma menor constante de
fotodegradacao para a ubiquinona na forma cristalina. Este fato foi atribuido a forma
sélida da substancia, capaz de promover maior protecdo do farmaco em relacao as
formas liquidas.

Teeranachaideekul e colaboradores (2007) promoveram a incorporacdo da
ubiguinona em nanoemulsdes e carreadores lipidicos nanoestruturados pelo método
da homogeneizacdo a alta pressdo, onde os parametros avaliados como tamanho
de particula (de 180 nm a 240 nm), indice de polidispersdo (menor que 0,2),
potencial zeta (de -40 mV a -50 mV) e eficiéncia de encapsulamento (100%)
apresentaram valores adequados. Além disso, ndo foi observada diferenca
significativa no tamanho dos carreadores lipidicos nanoestruturados ao aumentar a
proporcao de 6leo na formulacdo, embora um aumento significativo no tamanho foi
observado ao incorporar o farmaco na nanoemulsdo (de 180 + 3 nm para 187 = 3
nm).

Hatanaka e colaboradores (2008) desenvolveram nanoemulsdes contendo
ubiquinona pelo método da homogeneizacdo a alta pressdo, através do qual
obtiveram tamanho de goticula de 60 nm e potencial zeta de -33 mV. Para efeito de
comparacao, promoveram a secagem da nanoemulsdo (1700 nm e -39 mV) e
inclusédo do farmaco em complexo de ciclodextrina (2400 nm e 0 mV). Além disso, 0s

autores observaram um aumento no tamanho de goticula (de 60 nm para 130 nm,
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de 1700 nm para 7000 nm e de 2400 nm para 7000 nm) com o aumento no tempo
de armazenamento (de 0 a 90 dias).

Além disso, alguns estudos relatam as caracteristicas fisico-quimicas da
incorporacdo de ubiquinona em nanoemulsdes preparadas por diferentes métodos.
Belhaj e colaboradores (2012) desenvolveram nanoemulses contendo lecitina de
salméo extraida do 6leo de salm&o onde ndo observaram diferencas significativas
entre as formulacbes com e sem a presenca de ubiquinona nos seguintes
parametros: tamanho de goticula (167 + 1,07 nm e 164 + 1,34 nm), potencial zeta
(-3,89 £ 0,13 mV e -4,06 £ 0,07 mV) e indice de polidisperséo (0,12 + 0,02 e 0,12 +
0,01).

Além disso, outros estudos abordam o encapsulamento da ubiquinona a partir
de poliésteres, como PCL e PLGA, preparados por diferentes métodos. Em um
destes estudos, Terroso e colaboradores (2009) desenvolveram nanocapsulas
contendo PCL e TCM, para incorporacdo da ubiquinona pelo método da deposicéo
interfacial de polimero pré-formado. Os parametros avaliados foram considerados
satisfatorios: tamanho de particula (218 =+ 7 nm a 246 £ 1 nm), indice de
polidisperséo (0,15 + 0,02 a 0,16 = 0,02), potencial zeta (-9,5 + 0,80 mV a -11,99 +
0,46 mV), teor (101,83 £ 2,23% a 105,23 + 1,32%) e pH (5,18 £ 0,2 a 5,34 + 0,04).
Além disso, ap6s um periodo de 20 dias de armazenamento, ndo houve mudanca
significativa no tamanho de particula.

Nehilla e colaboradores (2008) desenvolveram nanopartiulas de PLGA para
incorporacdo da ubiquinona pelo método da nanoprecipitacdo, sem adicdo de
tensoativos. Neste trabalho, os autores obtiveram um aumento na eficiéncia de
encapsulamento de 49% para 72%, equivalente ao aumento da adicdo do farmaco
(de 1 mg/mL para 10 mg/mL), além de observarem um aumento no teor (de 1%
para 19%), tamanho de particula (de 126 £+ 2,9 nm a 256 + 15 nm) e indice de
polidispersao (de 0,04 £ 0,01 a 0,17 £ 0,04).

Em outro estudo, Ankola e colaboradores (2010) prepararam nanoparticulas
de PLGA pelo método da emulsificacdo-difusdo-evaporacdo e promoveram a
incorporacdo da ubiquinona (30% p/p) ou 0O seu co-encapsulamento com
ciclosporina e variaram a concentracdo de tensoativo (brometo de
dodeciltrimetilaménio, de 0,1% a 1%). Foi observado que quanto menor a
concentracéo de tensoativo, maior o tamanho de particula (de 100 + 8 nm para 206

+ 9 nm) e maior a eficiéncia de encapsulamento (de 63 + 7% para 87 + 3%), para as
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formulagBes contendo ubiquinona, caracteristicas que se mantiveram semelhantes
durante o co-encapsulamento com ciclosporina (de 63 + 4% para 85 + 8%).

Wang e colaboradores (2010) desenvolveram nanoparticulas de PLGA
associadas ou ndo a um modificador de superficie, a quitosana trimetilada, para o
encapsulamento da ubiquinona pelo método da nanoprecipitacdo. Os autores
observaram que a incorporacdo do modificador de superficie foi capaz de aumentar
o tamanho de particula (de 99,6 + 6,3 nm para 146,7 + 5,1 nm) e modificar o
potencial zeta (de -18,3 £ 1,2 mV para 21,0 £ 2,9 mV). Além disso, a eficiéncia de
encapsulamento da nanocapsula contendo quitosana apresentou 8,8% e teor de
99,97%.

Outro estudo empregando ubiquinona e PLGA como envoltério das
nanoparticulas foi desenvolvido por Swarnakar e colaboradores (2011). O método de
preparacdo utilizado foi a emulsificagdo-difusao-evaporagdo, onde 0s autores
observaram que a adicdo de diferentes tensoativos pode influenciar nas
caracteristicas  fisico-quimicas da formulacdo. Ao utilizar brometo de
dodeciltrimetilaménio, obtiveram menor tamanho de particula (119,4 £ 2,3 nm),
indice de polidispersdao mais adequado (0,09 = 0,015), maior eficiéncia de
encapsulamento (93,31 + 3,97%), além de potencial zeta maior em médulo (25,82 +
2,13 mV).

Na literatura existem poucos estudos relacionados ao nanoencapsulamento
da ubiquinona por poli(metacrilatos), em um destes trabalhos, Kim e colaboradores
(2010) prepararam nanocapsulas contendo ubiquinona e polimeros desenvolvidos
com os mon6meros metacrilato de metila e metacrilato de butila pelo método do
deslocamento do solvente, obtendo tamanho de particula de 100 nm e potencial zeta
de -60 mV.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Matérias-primas

» Oleo de argan - Pharma Nostra, S&o Paulo;

» Oleo de linhaca - Campestre, S&o Paulo;

* Poli(e-caprolactona) - Sigma Aldrich, Sao Paulo (70.000 a 90.000 Da);
« Eudragit® RL100 - Degussa, Alemanha (150.000 Da);

« Monooleato de sorbitano (Span 80®) - Sigma Aldrich, Sdo Paulo;

« Polissorbato 80 (Tween 80®) - Delaware, Porto Alegre;

» Ubiquinona - Mapric, Sao Paulo.

4.1.2 Solventes

» Agua destilada - Purificador de dgua Quimis, S&o Paulo;

+ Agua ultrapura - Purificador de agua MegaPurity, modelo Mega-UP, Estados
Unidos;

* Acetona P. A. - Nuclear, Sdo Paulo; Quimex, Porto Alegre;

* Acetonitrila grau HPLC - Sigma-Aldrich, Sdo Paulo;

 Etanol anidro grau HPLC - Tedia, Rio de Janeiro;

» Metanol grau HPLC - Tedia, Rio de Janeiro.

4.1.3 Equipamentos e outros materiais

 Balanga analitica - modelo AY 220, Shimadzu, Japao;
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* Agitador magnético - modelo TE-085, Tecnal, Sdo Paulo;

 Evaporador rotatorio - modelo 804, Fisatom, S&o Paulo;

* Potenciémetro - modelo pH 21, HANNA, S&o Paulo;

« Zetasizer Nanoseries - modelo ZEN 3600, Malvern Instruments, Reino Unido;
 Microcentrifuga - modelo 1 -14, Sigma, Alemanha;

« Camara de fotoestabilidade - Lampada Philips UVC, 30 W, dimensdes: 1 x 0,25 x
0,25;

» Cromatoégrafo a liquido de alta eficiéncia - modelo LC-10 A, Shimadzu, Japao

- Bomba - LC 20AT

- Controlador - CBM 20A

- Valvula de injecdo - manual, Rheodyne

- Pré-coluna - C15 4 x 3,0 mm - Phenomenex

- Coluna - C1g 250 mm x 4,6 mm ; 5 um; 110 A - Nanoseparation

- Detector UV/VIS - SPD M20A

* Espectrofotdbmetro - modelo UV-1800, Shimadzu, Japao;

* Vortex - modelo AP-56, Phoenix Luferco, Brasil;

- Dispositivo de ultrafiltragéo/centrifugacdo — modelo Amicon Ultra®, 10,000 MV,
Millipore,Estados Unidos;

* Cubetas de poliestireno — caminho 6tico de 10 mm, faixa UV/VIS, Brand.

4.2 Métodos

4.2.1 Validacdo do método analitico para determinacdo da ubiquinona em sistemas

nanoestruturados

O meétodo de escolha para quantificagdo da ubiquinona nos sistemas
nanoestruturados foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), de acordo
com as seguintes condi¢cOes cromatograficas: fase mével etanol/metanol (90/10, v/v),
fluxo de 1 mL/min, volume de injecéo de 20 pL e comprimento de onda de 275 nm.

A validagéo foi determinada mediante andlise dos parametros preconizados
pela ANVISA, através da Resolugcédo n° 899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003),
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a qual estabelece a analise da especificidade, linearidade, precisédo intermediaria,
repetibilidade e exatidao.

A especificidade foi determinada através da comparacdo dos cromatogramas
das nanocapsulas de PCL e EUD na presenca e na auséncia do farmaco. A pureza
do pico foi verificada através do auxilio do detector de arranjo de diodos presente no
equipamento.

A fim de analisar a linearidade do método, foi preparada uma solucdo-estoque
de ubiguinona em etanol com auxilio de ultrassom, na concentracdo de 1 mg/mL, de
onde foram retiradas aliquotas que foram diluidas em acetonitrila, de modo a obter
uma curva analitica com solu¢des nas seguintes concentragdes: 5, 10, 15, 20 e 25
pug/mL. Foram realizadas 3 curvas analiticas.

A precisdo do método foi analisada em termos de repetibilidade e precisédo
intermediaria. Quanto a repetibilidade, foram realizadas 6 diluicbes de onde foram
retiradas aliqguotas da solucdo-estoque referente ao ponto médio da curva (15
png/mL) e diluidas em acetonitrila, filtradas e injetadas no cromatografo, sendo a
analise realizada em um unico dia. Por conseguinte, a precisdo intermediaria foi
determinada da mesma forma, em um dia consecutivo. O desvio padréo relativo
referente as andlises dos dois dias foi calculado para avaliar a precisao
intermediaria.

Para a determinacdo da exatidao, utilizou-se o método da recuperacéo, onde
foram adicionadas aliquotas crescentes da solucdo-estoque (7,5; 12,5 e 17,5 pg/mL)
as amostras de suspenséo de nanocapsulas contendo EUD e 6leo de linhaca (NC-
ELI-B) e suspensao de nanocépsulas contendo PCL e 6leo de argan (NC-PAR-B).

4.2.2 Ensaio de inchamento/dissolucao dos filmes poliméricos

Filmes de PCL, obtidos por prensagem hidraulica, e de EUD, obtidos por
dispersdo em acetona, foram imersos completamente em 2 mL de 6leo de argan e
de linhaga separadamente. Os filmes foram cuidadosamente retirados do contato
com o Oleo, secos com papel toalha e pesados em balancga analitica calibrada ap6s

1,3,5,7,11, 28 e 60 dias de imerséo. O ensaio foi realizado em triplicata.
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4.2.3 Perfil Espectrofotométrico da ubiquinona e dos 6leos de argan e de linhaca na

regido ultravioleta

Os espectros de absorcdo da ubiquinona e dos 6leos de argan e de linhaca
foram obtidos através da varredura das solugbes etandlicas contendo o farmaco a
uma concentracdo de 1 mg/mL e da varredura dos 6leos separadamente a uma
concentracdo de 1,5 mg/mL em espectrofotometro na faixa de 190-400 nm,

abrangendo os espectros de absorcao das radiacbes UVC, UVB e UVA.

4.2.4 Avaliacdo da solubilidade da ubiguinona nos 6leo de argan e de linhaca

O ensaio de solubilidade foi realizado com a concentracdo maior de 6leo de
argan ou de linhaca (3%). Em um eppendorff foram adicionados 300 pL de 6leo de
argan ou de linhaca e 0,010 g de ubiquinona. A dispersdo de ubiquinona foi
submetida a agitacdo (vortex) e em seguida submetida a ultracentrifugacao, de onde
20 pL do sobrenadante foram retirados e diluidos em etanol. A amostra foi injetada
em cromatégrafo para obtencéo da area absoluta correspondente a concentracéo do

farmaco.

4.2.5 Preparagédo dos sistemas nanoestruturados

Foram preparadas nanoemulsdes (NE) e suspensdes de nanocapsulas (NC)
com os polimeros PCL e EUD, contendo o 6leo de argan ou Oleo de linhaca. As
formulacdes foram nomeadas de acordo com o quadro 1.

As suspensdes de nanocapsulas foram preparadas através do método da
precipitacdo de polimero pré-formado (FESSI et al.,, 1989). A fase organica,
composta de solvente (acetona: 27 mL), tensoativo lipofilico (Span 80: 0,077 Q),
polimero (PCL ou EUD: 0,100 g), 6leo (argan ou linhaca: 0,15 g ou 0,3 g) e farmaco
(ubiquinona: 10 mg), foi mantida sob aquecimento a 40°C e agitacdo magnética
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moderada por uma hora. Sucessivamente, a fase aquosa, composta de agua
destilada (53 mL) e tensoativo lipofilico (Tween 80: 0,077 g) foi mantida sob agitacao
magneética pelo mesmo periodo de tempo. Em seguida, a fase organica foi vertida
lentamente na fase aquosa com auxilio de um funil e sob agitacdo magnética
moderada por 10 minutos. Posteriormente, o volume final de suspensdo de

nanoparticulas foi concentrado a 10 mL em evaporador rotatério a 40°C.

NE-AR-A Nanoemulsdo com 6leo de argan a 3%

NE-AR-B Nanoemulsdo com 6leo de argan a 1,5%

NE-ARQ-A Nanoemulsdo com 6leo de argan a 3% e ubiquinona
NE-ARQ-B Nanoemulsdo com 6leo de argan a 1,5% e ubiquinona
NC-PAR-A Nanocépsula com PCL e 6leo de argan a 3%

NC-PAR-B Nanocapsula com PCL e 6leo de argan a 1,5%
NC-PARQ-A | Nanocapsula com PCL,06leo de argan a 3% e ubiquinona
NC-PARQ-B | Nanocapsula com PCL,6leo de argan a 1,5% e ubiquinona
NC-EAR-A Nanocapsula com EUD e 6leo de argan a 3%

NC-EAR-B Nanocapsula com EUD e 6leo de argan a 1,5%
NC-EARQ-A | Nanocapsula com EUD, éleo de argan a 3% e ubiquinona
NC-EARQ-B | Nanocapsula com EUD, 6éleo de argan a 1,5% e ubiquinona
NE-LI-A Nanoemulsdo com 6leo de linhaca a 3%

NE-LI-B Nanoemulsdo com 6leo de linhaca a 1,5%

NE-LIQ-A Nanoemulsdo com 6leo de linhaca a 3% e ubiquinona
NE-LIQ-B Nanoemulsédo com éleo de linhaca a 1,5% e ubiquinona
NC-PLI-A Nanocapsula com PCL e 6leo de linhaca a 3%

NC-PLI-B Nanocapsula com PCL e 6leo de linhaca a 1,5%
NC-PLIQ-A Nanocapsula com PCL, 6leo de linhaca a 3% e ubiquinona
NC-PLIQ-B Nanocapsula com PCL, 6leo de linhaca a 1,5% e ubiquinona
NC-ELI-A Nanocéapsula com EUD e 6leo de linhaca a 3%

NC-ELI-B Nanocépsula com EUD e 6leo de linhaca a 1,5%
NC-ELIQ-A Nanocapsula com EUD, oleo de linhaca a 3% eubiquinona
NC-ELIQ-B Nanocapsula com EUD, oleo de linhaca a 1,5% e ubiquinona

Quadro 1 - Nomenclatura das formulagbes
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As nanoemulsdes contendo os diferentes 6leos foram preparadas através do
método da emulsificacdo espontanea (BOUCHEMAL et al., 2004), como descrito
para nhanocapsulas, excluindo-se o polimero da formulagéo.

Devido ao fato do farmaco ser fotolabil, todas as formulacdes foram
preparadas sob prote¢cdo da luz e armazenadas em frascos ambar. De modo a
promover comparacdo, foram desenvolvidas formulagdes sem ubiquinona. As

tabelas com a descricao detalhada das formulacfes encontram-se no Apéndice A.

4.2.6 Caracterizacao dos sistemas coloidais

4.2.6.1 Determinacéo do pH

O pH foi determinado diretamente nas amostras mediante a utilizacdo de
potencidmetro calibrado com solu¢des tampdo de pH 4,0 e 7,0. A conducdo do

ensaio foi em triplicata.

4.2.6.2 Determinacéo do diametro, indice de polidisperséo e potencial zeta

A avaliacdo do diametro e indice de polidispersdo das nanoestruturas foi
realizada por espectroscopia de correlagdo de fétons (25 °C), ap6s diluicdo
adequada de uma aliquota da suspensdo ou emulsdo em agua através do
equipamento Zetasizer Nanoseries. Por sua vez, os valores de potencial zeta foram
determinados por mobilidade eletroforética, apos diluicdo das amostras em NacCl (10
mM) no mesmo equipamento. As analises foram realizadas em triplicata para ambos

os procedimentos.
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4.2.6.3 Determinacéo do teor

O doseamento da ubiquinona a partir dos sistemas nanoestruturados foi
realizado em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa sob
as seguintes condicdes: coluna Cig, a temperatura ambiente, fase movel isocratica
etanol anidro/metanol (90:10 v/v), volume de injecdo de 20 pL, fluxo de 1 mL/min e
comprimento de onda de 275 nm. Para a determinagédo do teor, foram retiradas
aliquotas das formulacdes referentes ao ponto médio da curva analitica (15 pg/mL),
formando solucbes que foram solubilizadas em acetonitrila, filtradas e injetadas no

cromatografo.

4.2.6.4 Determinagao da eficiéncia de encapsulamento

A determinacdo da taxa de associacdo, ou seja, da concentracdo da
ubiquinona associada as nanocapsulas e nanoemulsdes foi realizada mediante o
método de ultrafiltracdo/centrifugacdo. Para tanto, 200 puL da formulagdo foram
inseridos em dispositivo (Amicon® Ultra 10000 MW) e apds, este foi levado a
microcentrifuga por 10 minutos a 2200 xg. O farmaco livre, apds separado das
nanoestruturas, encontrou-se retido no ultrafiltrado. De modo a determinar a
eficiéncia de encapsulamento (EE), calculou-se a diferenca entre as concentracdes
total e livre da ubiquinona presentes nas nanoestruturas e no ultrafiltrado, conforme

representado pela equacéao (1) abaixo:

_ Teor total - Teor livre %100
Teor total 1)

EE

4.2.6.5 Avaliacdo da fotoestabilidade da ubiquinona associada aos sistemas

nanoestruturados

A fotoestabilidade da ubiquinona associada aos sistemas nanoestruturados

em funcdo do tempo foi determinada através da adicdo de 700 pL de cada
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formulacdo em cubetas de poliestireno, as quais foram dispostas de forma
equidistante em uma camara espelhada e submetidas a uma fonte de radiacdo UVC.
Apos tempos pré-determinados (0,5; 1; 2; 3 e 4 horas), foram retiradas aliquotas da
amostra referentes ao ponto médio da curva analitica (15 pg/mL), diluidas em
acetonitrila, filtradas e quantificadas por CLAE, da mesma forma como procedido
para o teor. De modo semelhante, um controle contendo a solucdo etandlica de
ubiquinona foi desenvolvido com finalidade comparativa. A fim de verificar possiveis
alteracdes no teor da amostra provenientes de outras condi¢Ges diferentes da luz
ultravioleta, como por exemplo, presenca de calor, foram preparados controles
escuros de cada formulagéo, obtidos através do envolvimento da cubeta com papel
aluminio. A analise foi realizada em triplicata.

O perfil de degradacéo foi determinado através da cinética quimica, onde
foram plotados graficos C x t (ordem zero), In C x t (primeira ordem) e 1/C x t
(segunda ordem) para obtencdo da ordem de reacdo. A escolha do modelo mais
adequado foi realizada através da analise do coeficiente de correlacdo de Pearson
(r), para a situacdo onde a correlacdo linear entre tempo e concentracdo foi
considerada melhor. Para o célculo da ordem de reacédo e do tempo de reducédo do
farmaco para 90% (tgoe), foram utilizados os modelos de equacéo de ordem zero (2),
primeira ordem (3) e segunda ordem (4), dispostos a seguir, onde C, € a

concentracéo inicial, C é a concentracdo apds o tempo de reacdo t, e k é a cinética

de reacao.
C=C,-kt t 909 = (0.1 x Co)/k (2
InC = InC,- kt t 909 = 0.106/k (3)
1/C=1/Co+ kt t 909%= 1/ (9k X Cy,) (4)

4.2.6.6 Avaliacao da estabilidade das formula¢gdes apds um periodo de 60 dias

As formulacdes ap0Os preparadas foram armazenadas em frascos ambar e
estocadas a temperatura ambiente. Foram realizadas analises de teor, tamanho,
indice de polidisperséo, potencial zeta e pH no dia da preparacdo e apos 15, 30 e 60

dias de armazenamento.
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4.3 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos da caracterizacéo fisico-quimica e
estudo de fotoestabilidade foi realizada através da aplicacdo de analise de variancia
(ANOVA de uma via) seguido por teste de multiplas comparacdes (Teste de Tukey).
Além disso, foi aplicado teste t de Student, para comparacdes de média de 2 grupos.
A analise foi realizada a um nivel de significancia de 5%, através do software Sigma
Stat 3.0.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil espectrofotométrico da ubiquinona na regido ultravioleta

De modo a verificar a regido de maior absorcdo da radiacdo ultravioleta, foi
realizada a varredura da ubiquinona em solucéo etandlica em espectrofotémetro, de

acordo com a figura 4.
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Figura 4 — Espectro de absor¢cédo da ubiquinona na regido ultravioleta
Foi observada uma maior absorcdo da radiacdo na regidao que abrange a

radiacdo UVC, numa faixa de comprimento de onda de 250 a 300 nm.

5.2 Validacdo do método analitico para determinacdo da ubiquinona em

sistemas nanoestruturados

A fim de se realizar determinagcbes na amostra, torna-se necessario a

utilizacdo de métodos analiticos capazes de gerar informacdes adequadas sobre o
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composto a ser analisado. Os métodos de separacdo cromatogréaficos tem se
destacado pela capacidade em realizar andlises qualitativas e quantitativas em
diferentes amostras e, dentre a técnica mais utilizada para tal finalidade, encontra-se
a cromatografia liqguida de alta eficiéncia, devido a sua facilidade em efetuar a
separacdo, identificacdo e quantificacdo de substancias quimicas. De modo a
assegurar que o0s métodos analiticos conduzam a resultados confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, a metodologia deve ser validada (RIBANI et al.,
2004; SILVA; ALVES, 2006).

Para o desenvolvimento da metodologia foram otimizadas as condicdes
cromatograficas, onde se chegou a proporcdo de fase movel de etanol/metanol
(90:10), fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo de 20 puL e comprimento de onda de
275 nm. Na literatura, sdo encontrados métodos validados para a ubiquinona sob o
termo de ubidecarenona nas Farmacopéias Americana e Britanica. No entanto, para
os dois compéndios oficiais, o fluxo utilizado para a realizacdo da andlise é de 2
mL/min, valor considerado alto, além da extracdo da amostra necessitar de
aguecimento. Desta forma, foi desenvolvido e validado um novo método simples e
adequado para a determinacdo da ubiquinona em sistemas nanoestruturados, cujo
fluxo € menor em contraste ao descrito nas referidas Farmacopéias.

Dentre os parametros a serem cumpridos ao longo do processo de validacéo,
a especificidade refere-se a capacidade que o método possui de detectar a
substancia de interesse quando na presenca de outros compostos, que podem ser
produtos de degradacdo, impurezas ou componentes da matriz (BRASIL, 2003;
BRITO et al., 2003). A figura 5 apresenta os cromatogramas das nanocapsulas de
EUD e 6leo de linhaca (NC-ELI-B), nanocapsulas de PCL e 6leo de argan (NC-PAR-
B) e suas respectivas formula¢des contendo o farmaco: NC-ELIQ-B e NC-PARQ.

Apbs a visualizacdo dos cromatogramas foi possivel observar que nao houve
interferéncia dos componentes da matriz no pico de absor¢cdo do farmaco, pois as
formulagBes sem o farmaco ndo apresentaram picos de absor¢gdo no mesmo tempo
de retengdo da ubiquinona (21 minutos) em comparagdo com as respectivas
formulacbes contendo o farmaco, demonstrando que o método é especifico para a
determinacdo da ubiquinona. Além disso, com auxilio do detector de arranjo de
fotodiodos, foi possivel verificar que os picos apresentaram-se puros (indice de
pureza de 0.999).
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7

consideracdo € a linearidade do método, uma vez que deve existir uma relacao
linear dentro de um intervalo especifico entre a concentracdo do analito que se quer
verificar e a resposta detectada pelo equipamento, representada pela absorcao do
farmaco, area sob a curva ou altura do pico (ROZET et al., 2011). A relagéo
existente entre o sinal detectado e a concentragcdo do analito pode ser transformado
matematicamente em equacgédo da reta, chamado de curva analitica, que deve ter no
minimo 5 pontos, excluindo-se o ponto zero da curva para eliminacdo de possiveis
erros. (RIBANI et al., 2004; CASSIANO et al., 2009). Além disso, como critério de
aceitacdo pela ANVISA, deve-se obter um coeficiente de correlagdo igual ou
superior a 0,99 (BRASIL, 2003).

A figura 6 apresenta o grafico da area detectada em funcéo da concentragcao
do farmaco, obtido pela média de 3 curvas analiticas da ubiquinona em acetonitrila
na faixa de concentracdo de 5 a 25 pg/mL. Pode ser observado que o coeficiente de
correlacdo obtido de 0,9998 estd em conformidade com as normas legais de

validacdo propostas pela ANVISA, indicando que o método é linear.
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Figura 6 — Curva analitica média (n=3) da ubiquinona em acetonitrila
Os principais critérios que definem a qualidade dos métodos analiticos sao

capazes de determinar os erros da analise e sdo representados pela precisao e

exatiddo (CASSIANO et al., 2009). O parametro precisdo refere-se a proximidade
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das medidas realizadas a partir de uma série de repeticbes em uma mesma amostra
e geralmente é expressa em termos de desvio-padrdo ou porcentagem do
coeficiente de variacdo, também designado como desvio padrao relativo (DPR)
(BRITO et al., 2003).

A precisdo pode ser representada de diferentes formas: repetibilidade
(precisdo intra-dia), precisdo intermediaria (precisdo inter-dia) e reprodutibilidade
(precisé@o inter-laboratorial). A repetibilidade é considerada como o grau de
concordancia dos resultados obtidos através de medicfes sucessivas efetuadas sob
um mesmo procedimento, analista, instrumentacdo e realizados num intervalo curto
de tempo. Por sua vez, a precisdo intermediaria leva em consideracdo a andlise
realizada em uma mesma amostra, método e laboratério, mas utilizando condicdes
diferentes de variagcdo, como por exemplo: diferentes analistas, equipamentos e
tempos. E uma medida estimativa da variabilidade dos resultados em um mesmo
laboratorio (BRASIL, 2003; SILVA; ALVES, 2006). Os resultados da analise da
precisao estao dispostos na tabela 1.

Através da tabela 1 foi possivel observar que o DPR tanto para determinacgéo
da repetibilidade (2,32%), quanto para a precisdo intermediaria (1,80%), apresentou
valores aceitaveis, abaixo de 5%, de acordo com o critério de aceitacdo estipulado
pela ANVISA (BRASIL, 2003).

Tabela 1 — Analise da precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) no

doseamento de sistemas nanoestruturados contendo ubiquinona

Preciséo Concentracdo Concentracdo Recuperacao DPR*
tedrica experimental meédia (%)
(wg/mL) (wg/mL) (%)
Intra-dia (n=6) 15 15,13+ 0,34 100,92 2,32
Inter-dia (n=12) 15 15,18 + 0,22 101,07 1,80

* DPR = Desvio padrao relativo

A exatiddo do meétodo é a medida da concordancia entre os valores real e
determinado experimentalmente da substancia a ser analisada. Um dos testes mais

utilizados para a determinagdo deste parametro € o teste de recuperagdo, que
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consiste na fortificagcdo da amostra com solu¢cdes de concentragdo conhecida do
farmaco, abrangendo valores baixo, médio e alto da curva analitica. Reflete a
quantidade do farmaco recuperado no processo em relacdo a quantidade real
presente na amostra (BRITO et al., 2003; CASSIANO et al., 2009).

A tabela 2 apresenta os resultados da adicdo de solu¢des de concentracao
conhecida de ubiquinona as amostras de suspensdes de nanocépsulas contendo
PCL e EUD, sem o farmaco. As amostras apresentaram valores de recuperacao
meédia préximos de 100% nos 3 niveis de concentracado, indicando que os resultados
estdo em consonancia com os critérios de aceitacdo regulamentados pela ANVISA
(80% a 120%) (BRASIL, 2003).

Tabela 2 — Analise da exatiddo para quantificacdo de sistemas nanoestruturados

contendo ubiquinona

Formulacéao Niveis de Concentracdo Concentracdo Recuperacao
concentracéao adicionada recuperada média
(Hg/mL) (Hg/mL) (%)
Baixa 7,5 7,44 99,31
NC-ELI-B Média 12,5 12,54 100,36
Alta 17,5 17,55 100,33
Baixa 7,5 7,34 97,90
NC-PAR-B Média 12,5 12,61 100,95
Alta 17,5 17,18 98,21

5.3 Sistemas nanoestruturados a base de 6leo de argan

5.3.1 Ensaio de inchamento/dissolucéo dos filmes poliméricos em 6leo de argan

No desenvolvimento de nanocapsulas, uma questdo muito importante a ser
respondida é se 0 6leo pode provocar alteragdes no polimero, como inchamento e
dissolucéo. De acordo com a literatura (COUVREUR et al., 1995), para a formacao
da estrutura vesicular € de fundamental importancia que o polimero empregado para

a formacdo da parede das nanocapsulas seja insoluvel tanto na agua, quanto no
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0leo que constitui 0 nucleo da vesicula. Neste sentido, foram preparados filmes de
PCL e EUD em triplicata e estes foram imersos no 6leo de argan separadamente
para verificar se este 6leo € capaz de provocar alguma mudanca de massa nos
filmes poliméricos. Os resultados do peso dos filmes poliméricos podem ser

visualizados na figura 7.
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Figura 7 - Peso dos filmes poliméricos de EUD e PCL ao longo de 60 dias de

imersdo em 6leo de argan

O filme de EUD no inicio do experimento pesava 31,5 + 5,9 mg. Apés 60 dias
de imersdo no 6leo, sua massa permaneceu praticamente inalterada. A mesma
constatacdo pode ser atribuida ao filme de PCL. Desta forma, o 6leo de argan ndo
foi capaz de promover alteracdo de peso nos filmes dos polimeros, pois nao
interagiu com estes, mostrando-se um 6leo adequado para a preparacdo de

nanocapsulas contendo PCL ou EUD.
5.3.2 Perfil espectrofotométrico do Oleo de argan na regido ultravioleta
De modo a avaliar se o0 0leo de argan é capaz de absorver radiacdo na regiao

do ultravioleta, uma amostra deste em solucdo etanolica foi submetida a varredura

em espectrofotdmetro, a qual pode ser visualizada na figura 8.
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Figura 8 — Espectro de absorcédo do 6leo de argan na regido ultravioleta

Foi possivel observar que o 6leo de argan apresentou absorcdo na regido
correspondente a radiacdo UVC, que abrange a faixa de comprimento de onda de
190 a 290 nm, ndo sendo observada absorcdo nas faixas de comprimento de onda
correspondentes a radiacao UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm).

5.3.3 Avaliacdo da solubilidade da ubiquinona em 6éleo de argan

O valor determinado experimentalmente para a solubilidade da ubiquinona em
Oleo de argan foi de 20,9 + 6,7 mg/mL. Desta forma, o farmaco € considerado muito
solavel no 6leo testado, visto que 10 partes de ubiquinona foram sollveis em menos
de 1 parte de 6leo de argan. Sendo assim, este 6leo foi considerado uma matéria-
prima adequada para formulacdo de nanocapsulas e nanoemulsées contendo

ubiquinona.

5.3.4 Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados a base de 6éleo

de argan

Apés a preparacdo, a analise macroscopica das nanocapsulas e
nanoemulsdes revelou uma caracteristica comum relacionada ao movimento

browniano dos sistemas coloidais, que se deve ao efeito Tyndall, assim como
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observado no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas (SCHAFFAZICK et al.,
2006; OURIQUE et al., 2011; TERROSO et al., 2009) e nanoemulsfes (ZULLI et al.,
2006; ALMEIDA et al., 2010; BELHAJ et al., 2012). As formula¢cdes sem o farmaco
apresentaram um aspecto leitoso e opalescente com reflexo azulado, enquanto que
as formulacfes contendo ubiquinona apresentaram a mesma caracteristica, porém,
com uma tonalidade amarelada devido a presenca do farmaco, efeito que se deve a
absorcéo de luz pela molécula, como ja relatado por ZULLI e colaboradores (2006).
Além disso, nao foi observado nenhum sinal de precipitacdo nas formulacdes.

ApGs a preparacao, os sistemas foram caracterizados e comparados quanto a
influéncia da natureza do nucleo oleoso e da sua quantidade na formulacdo, quanto
ao tipo de polimero utilizado na constituicdo da parede polimérica, quanto a
presenca do farmaco, além da comparacao entre nanoemulsédo e nanocapsula.

As tabelas a sequir (3, 4, 5, 6, 7 e 8) apresentam os dados de caracterizacéo
fisico-quimica das nanoemulsdes e nanocapsulas e as figuras (9, 10, 11, 14, 15 e
16) apresentam os graficos da distribuicio de tamanho dos sistemas

nanoestruturados.

Tabela 3 — Caracterizacao fisico-quimica das nanoemulses contendo 6leo de argan

Formulacdo Tamanho indice de Potencial zeta pH Teor
(nm) polidisperséo (mV) (mg/mL)

NE-AR-A 350 + 87 0,36 + 0,04 -7,05+ 4,77 6,35+ 0,16 -

NE-AR-B 197 +8 0,15 + 0,04 -12,77 + 1,36 6,30 + 0,24 -

NE-ARQ-A 275+ 27 0,29 £ 0,05 -12,76 £ 0,67 6,48 £ 0,20 1,01+0,01
NE-ARQ-B 250 £ 43 0,21+ 0,03 -12,78 £ 1,18 6,33+0,34 1,00+ 0,01

A formacéao das goticulas em uma nanoemulsédo é um processo que depende
da composicdo da formulacdo, sendo que os parametros que podem afetar esse
processo estdo relacionados com a natureza do nucleo oleoso, com o tipo de
tensoativo utilizado, além da concentracdo empregada (BELHAJ et al., 2012). Com
relacdo ao diametro médio das goticulas, as nanoemulsdes de O6leo de argan
apresentaram valores submicrométricos, de 197 £ 8 nm a 350 + 87 nm. Além disso,
nao houve diferenga significativa de tamanho entre as formulagbes (ANOVA, 1 via,
p>0,05). As modificacbes como diminuicdo da concentracdo do 6leo e incorporagao

do farmaco ndo causaram alterac6es no tamanho das goticulas. Em contrapartida,
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alguns estudos apresentam alterag6es no tamanho de goticula com a incorporacéo
de ubiquinona em nanoemulsdo (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007) e aumento
do didametro médio com o aumento da concentracdo de 6leo em nanoemulsdes sem
o farmaco (LOCOCO et al., 2012).

Os gréaficos da distribuicdo de tamanho podem ser observados na figura 9,
onde € possivel constatar que as formulacdes contendo metade da concentracéo de
O0leo (NE-AR-B e NE-ARQ-B) apresentaram uma populacdo de goticulas com
estreita distribuicdo de tamanho, de forma unimodal, caracteristica de um sistema
homogéneo. No entanto, as formulagées com o dobro da concentragédo de 6leo (NE-
AR-A e NE-ARQ-A) apresentaram um pico com uma populacdo homogénea, além
de uma pequena populacéo de particulas na faixa micrométrica que pode ser devido
ao aumento na concentracdo de 6leo na formulacdo. Este fato ja foi constatado por
Hanno e colaboradores (2012), onde os autores relacionaram a formacao de uma
populacdo de microparticulas quando a quantidade de 6leo foi aumentada na
formulacao.

Apesar da diminuicdo da quantidade de 6leo na formulacdo ndo ser capaz de
alterar o diametro das goticulas, esta modificacdo influenciou no indice de
polidispersao das formula¢des que ndo continham o farmaco (NE-AR-A e NE-AR-B).
Houve uma reducdo significativa (ANOVA 1via, p<0,05) neste parametro da
nanoemulsdo quando a concentracao de 6leo foi diminuida na formulacédo (de 0,36 +
0,04 para 0,15 £ 0,04), embora esta constatacdo ndo tenha ocorrido para as
formulacbes contendo o farmaco (NE-ARQ-A e NE-ARQ-B). O indice de
polidispersdo considerado adequado deve ter um valor proximo de 0,2, indicando
gue o sistema apresenta-se monodisperso, assim como relatado em outros estudos
(JUNYAPRASERT et al., 2009; ALMEIDA et al., 2010; BELHAJ et al, 2012). Neste
caso, as formulacdes contendo metade da proporcdo de 6leo (NE-AR-B e NE-ARQ-
B) apresentaram valores mais adequados do que as formula¢gdes contendo o dobro
da concentracdo de 6leo (NE-AR-A e NE-ARQ-A).

O potencial zeta diz respeito ao potencial elétrico, localizado na superficie das
goticulas, no caso das nanoemulsdes e na superficie das particulas, no caso das
nanocapsulas, o qual sofre influéncia dos componentes da formulacédo, tais como
tensoativos e polimeros (COUVREUR et al., 2002; LOBATO et al., 2013). As
alteracOes ocorridas na interface entre os meios disperso e dispersante conduzem a

modificacbes no potencial zeta que podem ocorrer devido a dissociacdo de
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grupamentos funcionais na superficie da particula ou devido a adsor¢cédo de espécies
ibnicas localizadas no meio dispersante (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Figura 9 - Gréficos do diametro médio das nanoemulsdes de 6leo de argan: NE-AR-
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Com relagéo so potencial zeta, as nanoemulsdes apresentaram valores de
-7,55 £ 4,77 mV a -12,78 = 1,18 mV. Estes resultados podem ser considerados
satisfatorios, uma vez que o valor em médulo para este parametro deve ser diferente
de zero, de forma que a carga superficial adquirida pelas goticulas/particulas
promova forcas repulsivas que previna a agregagao das mesmas, conduzindo a
sistemas mais estaveis (SCHAFFAZICK et al., 2013; SANTOS, 2012). De fato, o
valor do potencial zeta obtido para as nanoemulsées contendo Oleo de argan foi
superior ao encontrado no trabalho de Belhaj e colaboradores (2012) que
desenvolveram nanoemulsdes de ubiquinona contendo lecitina de salméo
apresentando valores de potencial zeta de -3,89 + 0,13 mV e -4,06 = 0,07 mV. Além
disso, nenhuma diferenca significativa no potencial zeta das formulacdes foi
observada ao alterar a concentracdo de 6leo ou inserir o farmaco na formulagéo
(ANOVA, 1 via, p>0,05). A semelhanca do valor do potencial zeta em méddulo pode
estar relacionada a presenca de polissorbato 80 na interface das goticulas,
necesséria para a estabilizacao fisica dos coléides (FONTANA et al., 2009).

A avaliacdo do pH permitiu constatar valores levemente acidos, de 6,30 +
0,24 a 6,48 £ 0,20, ndo havendo diferenca significativa entre os resultados (ANOVA,
1 via, p>0,05). Além disso, o doseamento do farmaco nas nanoemulses contendo
3% e 1,5% de 6leo (NE-ARQ-A E NE-ARQ-B) foi adequado, apresentando valores
préximos ao valor tedrico de 1 mg/mL.

Quanto a eficiéncia de encapsulamento, este teste foi realizado para as
formulagcbes com menor concentracdo de 6leo (1,5%). O valor obtido para
NE-ARQ-B foi de 99,99%, resultado adequado para um farmaco de elevada lipofilia.
Levando em consideracéo a alta eficiéncia de encapsulamento e a alta solubilidade
da ubiquinona no O6leo de argan, é muito provavel que a ubiquinona esteja
internalizada no nucleo oleoso da nanoestrutura. Além disso, uma das vantagens da
incorporacao de substancias lipofilicas em sistemas nanoestruturados pelo método
da nanoprecipitagdo, diz respeito a elevada taxa de associacdo do farmaco as
nanoestruturas (FONTANA et al., 2009; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010). A eficiéncia de encapsulamento encontrada para nanocapsulas contendo
ubiquinona preparadas por Teeranachaideekul e colaboradores (2007) apresentou
valor semelhante ao obtido neste trabalho.

Com relagdo as nanocapsulas de PCL e oOleo de argan, os resultados

encontram-se na tabela 4.
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Tabela 4 - Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas contendo PCL e éleo de

argan
Formulacéao Tamanho indice de Potencial zeta pH Teor
(nm) polidisperséo (mV) (mg/mL)
NC-PAR-A 365+ 31 0,32 + 0,06 -16,54 + 0,06 6,22 + 0,21
NC-PAR-B 253+ 14 0,17 £ 0,02 -21,16 + 0,02 6,38 £ 0,24
NC-PARQ-A 340 £ 56 0,30 £ 0,07 -16,88 + 0,05 6,41 £ 0,15 0,98 +£ 0,01
NC-PARQ-B 215+ 18 0,15+ 0,02 -13,36 £ 1,91 6,39 £ 0,56 0,99 £+ 0,02

Quanto ao tamanho de particula, foram obtidos valores de diametro médio de
215 nm a 365 nm. Este resultado é compativel com o método de preparacao
empregado (deposicdo interfacial de polimero pré-formado), através do qual
geralmente sdo obtidos tamanhos na faixa de 100 nm a 500 nm (COUVREUR et al.,
2002; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010), assim como observado em
outros trabalhos (SCHAFFAZICK et al., 2006; ALMEIDA et al., 2010; SANTOS et al.,
2013). Ao compararmos as hanocapsulas de PCL e 6leo de argan, foi constatado
gue a diminuicdo da concentracdo de Oleo na formulacdo foi capaz de causar
reducdo significativa no tamanho de particula (ANOVA, 1 via, p<0,05). As
nanocapsulas sem o farmaco (NC-PAR-A e NC-PAR-B) apresentaram tamanho de
particula de 365 + 31 nm e 253 + 14 nm, respectivamente. A mesma constatacao
pode ser observada para as formulacdes contendo o farmaco (NC-PARQ-A e NC-
PARQ-B), onde pode ser visualizada uma reducéo de 340 £ 56 nm para 215 + 18 nm
(ANOVA, 1 via, p<0,05). Além disso, a incorporagdo do farmaco na formulagdo néo
alterou significativamente o tamanho de particula (ANOVA, 1 via p>0,05). Com
relacdo ao grafico da distribuicio de tamanho (Figura 10), as formulacbes
apresentaram uma distribuicdo homogénea com excecao das formulacdes NC-PAR-
B e NC-PARQ-A que apresentaram populacdes de particulas na faixa micrométric,
gue pode ser oriunda da contaminacao da amostra.

De acordo com a literatura, além do método de preparacdo utilizado, a
composicdo quali-quantitativa da formulacéo pode exercer influéncia na distribui¢cdo
de tamanho de particula e no indice de polidispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).
Os fatores determinantes que influenciam o tamanho de paticula pelo método da
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nanoprecipitacdo estdo relacionados com a natureza e concentragdo do polimero,
tensoativo e polaridade do solvente (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).
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Figura 10 - Graficos da distribuicdo de didametro das nanocépsulas de PCL e 6leo de

argan: NC-PAR-A (a), NC-PAR-B (b), NC-PARQ-A (c) e NC-PARQ-B (d)
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No que se refere ao indice de polidispersdo das formulagbes, estas
apresentaram valores de 0,15 + 0,02 a 0,32 + 0,06, ocorrendo diferenca significativa
entre os resultados (ANOVA, 1 via, p<0,05). Houve uma reducéo significativa neste
parametro ao diminuir a concentracdo de 6leo na formulacdo para as nanocapsulas
com e sem o farmaco (Teste t, p<0,05). Da mesma forma como ocorreu para as
nanoemulsdes contendo Oleo de argan, as nanocépsulas de PCL e 6leo de argan
contendo menor proporcdo de Oleo (NC-PAR-B e NC-PARQ-B) apresentaram
resultados mais apropriados (0,17 = 0,02 e 0,15 + 0,02) do que as respectivas
formulagbes com o dobro da concentracdo de 6Oleo (NC-PAR-A e NC-PARQ-A),
apresentando valores de 0,32 = 0,06 e 0,30 + 0,07.

Apesar das formulacdes exibirem valores de potencial zeta de -13,36 = 0,01
mV a -21,16 £ 0,02 mV, valores superiores aos obtidos para nanocapsulas de PCL
contendo ubiquinona desenvolvidas por Terroso e colaboradores (2009), estes
resultados néo diferiram significativamente entre si (ANOVA, 1 via, p>0,05). Porém,
ao compararmos o efeito da incorporacédo do farmaco na formulagéo, foi constatada
uma diminuicdo no valor em modulo do potencial zeta ao inserir a ubiguinona na
nanocapsula contendo menor quantidade de 6leo (NC-PAR-B: -16,54 + 0,06 mV e
NC-PARQ-B: -13,36 £ 1,91 mV) (Teste t, p<0,05). Os valores negativos para o
potencial zeta estdo de acordo com resultados obtidos em outros estudos que
relacionam a natureza quimica do polimero, um poliéster contendo grupamentos
acidos carboxilicos terminais, quando associado a um tensoativo ndo iénico na
interface da particula, como o polissorbato 80 (TERROSO et al.,, 2009; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Geralmente, quando nanocapsulas sdo preparadas pelo método da
nanoprecipitacdo, os valores de pH situam-se na faixa de 3,0 a 7,5 (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Neste trabalho, as nanocépsulas de PCL e
Oleo de argan apresentaram valores de pH de 6,22 + 0,21 a 6,41 + 0,15, nédo
apresentando diferenca significativa entre si (ANOVA, 1 via, p>0,05). Na literatura
foram encontrados valores mais acidos (5,18 + 0,2 a 5,34 + 0,04) para as
nanocapsulas contendo ubiquinona preparadas com TCM e PCL, desenvolvidas por
Terroso e colaboradores (2009).

Com relacéo ao teor de farmaco, as formulacdes NC-PARQ-A e NC-PARQ-B
apresentaram valores proximos ao valor tedrico (1 mg/mL). Quanto a eficiéncia de

encapsulamento, esta foi superior a 99% para NC-PARQ-B. Neste caso, os
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resultados obtidos foram mais adequados que os valores encontrados para as
nanocapsulas de ubiquinona contendo PLGA sem adicdo de tensoativos,
desenvolvidas por Nehilla e colaboradores (2008), as quais apresentaram 19% de
teor e 72% de eficiéncia de encapsulamento. Além disso, outros estudos
apresentaram eficiéncia de encapsulamento inferior a 100%. Em um destes
trabalhos, Ankola e colaboradores (2010) obtiveram eficiéncia de encapsulamento
de 63 £ 7% e 87 + 3%, de acordo com a reducdo na concentracdo de tensoativo,
para nanocapsulas de ubiquinona preparadas com PLGA pelo método da
emulsificacao-difusdo-evaporagao.

Além da preparacdo de nanocipsulas a partir de um poliéster, foram
desenvolvidas nanocapsulas contendo um derivado do acido metacrilico, o EUD, um
polimero catibnico. A tabela 5 mostra as caracteristicas fisico-quimicas das

formulacdes preparadas.

Tabela 5 - Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas de EUD e 6leo de argan

Formulacdo Tamanho indice de Potencial pH Teor
(nm) polidispersao zeta (mV) (mg/mL)

NC-EAR-A 248 £ 24 0,28 £ 0,04 16,24+1,15 5,08+ 0,30 -
NC-EAR-B 22050 0,20 £ 0,04 17,63+1,36 5,29+0,52 -
NC-EARQ-A 222 +16 0,22 + 0,02 16,96 +0,76 5,77+0,42 1,00+ 0,02
NC-EARQ-B 208 +5 0,21+ 0,04 19,72+234 524+0,06 0,99+0,01

Foi interessante constatar que para o grupo das nanocapsulas de EUD e éleo
de argan, ndo foi observada nenhuma diferenga significativa nos 4 parametros
avaliados (ANOVA, 1 via, p>0,05). As formulacfes apresentaram diametro médio de
particula de 208 £+ 5 nm a 248 + 24 nm (os graficos da distribuicdo de tamanho
destas formulacdes encontram-se na figura 11), enquanto apresentaram indices de
polidispersao variando de 0,20 + 0,04 a 0,28 £ 0,04.

Com relacdo ao potencial zeta, os valores positivos geralmente sao obtidos
guando polimetacrilatos sdo associados a tensoativos nao-ibnicos e estao

relacionados a presenca do grupo amoénio quaternario do polimero (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Além disso, o pH das nanocapsulas de EUD
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variou de 5,08 + 0,3 a 5,77 + 0,42, apresentando valores mais acidos em relacao as
formulagbes de nanoemulsdes e nanocapsulas de PCL.
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Figura 11 - Gréficos da distribuicdo de diametro das nanocépsulas de EUD e 6leo de
argan: NC-EAR-A (a), NC-EAR-B (b), NC-EARQ-A (c) e NC-EARQ-B (d)
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Os teores obtidos para as nanocapsulas contendo 3 e 1,5% de 6leo podem
ser considerados adequados (1,00 + 0,02 e 0,99 + 0,01 mg/mL, respectivamente),
enquanto que a formulacdo NC-EARQ-B apresentou 100% de eficiéncia de
encapsulamento.

No trabalho de Nassar e colaboradores (2009), foram desenvolvidas
nanocapsulas de Oleo de argan para incorporacdo do farmaco tacrolimus, e
diferentes proporcbes de Eudragit L e Eudragit RS. A avaliacdo fisico-quimica
mostrou maiores tamanhos de particula (350 nm a 400 nm) e eficiéncias de

encapsulamento inferiores as obtidas no presente trabalho (85% a 88%).

5.3.5 Avaliacdo comparativa entre nanoemulsfées e nhanocapsulas contendo 6leo de

argan

Os trés tipos de formulacBes de 6leo de argan preparadas, nanoemulsdes e
nanocapsulas de PCL e de EUD foram comparadas de modo a avaliar a influéncia
da presenca e composicdo da parede polimérica nas caracteristicas fisico-quimicas
das formulagoes.

Com relacdo ao tamanho e indice de polidispersdo, as formulacbes nao
apresentaram diferencas significativas entre si (ANOVA, 1 via, p>0,05). Mesmo ao
adicionar um polimero na formulagéo, este nao foi capaz de alterar o tamanho nem
mesmo o indice de polidispersdo das nanoestruturas. Resultados semelhantes
foram encontrados na literatura para nanoemulsées e nanocapsulas preparadas com
rutina (ALMEIDA et al., 2010); com palmitato de retinol (TEIXEIRA et al., 2012) e
com melatonina (SCHAFFAZICK et al., 2003), em contraste aos resultados obtidos
para nanoemulsdes e nanocapsulas contendo o filtro solar Parsol®, desenvolvidas
por Hanno e colaboradores (2012), onde os autores atribuiram a diferenca de
tamanho aos diferentes métodos de preparacdo como emulsificagdo espontanea
para a nanoemulsao e policondensacao interfacial para a nanocapsula.

Outro estudo comparativo relacionando nanoemulsbes e nanocapsulas
preparadas com 0Oleo de améndoas doce e 6leo de semente de uva ressaltou a

influéncia do tipo de estrutura vesicular no indice de polidispersdo das formulacdes,
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sendo que as nanocapsulas apresentaram valores maiores para estes parametros
(ALMEIDA et al., 2009).

Entretanto, diferentemente do que foi constatado por Flores e colaboradores
(2011) onde o potencial zeta e pH das nanoemulsGes e nanocapsulas preparadas
com Oleo essencial de melaleuca ndo sofreram alteracdo, estes parametros foram
significativamente diferentes para as nanoemulsées e nanocapsulas de Oleo de
argan desenvolvidas neste trabalho (ANOVA, 1 via, p<0,05). O pH das nanocapsulas
de EUD (NC-EARQ-B: 5,24 + 0,06) foi significativamente menor do que o valor
encontrado tanto para a nanoemulsdo (NE-ARQ-B: 6,33 + 0,34) quanto para a
nanocapsula de PCL (NC-PARQ-B: 6,39 + 0,56). Além disso, o valor do potencial
zeta em moédulo também foi influenciado pela presenca do polimero, ao constatar-se
gue a nanocapsula de EUD apresentou maior valor (NC-EARQ-B: 19,72 + 2,34 mV)
em relacdo a nanoemulsdo (NE-ARQ-B, 12,78 + 1,18 mV) e a nanocapsula de PCL
(NC-PARQ-B, 13,36 = 1,91 mV). Neste caso, foi evidente que a natureza do
polimero, um derivado do acido metacrilico, promoveu maior estabilizacdo ao

sistema, conduzindo ao aumento das forcas repulsivas entre as particulas.

5.4 Sistemas nanoestruturados a base de 6leo de linhaca

5.4.1 Ensaio de inchamento/dissolucdo dos filmes poliméricos em 6éleo de linhaca

Através da figura 12 foi possivel verificar que nenhuma alteracdo significativa
(Teste t, p>0,05) ocorreu no peso dos filmes poliméricos de EUD e PCL ao longo de
60 dias de imersao em 6leo de linhaca, indicando que este Oleo é adequado para o

desenvolvimento das nanocapsulas.
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Figura 12 — Peso dos filmes poliméricos de EUD e PCL ao longo de 60 dias de

imersdo em o6leo de linhaca

5.4.2 Perfil Espectrofotométrico do 6leo de linhaca na regido ultravioleta

O espectro de absorcédo do 6leo de linhaca em solucéao etandlica na faixa de

comprimento de onda de 190 a 400 nm pode ser visualizado na figura 13.
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Figura 13 — Espectro de absorcao do oleo de linhaca na regido ultravioleta
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Ao analisar a figura 13, foi observado uma maior absorcdo da radiacdo na
faixa de comprimento de onda de 190 a 290 nm, que corresponde a regido UVC, de
forma semelhante ao que foi detectado para a varredura do Oleo de argan. Além
disso, Zhang e colaboradores (2011) observaram um perfil semelhante ao

realizarem a varredura do 6leo de linhaca em hexano.

5.4.3 Avaliacéo da solubilidade da ubiquinona em 6leo de linhaca

A solubilidade da ubiquinona no 6leo de linhaca foi de 26,85 + 7,0 mg/mL,
valor semelhante ao encontrado para a solubilidade no éleo de argan (20,9 + 6,7
mg/mL), o que implica dizer que ambos os 6leos sdo adequados para a preparacao

de nanocapsulas e nanoemulsdes contendo ubiquinona.

5.4.4 Caracterizagdo fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados a base de 6leo
de linhaca

Assim como ocorreu para as nanoestruturas de 6leo de argan, as formulacdes
contendo 6leo de linhaca foram preparadas com duas quantidades desta matéria-
prima. Na tabela 6 podem ser visualizadas as caracteristicas destas formulacdes.

Tabela 6 - Caracterizacdo fisico-quimica das nanoemulsdes contendo oleo de

linhaca
Formulacdo Tamanho indice de Potencial pH Teor
(nm) polidisperséo zeta (mV) (mg/mL)
NE-LI-A 263 + 28 0,28+0,06 -1868+3,19 6,73+0,15 -
NE-LI-B 191+6 0,12+0,03 -1507+3,76 6,41+0,26 -

NE-LIQ-A 305+ 40 0,33+ 0,06 -9,98 +1,25 6,23+£0,11 1,01+0,01
NE-LIQ-B 211+ 14 0,17+0,04 -16,45+6,02 6,59+0,06 1,00+0,02
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Quanto aos resultados obtidos em relacdo ao tamanho, diferentemente do
que ocorreu para as nanoemulsGes contendo Oleo de argan, as nanoemulsdes
contendo Oleo de linhaca apresentaram uma variacdo de diametro entre 191 £ 6 nm
a 305 £ 40 nm, sendo que as formulacdes contendo 1,5% de 6leo apresentaram
valores menores. Houve uma diminuic¢ao significativa no tamanho das goticulas com
a diminuicdo da concentracdo de Oleo tanto para as formula¢cdes contendo o
farmaco, como para aquelas sem ubiquinona (Teste t, p<0,05). Além disso, a adigéo
de ubiguinona ndo causou alteragéo significativa no tamanho de goticula (ANOVA, 1
via, p>0,05). Este fato pode ser corroborado por outro estudo desenvolvido por
Ganta e Amiji (2009), onde néo foi detectada alteragdo no didmetro de goticula das
nanoemulsdes contendo 6leo de linhaca quando foram adicionados paclitaxel ou
curcumina a formulacao.

Os graficos da distribuicdo de didmetro de goticula encontram-se dispostos na
figura 14, onde pode ser verificada uma distribuicdo homogénea das goticulas com a
presenca de uma populacéo na faixa micrométrica. Este fato pode estar relacionado
a contaminacdo da amostra. Além disso, a formulacdo NE-LI-A, apresentou mais de
uma populacdo de goticulas, fato que pode ser devido a maior proporcao de 6leo na
formulacao.

No que diz respeito ao indice de polidispersdo, novamente foi observado
valores mais adequados, menores do que 0,2 para as formulacdes com metade da
concentracdo de 6leo, da mesma forma como ocorreu para as nanoemulsdes e
nanocapsulas de 6leo de argan. Foi constatada uma reducéo significativa no indice
de polidispersao devido a diminuicdo da concentracdo de 6leo para as formulacdes
com e sem o farmaco (ANOVA, 1 via, p<0,05). Além disso, a adicdo do farmaco néo
causou alteracdo significativa no indice de polidispersdo das nanoemulsdes
(ANOVA, 1 via, p>0,05).

Com relacdo ao potencial zeta, os resultados ndo apresentaram diferencas
significativas (ANOVA, 1 via, p>0,05). Porém, ao analisar a influéncia da presenca
do farmaco na formulacdo, foi observada uma diminuicdo neste parametro em
modulo, devido a incorporacdo da ubiguinona na nanoemulsdo contendo maior
proporcao de Oleo (NE-LI-A: -18,68 = 3,19 mV e NE-LIQ-A: -9,98 £ 1,25 mV) (Teste
t, p<0,05).
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Quanto ao pH das nanoemulsdes contendo 6leo de linhaga, os resultados nédo
diferiram significativamente entre si (ANOVA, 1 via, p>0,05). A incorporacdo do
farmaco na formulacédo nao foi capaz de modificar o potencial zeta da formulacéo,
assim como observado na nanoemulsdo contendo Oleo de linhaca e saquinavir
preparada pelo método da ultrasonicag¢do. Os autores atribuiram o fato a hidrofobia
da molécula do farmaco, onde este estaria distribuido na fase oleosa, ndo havendo
migracgdo para a interface 6leo/agua (VYAS et al., 2008).

No que diz respeito a determinacdo do teor, as nanoemulsdes de o6leo de
linhaga apresentaram valores proximos ao teodrico, além de elevada eficiéncia de
encapsulamento, de 100% para NE-LIQ-B. A alta eficiéncia de encapsulamento
obtida para as formulacdes contendo 6leo de linhaca deve-se provavelmente a alta
solubilidade da ubiquinona neste 6leo, onde o farmaco provavelmente encontra-se
internalizado no nucleo das nanoemulses e hanocapsulas.

Em outro estudo que aborda o desenvolvimento de nanoemulsdo contendo
oleo de linhaca e curcumina ou paclitaxel, os autores verificaram uma alta eficiéncia
de encapsulamento para as formulacfes, que foi atribuida a presenca dos farmacos
paclitaxel ou curcumina no nucleo oleoso da formulacdo (GANTA; AMIJI, 2009).

Quanto aos dados da caracterizacdo fisico-quimica das nanocépsulas de PCL
contendo 6leo de linhaca, a tabela 7 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 7 - Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas contendo PCL e Oleo de

linhaca
Formulacdo Tamanho indice de Potencial pH Teor
(nm) polidisperséo zeta (mV) (mg/mL)
NC-PLI-A 295 + 32 0,19+0,03 -17,66+7,23 6,86+0,12 -
NC-PLI-B 260 + 39 0,200,056 -20,90+1,40 6,85+0,01 -

NC-PLIQ-A 260 * 22 0,22+0,05 -1468+225 6,76+0,07 1,00+0,01
NC-PLIQ-B 22721 0,18+0,04 -1947+480 6,58+0,18 0,99+0,03

A comparacdo das médias dos parametros avaliados na caracterizacdo dos
sistemas como tamanho, indice de polidisperséo, potencial zeta e pH, mostrou que
estes nao diferiram significativamente entre si para as formulacées contendo PCL e
Oleo de linhaga (ANOVA, 1 via, p>0,05). A figura 15 mostra os graficos da

distribuicAo de tamanho das formulagbes. Neste caso, todas as formulagbes
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apresentaram uma faixa homogénea em escala nanométrica, além de uma pequena

faixa de microparticulas que pode ser devido a contaminacdo da amostra.
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Figura 15 - Gréficos da distribuicdo de diametro das nanocépsulas de PCL e 6leo de
linhaca: NC-PLI-A (a), NC-PLI-B (b), NC-PLIQ-A (c) e NC-PLIQ-B (d)
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O valor de potencial zeta negativo, assim como ocorreu para as nanocapsulas
de PCL e Oleo de argan, deve-se a exposicdo dos grupamentos carboxilicos
terminais do poliéster (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Os resultados
obtidos em relacdo ao pH mostram valores semelhantes das nanoemulsdes e
nanocapsulas, independente do 6leo utilizado. Além disso, foram obtidos teores de
1,00 = 0,01 mg/mL para NC-PLIQ-A e 0,99 + 0,03 mg/mL para NC-PLIQ-B e
eficiéncia de encapsulamento de 99,23% para NC-PLIQ-B, valores considerados
adequados. A caracterizacdo fisico-quimica das nanocapsulas de EUD e d6leo de

linhaga também foi realizada, os dados encontram-se na tabela 8.

Tabela 8 - Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas de EUD RL100 e 6leo de

linhaca
Formulacdo Tamanho indice de Potencial zeta pH Teor
(nm) polidisperséo (mV) (mg/mL)
NC-ELI-A 236 = 23 0,25 + 0,05 15,38 + 1,54 5,63 + 1,08
NC-ELI-B 193+9 0,16 £ 0,02 16,67 + 2,07 5,46 £ 0,33
NC-ELIQ-A 213+ 20 0,22 £ 0,04 19,17 +1,51 588+0,45 0,99+0,01
NC-ELIQ-B 173+9 0,14 + 0,02 18,71 £ 2,07 569+0,11 0,99+0,01

Com relacdo ao tamanho, as nanocapsulas de EUD e 6leo de linhaca
apresentaram resultados significativamente diferentes (ANOVA, 1 via, p<0,05). A
diminuicdo da concentracdo de 6leo na formulacdo promoveu reducédo significativa
no tamanho das nanocépsulas contendo ubiquinona (NC-ELIQ-A: 213 + 23 nm e
NC-ELIQ-B: 173 £ 9 nm) (Teste t, p<0,05). Além disso, foi constatada uma alteracéo
no tamanho de particula ao incorporar o farmaco na formulacdo para as
nanocapsulas contendo menor proporcao de 6leo (Teste t, p<0,05).

No que diz respeito ao indice de polidisperséo, houve reducéo significativa
neste parametro ao diminuir a quantidade de oleo na formulacdo para as
nanocapsulas contendo ubiquinona (NC-ELIQ-A: 0,22 + 0,04 e NC-ELIQ-B: 0,14 *
0,02) (ANOVA, 1 via, p<0,05). Novamente foi constatdo que as formulagcdes
contendo 1,5% de 6leo (NC-ELI-B e NC-ELIQ-B) apresentaram valores inferiores a
0,2 (0,16 £ 0,02 e 0,14 + 0,02), consideradas mais adequadas que as formulacdes
com maior propor¢cdo de Oleo. Os graficos da distribuicdo de tamanho das

nanocapsulas de EUD e 6leo de linhaca (Figura 16), apresentaram além de uma
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populacdo homogénea de particulas, a presenca de uma pequena populagdo na
faixa micrométrica para NC-ELI-A, NC-ELIQ-A e NC-ELIQ-B, fato que pode estar

associado a contaminacao da amostra.
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Figura 16 - Gréficos da distribuicdo de diametro das nanocapsulas de EUD e 6leo de
linhaca: NC-ELI-A (a), NC-ELI-B (b), NC-ELIQ-A (c) e NC-ELIQ-B (d)
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Quanto a analise dos valores de potencial zeta obtidos para as nanocapsulas
de EUD e dleo de linhaca, ndo foi observada diferenca significativa entre os
resultados (ANOVA, 1 via, p>0,05). Porém, ao analisar a incorporacéo de ubiquinona
na nanocdpsula contendo maior quantidade de 6leo, foi observado aumento
significativo neste parametro (Teste t, p<0,05). Além disso, a presenca de
grupamento aménio quaternério na molécula do polimero confere carga positiva a
superficie da particula, refletido pelos valores positivos do potencial zeta, assim
como ocorreu para as nanocapsulas de EUD e 6leo de argan. Quanto ao pH, as
formulacBes apresentaram valores acidos, de 5,46 + 0,33 a 5,88 £ 0,45, de acordo
com 0 que ocorreu para as nanocdpsulas de EUD e Oleo de argan. Teores
adequados foram obtidos para NC-ELIQ-A (0,99 + 0,01 mg/mL) e NC-ELIQ-B (0,99 *

0,01 mg/mL), além de 100% de eficiéncia de encapsulamento para NC-ELIQ-B.

5.4.5 Avaliacdo comparativa entre nanoemulsdes e nanocépsulas de 6leo de linhaca

No que diz respeito a avaliacio comparativa entre nanoemulsdo e
nanocapsulas, a caracterizacao referente ao tamanho e indice de polidispersao néao
apontou diferenca significativa com relacdo a estes parametros, assim como
observado para as formulacdes contendo 6leo de argan (ANOVA, 1 via, p>0,05). No
entanto, ndo foi observada alterag&o significativa no potencial zeta das formulacdes,
de forma contraria ao que foi constatado para as formula¢des contendo 6leo de
argan (ANOVA, 1 via, p>0,05). Quanto a andlise do pH, foi observada uma alteracéo
significativa, assim como ocorreu quando o Oleo de argan foi empregado como
nucleo oleoso das nanoestruturas (ANOVA, 1 via, p<0,05). Quando o EUD foi
empregado para constituir o envoltorio da nanocapsula (NC-ELIQ-B), a formulacdo
apresentou pH significativamente menor (5,69 + 0,11) em relacdo a nanoemulséo
contendo O6leo de linhaca (NE-LIQ-B: 6,59 + 0,06) e & nanocéapsula contendo PCL
(NC-PLIQ-B: 6,58 + 0,18).
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5.5 Avaliacdo comparativa entre os sistemas preparados com 6leo de argan e
Oleo de linhaca

De modo a avaliar a influéncia do tipo de 6leo nas caracteristicas fisico-
quimicas das formulacdes objetivou-se comparar entre si as nanoemulsdes,
nanocapsulas de PCL e nanocapsulas de EUD na presenca dos 6leos de argan e de
linhaca.

Ao analisar as hanoemulsdes contendo 6leo de argan e de linhaca (NE-ARQ-
B e NE-LIQ-B), foi observado que o tipo de 6leo nao influenciou nos parametros
fisico-quimicos avaliados, sendo que nédo existiu diferenca significativa entre as
formulacbes (Teste t, p>0,05). Em contrapartida, um estudo comparativo entre
nanoemulsdes contendo Oleos diferentes (TCM e 6leo de soja) foi desenvolvido por
Santos-Magalhdes (2000) para incorporagdo da penicilina G benzatina, onde 0s
autores observaram alteracdo no diametro médio de goticula devido a composi¢cao
diferente dos oleos.

Com relacao as nanocapsulas de PCL (NC-PARQ-B e NC-PLIQ-B), a mesma
constatacdo foi atribuida em relacdo as nanoemulsdes de 6leo de argan e de
linhaga. Em contrapartida, os resultados obtidos por Mora-Huertas e colaboradores
(2012) apresentaram resultados diferentes. Os autores detectaram que o tipo de
O0leo empregado para incorporacdo do diclofenaco em nanocapsulas de PCL
exerceu influéncia no tamanho de particula. Os valores maiores de diametro foram
encontrados para nanocapsulas preparadas a partir dos 6leos de améndoas doce e
6leo de milho, fato que os autores atribuiram a composicao destes 6leos (8% a 13%
de acidos graxos saturados em relacéo a proporcao de 85% a 95% de acidos graxos
insaturados) em comparacao aos triglicerideos de cadeia média.

No entanto, na comparacdo entre as nanocapsulas de EUD (NC-EARQ-B e
NC-ELIQ-B), foi observada uma diferenca significativa tanto no diametro de particula
(208 £ 5 nm e 173 £ 9 nm), como no indice de polidisperséao (0,21 + 0,04 e 0,14 +
0,02), sendo que a nanocapsula de EUD e déleo de linhagca apresentou valores
menores para estes parametros (Teste t, p<0,05). Além disso, o tipo de 6leo nao foi
capaz de alterar significativamente o pH e o potencial zeta das formulagbes (Teste t,
p<0,05).
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5.6 Avaliacdo da fotoestabilidade da ubiquinona associada aos sistemas

nanoestruturados

De modo a analisar o perfil de fotodegradacdo das nanoemulsbes e das
nanocapsulas de 6leo de argan e de linhaga, foram selecionadas as formulactes
com 1,5% de Oleo, por possuirem caracteristicas fisico-quimicas mais adequadas,
devido aos indices de polidispersdo menores em relacdo as formulagbes com o
dobro da concentracdo de 6leo. Além disso, uma solucdo contendo ubiquinona em
etanol também foi submetida a exposicédo de radiacdo como perfil comparativo. As
amostras foram submetidas a uma fonte de radiacdo UVC, por possuir conteado
energético maior em relacdo a radiacdo UVA, além de permitir reducdo do tempo de
analise do experimento. Apds periodos pré-determinados, as amostras foram
coletadas, o farmaco foi extraido com acetonitrila e os teores remanescentes de
ubiquinona foram quantificados em cromatégrafo. Os resultados podem ser

visualizados na figura 17.
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Figura 17 - Decaimento da concentracdo de ubiquinona das formula¢des ao longo

de 4 horas de exposicéo a radiagdo UVC (n=3)

Todas as formulagbes foram capazes de aumentar a estabilidade do farmaco
gquando expostas a radiacdo UVC em comparacdo com a solucdo contendo o

farmaco. Inicialmente, a partir de 30 minutos de exposicéo a radiacdo, os teores das
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formulagbes NC-EARQ-B e NC-PLIQ-B foram significativamente diferentes do teor
da solucdo SOL-Q (90,33 % 0,78%, 93,22 +* 1,32% e 85,66 = 5,00%,
respectivamente) (ANOVA, 1 via, p<0,05). Neste periodo de tempo, houve influéncia
do tipo de polimero para as nanocapsulas de 6leo de linhaca, sendo que NC-PLIQ-B
conservou melhor o teor de ubiquinona que NC-ELIQ-B (Teste t, p<0,05). Além
disso, o 6leo influenciou na conservacéo do teor das nanocapsulas, sendo que para
as formulacdes contendo EUD (NC-EARQ-B X NC-ELIQ-B), a presenca do 6leo de
argan promoveu maior teor em relacdo a nanocapsula contendo 6leo de linhaca. O
contrario pode ser observado para as nanocapsulas de PCL (NC-PARQ-B E NC-
PLIQ-B). No entanto, apds 2 horas de experimento, foi observada uma modificacdo
no perfil das formulagcfes, onde todas as nanocapsulas NC-PARQ-B, NC-EARQ-B,
NC-PLIQ-B e NC-ELIQ-B apresentaram teores significativamente diferentes da
solu¢do SOL-Q (65,51 + 6,12%, 70,26 + 7,06%, 72,33 £ 5,51%, 70,82 + 6,63% e
42,13 + 10,54%, respectivamente) (ANOVA, 1 via, p<0,05). Neste caso, as
nanocapsulas de 6leo de linhaca foram capazes de conservar melhor os teores que
a nanoemulsdo. Por fim, a partir de 3 horas de experimento, todas as formulacdes
seguiram comportamento semelhante, sendo significativamente diferentes da
solucdo (ANOVA, 1 via, p<0,05). No periodo de 3 horas houve influéncia do 6leo
para as nanoemulsdes e nanocapsulas de EUD, onde a presenca do 6leo de argan
proporcionou maiores teores em relacdo as respectivas formulacdes contendo 6leo
de linhaca. Os teores remanescentes de ubiquinona para as formulacdes no tempo
de 4 horas foram: NE-ARQ-B (41,07 + 6,34%), NC-PARQ-B (51,81 + 7,07%), NC-
EARQ-B (41,57 + 9,22%), NE-LIQ-B (49,97 + 5,73%), NC-PLIQ-B (51,20 * 5,69%),
NC-ELIQ-B (48,45 £ 1,58%) e SOL-Q (24,02 + 3,16%). Neste caso, ndo houve
influéncia do tipo de 6leo ou do tipo de polimero na conservacao do teor das
formulacoes.

Aléem disso, as formulacbes envoltas com papel aluminio como controle
escuro nao apresentaram alteragcdes nos teores de ubiquinona, mantendo-se
préximos de 100%, indicando que ndo houve interferéncia da temperatura ou da
presenca de luz na analise.

Com o intuito de elucidar a cinética de degradacédo, os dados foram plotados
em graficos de concentracdo x tempo (ordem zero), In concentracdo x tempo
(primeira ordem) e 1/concentracdo X tempo (segunda ordem). Estes gréficos

encontram-se no Apéndice B. De acordo com os coeficientes de correlagéo, todas
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as amostras demonstraram um bom ajuste a equacao de primeira ordem. A tabela 9
mostra que com excecédo da formulagdo NE-LIQ-B, em todos os casos, o coeficiente

de correlacao foi acima de 0,98.

Tabela 9 - Equacdes da reta e respectivos coeficientes de correlacdo (r) de acordo
com a ordem de reacdo para a solucao do farmaco, nanoemulsdes e nanocépsulas

de Oleo de argan e de linhaca apds 4 horas de exposicao a radiacdo UVC

Amostra Ordem da reacao Equacédo da reta r
SOL-Q zero y =-19,498x + 93,035 0,9915
primeira y =-0,373 x + 4,5977 0,9934
segunda y = 0,0082 x + 0,0079 0,9881
NE-ARQ-B zero y =-16,042x + 98,136 0,9752
primeira y =-0,2463x + 4,6208 0,9825
segunda y = 0,004x + 0,0091 0,9833
NC-PARQ-B zero y =-12,321x + 95,089 0,9722
primeira y =-0,1726x + 4,5696 0,9837
segunda y =0,0025 x + 0,0101 0,9889
NC-EARQ-B zero y =-15,155x + 100,05 0,9969
primeira y =-0,2262x + 4,6456 0,9946
segunda y = 0,0036 x + 0,0088 0,9817
NE-LIQ-B zero y =-13,145x + 96,993 0,9588
primeira y =-0,1838x + 4,5904 0,9685
segunda y = 0,0027x + 0,0099 0,9760
NC-PLIQ-B zero y =-12,938x + 98,950 0,9894
primeira y=-0,1792x + 4,6171 0,9911
segunda y = 0,0026 x + 0,0095 0,9875
NC-ELIQ-B zero y =-12,204x + 96,900 0,9925
primeira y =-0,1718x + 4,5970 0,9939
segunda y = 0,0025 x + 0,0097 0,9832

Além disso, a tabela 10 apresenta as constantes de degradacéao (k) e o tempo
necessario para degradacdo de 10% do farmaco (tgow). Os resultados foram

expressos sob a forma de média + desvio padrao.

Foi possivel constatar que as constantes de degradacdo de todas as
formulagBes apresentaram valores semelhantes, porém inferiores em relagdo a
solucdo etandlica do farmaco. Este fato reforca a influéncia da incorporagédo de
ubiquinona nos sistemas nanoestruturados (NE e NC) que foi capaz de retardar a
degradacédo do farmaco em relacdo a forma livre do farmaco presente na solucao

etandlica.
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Tabela 10 - Constantes de degradacédo (k) e tempo para degradacdo de 10% do
farmaco (tgoy) para a solucdo de ubiguinona, nanoemulsdes e nanocapsulas de 6leo

de argan e de linhaca apos 4 horas de exposicdo a radiacdo UVC (n=3)

Amostra k (h™ tanos(h)
SOL-Q 0,3579 + 0,0327 0,29 +0,02
NE-ARQ-B 0,2246 + 0,0406 0,50 + 0,03
NC-PARQ-B 0,1662 + 0,0370 0,66 + 0,15
NC-EARQ-B 0,2232 + 0,0527 0,49 £ 0,13
NE-LIQ-B 0,1745 + 0,0293 0,61 £ 0,09
NC-PLIQ-B 0,1683 + 0,0274 0,64+0,11
NC-ELIQ-B 0,1812 + 0,0081 0,58 + 0,02

Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com outros
estudos relatados na literatura que mostram um aumento da fotoestabilidade de
farmacos incorporados em nanocarreadores. Em um estudo comparativo de
fotodegradacdo entre nanoemulsdo e nanocapsula contendo rutina, os autores
observaram que os sistemas nanoestruturados seguiram cinética de primeira ordem,
onde as constantes de degradagao nao difereriram significativamente entre si (k =
6,1 + 0,6 10 min™ para nanocépsula e 5,1 + 0,4 10° min™ para a nanoemulséo).
Além disso, as formulacdes apresentaram uma degradacdo menos rapida em
comparacao a solucéo contendo o farmaco (k = 35 + 3,7 10° min™) (ALMEIDA et al.,
2010).

Além disso, a fotoestabilidade da tretinoina mediante radiacdo UVA
(A = 366 nm) foi analisada apds a incorporagédo do farmaco em nanoemulséo e
nanocapsula de lecitina de soja em comparacdo com a solucdo metandlica do
farmaco. Foi observado que todas as formulagbes seguiram cinética de ordem zero
(LAl et al., 2013).

Em outro estudo que aborda a comparacao entre sistemas nanoestruturados,
foi avaliada a fotoestabilidade através da radiagdo UVA do propionato de clobetasol
guando incorporado em nanoemulsdo, nanocépsula e nanoesfera de PCL em
comparacao com solucbes contendo o farmaco. Os autores observaram que todas
as formulagbes seguiram cinética de primeira ordem, onde as constantes de

degradacdo da nanoemuls&o e nanocépsula (k = 0,0413 + 0,0013 min™ e 0,0382 +
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0,0006 min™) ndo apresentaram diferenca significativa entre si, mas diferiram quanto
a nanoesfera e as solu¢des contendo o farmaco: etandlica e comercial (k = 0,0477 +
0,0017 min®; 0,0633 + 0,0052 min™ e 0,0744 + 0,0013 min™, respectivamente)
(FONTANA et al., 2009).

Em outro trabalho, foi realizada uma comparacdo entre nanocapsulas
contendo acetato de retinol empregando dois polimeros diferentes como etilcelulose
(EC) e um derivado peguilado da quitosana (PCPLC). Foi verificado um aumento da
estabilidade do farmaco quando incorporado em nanocapsula contendo EC,
enquanto que a nanocapsula de PCPLC néo foi capaz de aumentar a estabilidade
do acetato de retinol apds exposicdo a radiacdo UVA (ARAYACHUKEAT et al.,
2011).

O aumento da protecdo da ubiquinona contra a degradacédo conferida as
formulagbes apdés a exposicdo a radiacdo UVC pode estar relacionado aos
componentes da formulacdo. Foi observada uma influéncia do 6leo ou do polimero
nos diferentes tempos de exposicdo a radiacdo. No caso das nanoemulsfes, a
presenca do Oleo conferiu protecdo ao farmaco, o que pode ser atribuido a
capacidade deste componente de absor¢cao da radiacdo UVC, como foi observado
na varredura dos Oleos de argan e de linhaca em espectrofotdmetro (Figuras 7 e 12).
As diferencas existentes entre as formulagcées contendo 6leo de argan ou 6leo de
linhaca pode ser devido a composicao diferenciada dos 6leos, no que diz respeito a
presenca de acidos graxos, compostos antioxidantes e outros constituintes. Quanto
as suspensdes de nanocapsulas, o efeito protetor do farmaco mediante a
fotodegradacdo pode estar relacionado a presenca do polimero, promovendo
reflexdo da luz, assim como observado em outros trabalhos (RAD, 2010; FONTANA
et al, 2009; ARAYACHUKEAT, et al, 2011; FONTANA et al, 2011). Além disso,
estudos demonstram que a associacao do 6leo e do polimero pode conferir maior
protecdo do farmaco em relagdo a uma formulacdo que n&do contém o Oleo
(nanoesfera) (FONTANA et al, 2009).

5.7 Avaliacédo da estabilidade das formula¢cdes ap6s um periodo de 60 dias

Para a realizacdo do estudo de estabilidade, foram selecionadas as

formulagcbes com menor concentracdo de Oleo devido as caracteristicas fisico-
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quimicas mais satisfatérias destes sistemas nanoestruturados. Para tanto, foram
monitorados o0s seguintes parametros: tamanho de particula, indice de polidisperséo,
potencial zeta, pH e teor de farmaco ao longo de 60 dias de ensaio.

Quanto ao aspecto macroscopico, as formulacbes mantiveram suas
caracteristicas de fluido opalescente, sem a presenca de precipitacdo visivel, exceto
pela coloracdo, que a partir dos 15 dias de experimento apresentou sinais de perda
de cor, podendo ser um indicio de diminuicdo do teor do farmaco. Este fato pode ser

confirmado pelo grafico apresentado na figura 18.
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Figura 18 - Concentracdo de ubiguinona das formulacdes NE-ARQ-B, NC-PARQ-B,
NC-EARQ-B, NE-LIQ-B, NC-PLIQ-B e NC-ELIQ-B apés 0, 15, 30 e 60 dias de
armazenamento

Foi possivel observar que todas as formulacdes apresentaram uma reducao
significativa no teor de ubiquinona em relacdo ao tempo inicial, exceto pela
formulacdo NC-PARQ-B, na qual a perda de teor foi significativa somente a partir de
30 dias de armazenamento (Teste t, p<0,05). Além disso, o tipo de 6leo influenciou
na conservagcao do teor das formulagbes, onde foram observados valores
significativamente maiores com relacdo a este parametro para as formulagbes
contendo Oleo de argan (63,86 + 4,79% para NE-ARQ-B, 79,91 + 3,85% para NC-
PARQ-B e 81,59 + 5,03% para NC-EARQ-B) em relacdo as formulacdes contendo
Oleo de linhaga (46,99 + 3,64% para NE-LIQ-B, 65,68 + 2,75% e 68,50 + 3,22% para
NC-ELIQ-B) apos 60 dias de experimento (Teste t, p<0,05). Por outro lado, ao

compararmos nanoemulsdo e nanocapsulas, foi constatada uma diferenca



83

significativa com relacdo ao teor para estes sistemas, onde a presenca do polimero
foi capaz de conferir teores remanescentes do farmaco significativamente superiores
aos da nanoemulsdo, tanto para as formulacdes contendo 6leo de argan, quanto
para aquelas contendo 6leo de linhaca (ANOVA, 1 via, p<0,05).

A diminuigdo do teor também foi verificada para sistemas nanoestruturados
contendo diclofenaco preparados com os polimeros PCL e Eudragit® S90 e os 6leos
TCM e benzoato de benzila apos 3,5 meses de armazenamento e a temperatura
ambiente. Os autores observaram diferenca significativa entre as nanocapsulas
preparadas com PCL, que apresentaram teores superiores as nanocapsulas
preparadas com Eudragit® S90. Quanto a reducdo do teor do farmaco durante o
armazenamento, os autores atribuiram a formacdo de nanocristais de diclofenaco
gue estariam estabilizados pelo tensoativo polissorbato 80 e durante o aumento do
tempo de armazenamento poderiam aumentar de tamanho e precipitar, tornando o
sistema heterogéneo e reduzindo o teor da amostra (SCHAFFAZICK et al., 2002).

Em um trabalho posterior, foi observada uma diminuicdo no teor de
melatonina em nanoemulsdo e nanocédpsulas preparadas com PCL, Eudragit®
RS100 e S100 sob as condi¢des de temperatura ambiente, 50 °C ou luz natural ap6s
dois meses de armazenamento dos sistemas. Além disso, 0s autores verificaram
uma influéncia da presenca dos polimeros metacrilatos em retardar em um més a
diminuicdo do teor das nanocapsulas em comparacdo com a nhanoemulsdo e a
dispersdo do farmaco para as formula¢des expostas a 50 °C ou a luz natural. Por
fim, a nanocépsula de PCL acondicionada a temperatura ambiente e luz natural foi
capaz de retardar a degradacao do farmaco em dois meses em relacdo aos outros
sistemas (SCHAFFAZICK et al., 2007).

Com relacéo ao pH, os resultados podem ser visualizados na figura 19.

Para as nanocapsulas de PCL (NC-PARQ-B e NC-PLIQ-B), houve uma
reducdo significativa no pH destas formulacbes a partir de 15 dias de
armazenamento (de 6,15 + 0,18 para 5,52 + 0,07 e de 6,77 £ 0,07 para 5,74 + 0,20,
respectivamente), ao passo que para as nanocapsulas de EUD (NC-EARQ-B e NC-
ELIQ-B), estas apresentaram uma reducédo significativa (de 5,35 + 0,16 para 5,08 +
0,17 e de 5,25 £ 0,20 para 5,02 + 0,18) a partir de 30 dias de exposicdo a
temperatura ambiente (Teste t, p<0,05). No entanto, as nanoemulsdes apresentaram
comportamentos diferentes. A nanoestrutura preparada com o6leo de linhaca (NE-

LIQ-B) mostrou reducdo no pH somente a partir de 60 dias de armazenamento (de
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6,18 = 0,14 para 4,87 = 0,05) (Teste t, p<0,05), enquanto que a nanoemulsdo
contendo 6leo de argan (NE-ARQ-B) ndo apresentou alteracdo significativa com
relacdo a este parametro ao longo de todo o tempo de experimento (Teste t,
p>0,05). Além disso, o0s sistemas nanoemulsdo e nanocapsulas diferiram
significativamente entre si com relagdo ao pH (ANOVA, 1 via, p<0,05). Esta
diferenca mostrou-se semelhante tanto para as formulagdes contendo 6leo de argan
como para aquelas contendo 6leo de linhaca em todos os tempos de analise.
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Figura 19 - Valores de pH das formulacdes NE-ARQ-B, NC-PARQ-B, NC-EARQ-B,
NE-LIQ-B, NC-PLIQ-B e NC-ELIQ-B apés 0, 15, 30 e 60 dias de armazenamento

Em um estudo desenvolvido por Lobato e colaboradores (2013), os autores
observaram um decréscimo nos valores de pH da nanoemulsdo e nanocapsulas
contendo bixina apds 119 dias de armazenamento (de 5,89 £ 0,70 para 4,48 * 0,32).
Em outro trabalho, Schaffazick e colaboradores (2002) observaram reducao
significativa do pH de nanocépsulas preparadas com PCL ou Eudragit® S90 e
contendo diclofenaco apds 3,5 meses de armazenamento. Em um trabalho posterior,
Schaffazick e colaboradores (2007) observaram um decréscimo no pH da
nanoemulsdo e de nanocapsulas de PCL e Eudragit® RS100 contendo melatonina
apos 30 dias de experimento, ao passo que para a nanocapsula de Eudragit® S100
nao foi observada diferenca significativa ao longo de 90 dias de armazenamento. Os
autores justificaram o fato salientando que a diminuicdo do pH é um processo
normal quando a formulacdo é preparada a partir de um poliéster como PCL devido

a hidrélise da cadeia polimérica. Outra explicacdo que pode estar relacionada com a
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reducdo do pH das formulacdes € a hidrdlise do polissorbato 80, que pode levar a
formacgéo de diferentes compostos tais como os &cidos aceético, formico, octandico e
nonanoico, onde a auto-oxidacdo do polissorbato pode ser catalisada por tracos
residuais de peroxidos, metais em meio aquoso, além da incidéncia de luz
(KISHORE et al., 2011) .

Quanto ao diametro médio, a figura 20 apresenta os resultados obtidos. Foi
possivel constatar que nenhuma alteracdo significativa no diametro meédio das
nanoestruturas foi observada (Teste t, p>0,05), exceto pela nanocapsula contendo
Oleo de argan e PCL (NC-PARQ-B), a qual apresentou um aumento significativo
somente aos 15 dias em relagédo ao tempo inicial, de 340,5 = 48,6 nm para 255,3 +
11,8 nm (Teste t, p<0,05). No entanto, esta alteracdo ndo se manteve apos 30 e 60
dias de armazenamento (Teste t, p>0,05). Além disso, a hanocapsula contendo 6leo
de argan e PCL (NC-PARQ-B) apresentou tamanho significativamente superior a
nanocapsula de o6leo de linhaca e PCL (NC-PLIQ-B) somente aos 15 dias de
experimento (340,5 + 48,6 nm e 237,4 = 25,5 nm) (Teste t, p<0,05). Com relacdo a
presenca dos polimeros, foi constatada diferenca significativa entre nanocépsula de
PCL e EUD (NC-PARQ-B e NC-EARQ-B) no primeiro dia (255,3 + 11,8 nm e 168,6 +
5,5 nm) e aos 15 dias de experimento (340,5 £ 48,6 nm e 198,2 + 48,9 nm) (Teste t,
p<0,05).

400

350 T

T
T i T ]
i l

NE-ARQ-B NC-PARQ-B NC-EARQ-B NE-LIQ-B  NC-PLIQ-B NC-ELIQ-B

300

250 ~

200 ~

150 -

Diametro médio (nm)

100 ~

50 -

EmO0dias m15dias m30dias 60 dias

Figura 20 - Diametro médio de goticula/particula para as formulacdes NE-ARQ-B,
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Alguns trabalhos abordam alteracfes no tamanho de nanoestruturas apos
serem submetidas ao ensaio de estabilidade. Em um destes estudos, Ganta e Amiji
(2009) observaram um aumento no tamanho de goticula das nanoemulsdes
contendo 6leo de linhaca e curcumina ou paclitaxel durante um periodo de
armazenamento de 3 meses. Em outro trabalho, Fontana e colaboradores (2009)
observaram altera¢cdes no tamanho e indice de polidispersdo da nanoemulséo e
nanoesfera em comparacdo com nanocapsulas de clobetasol preparadas com PCL
e TCM apos 6 e 9 meses.

Por outro lado, outros estudos demonstram que nenhuma alteragdo no
tamanho foi detectada em nanocapsulas durante estudo de estabilidade. Grillo e
colaboradores (2012) ndo observaram alteracfes nas nanocapsulas preparadas com
PCL, TCM e herbicidas triazenos pelo método da deposicéo interfacial de polimero
pré-formado, em um periodo de 270 dias. Lobato e colaboradores (2013) nao
observaram diferencas no tamanho das nanoparticulas de PCL contendo bixina, o
que foi relacionado a presenca do polissorbato 80, o qual promoveu um efeito
estérico e preveniu, desta forma, a agregacdo das particulas. Além disso,
Schaffazick e colaboradores (2007) ndo detectaram alteracdes no diametro meédio
de nanoemulsdo e nanocapsulas de PCL e Eudragit® RS100 e S100 contendo
melatonina apds 90 dias de armazenamento. Em um estudo desenvolvido por Belhaj
e colaboradores (2012), os pesquisadores avaliaram a estabilidade de
nanoemulsdes com e sem ubiquinona preparadas pelo método da homogeneizacgéo
a alta pressdo. Os parametros avaliados como tamanho de particula (de 164 nm a
170 nm), potencial zeta (de -3,73 mV a -4,27 mV) e indice de polidispersao (abaixo
de 0,2) foram considerados adequados e ndo sofreram alteracéo significativa, sem
sinais de precipitacdo ao longo de 30 dias de armazenamento a temperatura
ambiente (25 °C).

Quanto ao indice de polidisperséo, os resultados encontram-se na figura 21.
De forma semelhante ao que ocorreu em relacdo ao tamanho das particulas, a
formulagdo NC-PARQ-B somente apresentou alteracdo significativa no indice de
polidispersao no tempo de 15 dias em relacdo ao tempo inicial (de 0,337 + 0,04 para
0,220 £ 0,04), além de apresentar valores superiores em relacdo a nanocapsula de
Oleo de linhaca e PCL (NC-PLIQ-B, 0,169 + 0,03) (Teste t, p<0,05). A formulacao
NC-PARQ-B apresentou os maiores indices de polidispersédo e desvio padrdo em

relacdo as outras formulacgdes, indicando uma alteracéo na estabilidade do sistema.
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indice de polidisperséo

NE-ARQ-B NC-PARQ-B NC-EARQ-B NE-LIQ-B NC-PLIQ-B NC-ELIQ-B

EmO0dias M15dias m30dias 60 dias

Figura 21 - indice de polidispersdo para as formulacdes NE-ARQ-B, NC-PARQ-B,
NC-EARQ-B, NE-LIQ-B, NC-PLIQ-B e NC-ELIQ-B apés 0, 15, 30 e 60 dias de

armazenamento

Com relacdo ao potencial zeta, os resultados obtidos podem ser visualizados

na figura 22.
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Figura 22 - Potencial zeta das formulacbes NE-ARQ-B, NC-PARQ-B, NC-EARQ-B,
NE-LIQ-B, NC-PLIQ-B e NC-ELIQ-B apés 0, 15, 30 e 60 dias de armazenamento

No que diz respeito ao potencial zeta, as nanoemulsfes de 6leo de argan e
de linhaga (NE-ARQ-B e NE-LIQ-B) apresentaram aumento significativo em maédulo
neste parametro (de -10,15 + 0,87 mV para -15,1 + 2,12 mV e de -10,51 £ 1,07 mV
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para -15,2 + 1,54 mV, respectivamente), ao passo que a nanocapsula de 6leo de
argan e EUD (NC-EARQ-B) mostrou uma reducéo significativa (de 17,07 + 0,67 mV
para 13,5 + 1,85 mV) no tempo de 60 dias em relagcdo ao tempo inicial (Teste t,
p<0,05). Além disso, a presenca do polimero EUD conferiu valores de potencial zeta
significativamente maiores para as formulacdoes NC-EARQ-B e NC-ELIQ-B em
relacdo as nanoemulsées (NE-ARQ-B e NE-LIQ-B) e nanocépsulas de PCL (NC-
PARQ-B e NC-PLIQ-B) nos tempos inicial e apos 30 dias de armazenamento
(ANOVA, 1 via, p<0,05).



6 CONCLUSOES

* A metodologia analitica desenvolvida para a quantificacdo dos sistemas
nanoestruturados contendo ubiquinona foi validada, apresentando-se especifica,
linear, precisa e exata. Desta forma, esta metodologia foi utilizada para o estudo da

cinética de fotodegradacéao e estabilidade dos sistemas nanoestruturados;

* Foi viavel a preparacdo de nanoemulsdes de 6leo de argan e de 6leo de linhaga,
além do desenvolvimento de nanocapsulas preparadas pela deposicéo interfacial da

poli(e-caprolactona) ou do Eudragit® RL 100;

* Os sistemas nanoestruturados apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
compativeis com outras nanoestruturas, apresentando teores préximos de 1mg/mL e
eficiéncias de encapsulamento préximas de 100%, sendo que as formulacdes com
menor quantidade de oleo (1,5%) apresentaram indices de polidispersdo mais
adequados (<0,2). Além disso, a diminuicdo da concentracao de 6leo na formulagéo
causou influéncia em alguns parametros. A diminuicdo do tamanho de
goticula/particula e do indice de polidispersdo foram verificados para as
nanocapsulas de 6leo de argan e PCL e para as nanoemuls@es e nanocapsulas de
EUD e d6leo de linhaca. Além disso, a adicdo de ubiquinona foi capaz de alterar o

potencial zeta destas mesmas formulacoes;

* O estudo comparativo das nanoemulsées e nanocépsulas contendo ubiquinona
mostrou que a presenca do polimero Eudragit® RL 100 proporcionou valores
menores de pH para as nanocapsulas de 6leo de argan ou de 6leo de linhaca em
comparacgao com as respectivas nanoemulsdes e nanocapsulas de PCL. Além disso,
a presencga do polimero catiénico no caso das nanocapsulas de 6leo de argan foi
capaz de proporcionar maior estabilidade ao sistema devido ao maior valor em
modulo do potencial zeta em comparacdo com as nanoestruturas contendo Oleo de

argan (nanoemulsao e nanocapsula de PCL);

+ Com relacéo a diferenca entre os sistemas preparados com 6leo de argan ou 6leo

de linhaga, os parametros fisico-quimicos influenciados foram o tamanho de
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particula e o indice de polidispersdo para as nanocépsulas contendo Eudragit® RL
100, sendo que valores menores foram encontrados para as formulagdes

preparadas a partir do 6leo de linhaca;

* Todas as formulacdes foram capazes de aumentar a protecao do farmaco perante
a radiacdo UVC em comparacdo com o farmaco ndo encapsulado, sendo que houve

influéncia do 6leo ou do polimero nos diferentes tempos de analise;

* Quanto a estabilidade, todas as formulacdes tiveram o teor de farmaco reduzido
em relacdo ao tempo inicial. O tipo de 6leo influenciou neste parametro, visto que as
nanoestruturas contendo 6leo de argan apresentaram concentracdes maiores do
farmaco. Além disso, as nanocapsulas foram capazes de conservar melhor os teores
em relacdo as respectivas nanoemulsdes. A reducdo do pH foi significativa aos 15
dias para as nanocépsulas de PCL, aos 30 dias para as nanocapsulas de EUD e aos
60 dias para as nanoemulsdes de Oleo de linhaca. O aumento no tamanho de
particula sé foi significativo para a nanocapsula de 6leo de argan e PCL aos 15 dias
em relacdo ao tempo inicial, onde apresentou didmetro maior em relacdo as
nanocapsulas de PCL e Oleo de linhaca e de EUD e 6leo de argan. Um aumento no
potencial zeta foi detectado para as hanoemulsdes aos 60 dias em relacdo ao tempo
inicial, enquanto que a nanocapsula de EUD e Oleo de argan apresentou decréscimo
neste parametro. O potencial zeta ainda apresentou-se maior em médulo para as

nanocapsulas contendo EUD em relagdo as respectivas nanoemulsées;

+ Desta forma, os resultados sugerem que a combinacdo adequada dos polimeros
e Oleos estudados neste trabalho pode conduzir a formacdo de um sistema de

liberag&o promissor para a ubiquinona.
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Apéndice A — Composicéao quali-quantitativa das formulacdes

Fase Componentes Quantidade NE-AR-A NE-AR-B NE-ARQ-A NE-ARQ-B

FA Agua destilada 53 mL X X X X
Tween 80 0,077 g X X X X

Span 80 0,077 g X X X X

FO Acetona 27 mL X X X X
Oleo de argan * X X X X
Ubiquinona 0,010g - - X X

*A=0,3g e B=0,15g

Fase Componentes Quantidade NC-PAR-A NC-PAR-B NC-PARQ-A NC-PARQ-B

FA  Agua destilada 53 mL X X X X
Tween 80 0,077 g X X X X

Span 80 0,077 g X X X X

FO Acetona 27 mL X X X X
Oleo de argan * X X X X

PCL 0,100 g X X X X

Ubiquinona 0,010¢g - - X X

Fase Componentes Quantidade NC-EAR-A NC-EAR-B NC-EARQ-A NC-EARQ-B

FA Agua destilada 53 mL X X X X
Tween 80 0,077 g X X X X

Span 80 0,077 g X X X X

FO Acetona 27 mL X X X X
Oleo de argan * X X X X

EUD RL 100 0,100 g X X X X

Ubiquinona 0,010g - - X X
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Fase Componentes Quantidade NE-LI-A NE-LI-B NE-LIQ-A NE-LIQ-B

FA  Agua destilada 53 mL X X X X
Tween 80 0,077 g X X X X
Span 80 0,077 g X X X X
FO Acetona 27 mL X X X X
Oleo de argan * X X X X
Ubiquinona 0,010¢g - - X X

Fase Componentes Quantidade NC-PLI-A NC-PLI-B NC-PLIQ-A NC-PLIQ-B
FA Agua destilada 53 mL X X X X
Tween 80 0,077 g X X X X
Span 80 0,077 g X X X X
FO Acetona 27 mL X X X X
Oleo de argan * X X X X
PCL 0,100 g X X X X
Ubiquinona 0,010g - - X X

Fase Componentes Quantidade NC-ELI-A NC-ELI-B NC-ELIQ-A NC-ELIQ-B
FA Agua destilada 53 mL X X X X
Tween 80 0,077 g X X X X
Span 80 0,077 g X X X X
FO Acetona 27 mL X X X X
Oleo de argan * X X X X
EUD RL 100 0,100 g X X X X
Ubiquinona 0,0104g - - X X

*A=03geB=0159



Apéndice B — Graficos da cinética de reacdo das formulacdes
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