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

DESENVOLVIMENTO DE NANOEMULSOES DE OLEO DE ROMA
CONTENDO OU NAO CETOPROFENO: AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTITUMORAL E ANTINOCICEPTIVA
AUTORA: LUANA MOTA FERREIRA
ORIENTADORA: LETICIA CRUZ
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 03 de outubro de 2014.

Este trabalho objetivou a preparacdo de nanoemulsdes de 6leo de roma, contendo ou ndo
cetoprofeno, e a avaliacdo da atividade antitumoral e antinociceptiva destas formulacdes. Pela
primeira vez, foram preparadas nanoemulsdes com este 6leo, pelo método de emulsificacdo
espontanea, € no primeiro momento, foram testadas duas concentragdes do 6leo, 1,5 e 3,0 %.
As formulagdes foram avaliadas quanto a estabilidade fisica, atividade antioxidante pelo
método do DPPH e antitumoral frente a células de glioma da linhagem C6. Apds os estudos
de estabilidade fisica, as formulacdes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas
e se mostraram estaveis frente a fenOmenos como sedimentacido e separacdo de fases. Em
relacdo a atividade antioxidante, as formulacdes mantiveram a atividade do 6leo de roma em
diferentes concentragdes. As nanoemsulsdes, assim como o 6leo de roma apresentaram agao
antitumoral frente a células de glioma e ndo foram téxicas para os astrécitos. Na segunda
abordagem do trabalho, foi avaliada a eficdcia da combinacdo do dleo de romd e do
cetoprofeno, incorporados em nanoemulsdes, como uma perspectiva para o tratamento da dor
inflamatoria. Estas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas apds serem
submetidas ao estresse mecanico e a mudancas de temperaturas. As nanoemulsdes foram
capazes de proteger o cetoprofeno frente a degradacdo UVC e aproximadamente 100 % do
farmaco foi liberado em 5 h. No experimento in vivo de atividade antinociceptiva, a
nanoemulsdo branca apresentou efeito até 1 h e as nanoemulsdes contendo cetoprofeno até 12
h de pré-tratamento. Em contra partida, o cetoprofeno livre mostrou efeito até 2 h de pré-
tratamento. Em relacdo a curva dose-resposta, o farmaco livre teve efeito até a dose de 0,5
mg/Kg, enquanto que a nanoemulsio contendo cetoprofeno mostrarau efeito até a dose de 1,0
mg/Kg. Os parametros locomotores nao foram afetados, descartando efeitos nio especificos.

Palavras-chaves: nanoemulsodes, 6leo de roma, cetoprofeno, atividade antitumoral, efeito
antinociceptivo.

Vil



ABSTRACT
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DEVELOPMENT OF POMEGRANATE SEED OIL NANOEMULSIONS
CONTAINIGN OR NOT KETOPROFEN: EVALUATION OF
ANTITUMOR AND ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY
AUTHOR: LUANA MOTA FERREIRA
ADVISOR: LETICIA CRUZ
Place and Date of Defense: Santa Maria, October 03, 2012.

This study aimed to prepare nanoemulsions of pomegranate seed oil, containing or not
ketoprofen, and to evaluate antitumor and antinociceptive activity. First, pomegranate seed oil
nanoemulsions were prepared by spontaneous emulsification method and two oil
concentrations were tested. The formulations were evaluated for physical stability, antioxidant
activity by DPPH method and antitumor activity against C6 glioma cell line. After physical
stability studies formulations presented suitable physicochemical characteristics and were
stable against sedimentation and phase separation. In relation to the antioxidant activity, the
formulations kept the activity of pomegranate seed oil at different concentrations.
Nanoemulsions and pomegranate seed oil showed antitumor action against glioma cells and
were no toxic to astrocytes. In the second approach, efficacy of the combination of the
pomegranate seed oil and ketoprofen incorporated in nanoemulsions was evaluated, as a
promising alternative for treating inflammatory pain. The formulations showed adequate
physicochemical characteristics after been subjected to mechanical stress and temperature
changes. The nanoemulsions were able to protect ketoprofen against UVC degradation and
about 100% of the drug was released in 5 hours. In the evaluation of in vivo antinociceptive
activity, blank nanoemulsion had effect in 1 h, while nanoemulsion containing ketoprofen
during 12 h of pretreatment. In return, the ketoprofen showed effect up to 2 hr of
pretreatment. Regarding the dose-response curve, free drug had effect up to a dose of 0.5
mg/Kg, while ketoprofen-loaded nanoemulsion showed effectl.0 mg/Kg. Locomotors
parameters were not affected, discarding non specific effects.

Keywords: nanoemulsions, pomegranate seed oil, ketoprofen, antitumor activity and
antinocicieptive effect.
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INTRODUCAO



Os sistemas nanoestruturados vém sendo estudados nos ultimos anos por
proporcionarem controle da liberacdo de farmacos, vetorizagdo sitio-especifica, aumento da
estabilidade, protecdo frente a degradacdo quimica e enzimdtica e diminuicdo de efeitos
adversos (COUVREUR; VAUTHIER, 2006; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
WU; ZHANG; WATANABE, 2011; KAUR et al., 2014). Dentre esses sistemas, destacam-se
as nanoemulsdes (NEs) que, devido ao tamanho reduzido e estabilidade frente a sedimentacao
e cremagem, tém despertado interesse para aplicagdo na inddstria farmacéutica (SADURNI et
al., 2005; ARAUIJO et al., 2011), cosmética (HOELLER et al., 2009; BASPINAR et al.,
2010) e de alimentos (ANARJAN et al., 2010; BELHAIJ et al., 2010). Além disso, essas
goticulas possuem um maior poder de penetracdo na pele, se distribuem com maior
uniformidade no trato gastrintestinal e ainda sdo consideradas mais estdveis em comparacao
as emulsdes convencionais (ANTON et al., 2008; KOROLEVA e YURTOV, 2012; MAALI,
MOSAVIAN, 2013).

As NEs podem ser definidas como a mistura de duas fases imisciveis, onde uma fase
interna estd dispersa em uma externa, podendo apresentar-se como O/A ou A/O, e, ainda,
como emulsdes multiplas A/O/A ou O/A/O (SOLANS et al., 2005; MASON et al., 2006;
BOUYER et al., 2012). O mais comum, em termos de liberacdo de farmacos, € a utilizacdo de
NEs do tipo O/A para veiculagdao de principios ativos lipofilicos. Do ponto de vista de
producdo sdao de facil preparacdo, apresentando em sua constituicdo basicamente Oleo,
emulsionantes/estabilizantes, &4gua e principio ativo (BOUCHEMAL et al.,, 2004;
KOROLEVA e YURTOV, 2012; BRUXEL et al., 2012). Diversos 6leos vegetais t€ém sido
aplicados na preparacio de NEs, tais como o 6leo de soja (SANTOS-MAGALHAES et al.,
2000), oleo de linhaca (GANTA; AMIJI, 2009), 6leo de semente de uva (ALMEIDA et al.,
2010), 6leo de ricino (ARAUIJO et al., 2011), dentre outros. Em geral, os 6leos vegetais sao
ricos em substancias que absorvem radiacdo na regido do ultravioleta, sendo matérias-primas
promissoras na estabilizacdo de farmacos fotolabeis (BHALEKAR et al., 2008; AFAQ,
2011).

Nos dltimos anos, o 6leo de roma (OR) tem atraido interesse de pesquisadores devido
a presenca de polifenois, compostos triterpenoides e estrogénicos em sua composi¢ao,
conferindo a este 6leo propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antitumorais. Além
disso, este Oleo apresenta em sua composicdo dcidos graxos insaturados e poli-insaturados,
como dcido palmitico, linoleico, e punico, sendo promissor na prevencdo de doencgas
cardiovasculares e diminuicao do colesterol LDL (SCHUBERT et al., 1999; PARASHAR et

al., 2010). Devido as suas propriedades e a baixa toxicidade, o OR é uma matéria-prima
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promissora para o uso cosmético, alimenticio e farmacéutico, podendo ser utilizado para
reparar danos de envelhecimento na pele (AFAQ et al., 2009; PARK et al., 2010), como
ingrediente de dietas e bebidas (YAMASAKI et al., 2006; MOHAGHEGHI et al., 2011) e no
tratamento de doencas tumorais e/ou inflamatérias (SCHUBERT; LANSKY, 1999; SYED et
al., 2009).

Portanto, devido as potencialidades relatadas para o OR, este trabalho foi planejado no
sentido de explorar suas atividades antitumoral e anti-inflamatéria. Desta forma, a primeira
parte desta dissertacdo versa sobre a avaliagdo da preparacdo de NEs a base de OR e sua
utilizacdo no tratamento de gliomas. Na segunda etapa, o cetoprofeno (CP), um farmaco
pertencente a classe dos anti-inflamatoérios nao esteroides (AINESs), foi associado a estas NEs
e as mesmas foram avaliadas em modelo animal de dor inflamatéria. E importante ressaltar
que ndo foram encontrados relatos sobre a preparacdo de NEs a base de OR, pelo método
proposto, e tampouco registros sobre a utilizacdo do 6leo em células de glioma da linhagem

C6 e modelo animal de dor inflamatoria.
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OBJETIVOS



1.1. Objetivo geral

Desenvolver nanoemulsdes de 6leo de roma, contendo ou ndo cetoprofeno, e avaliar in
vitro a atividade antitumoral em linhagem de glioma e, in vivo, a atividade antinociceptiva em

modelo animal de dor inflamatoria.

1.2 Objetivos especificos

» Preparar nanoemulsdes de 6leo de roma pelo método de emulsificacdo espontanea;

» Caracterizar as formulagdes quanto ao tamanho de goticula, indice de polidispersao,
potencial zeta e pH;

» Avaliar a estabilidade fisica das formulagdes de 6leo de roma pelo estudo de
centrifugacdo, estresse térmico e ciclo gelo/degelo, avaliando-se as caracteristicas fisico-
quimicas antes e depois dos estudos;

» Avaliar a atividade antioxidante do 6leo de roma, bem como das nanoemulsoes
utilizando o radical DPPH;

» Avaliar in vitro a citotoxicidade das nanoemulsdes de 6leo de roma em linhagem de
astrocitos, bem como a atividade antitumoral frente a linhagem C6 de glioma;

» Desenvolver nanoemulsdes de 6leo de romd para veiculagdo do cetoprofeno e
caracterizar as formulagdes em relacdo ao tamanho de goticula, indice de polidispersao,
potencial zeta, pH, teor de farmaco e eficiéncia de encapsulamento;

» Avaliar a estabilidade fisica das formulagdes contendo cetoprofeno pelo teste de
centrifugacdo e estresse térmico, realizando acompanhamento das caracteristicas fisico-
quimicas;

» Determinar o perfil de fotodegradacdo do cetoprofeno associado as nanoemulsdes
frente a radiacdo UVC;

» BEstudar o perfil de liberagdo in vitro do cetoprofeno a partir das nanoemulsoes pelo
método de difusdo em sacos de diélise;

» Determinar o efeito antinociceptivo das nanoemulsdes de 6leo de roma contendo

cetoprofeno em modelo animal de contor¢des abdominais induzidas pelo dcido acético.
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REVISAO DA LITERATURA



1.1 Nanoemulsdes: aspectos gerais, métodos de preparacio, caracterizacao, estabilidade
e aplicacoes

Os sistemas nanométricos vém chamando a atenc@o na prevengdo e tratamento de
doencas, uso cosmético, agricultura e tecnologia. Esses sistemas podem atuar controlando a
liberagdo de farmacos, protegendo-os frente a degradacdo quimica e enzimdtica, diminuindo a
toxicidade e, consequentemente, os efeitos adversos. Além disso, possuem um poder maior de
penetracdo na pele e sdo amplamente aplicados na inddstria alimenticia para o
encapsulamento de aromas, sabores e substancias nutracéuticas (COUVREUR; VAUTHIER,
2006; WU; ZHANG; WATANABE, 2011; KOROLEVA; YURTOV, 2012). Nesse contexto,
devido ao tamanho reduzido, maior estabilidade em comparac@o as emulsdes convencionais e
facilidade de preparacdo, as NEs t€m atraido interesse de muitos pesquisadores.

Uma emulsdo pode ser definida como um sistema contendo duas fases imisciveis, uma
fase interna dispersa em uma fase externa (dispersante). Esses sistemas podem apresentar-se
como O/A, onde goticulas de 6leo estdao dispersas em uma fase externa aquosa ou A/O, onde
uma fase aquosa estd dispersa em uma fase externa oleosa, ou ainda, como sistemas mais
complexos, na forma de emulsdes multiplas O/A/O ou A/O/A (Figura 1). As emulsdes podem
ser divididas de acordo com o tamanho das goticulas em: micro- (10-100 nm) nano- (100-
1000 nm) e macroemulsdes (0,5-100 um). O termo microemulsdo pode ser utilizado para
denominar liquidos isotrépicos termodinamicamente estdveis formados pela mistura de 6leo,
dgua e tensoativos. J4 as NEs se assemelham as emulsdes convencionais, porém com tamanho
reduzido, sendo estas cineticamente estiveis. Muitas das propriedades das emulsdes como
estabilidade, reologia, aparéncia, cor e textura dependem do tamanho e de sua distribuicao

(WINDHAB et al., 2005; JAFARI et al., 2008).

[a b] O Agua
O Oteo

Figura 1. Representacio esquemdtica de emulsdes: a) emulsdo O/A; b) emulsdo A/O; c) emulsdo A/O/A; d)

emulsiao O/A/O.
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Como sistemas carreadores de farmacos e ativos cosméticos, as NEs conferem
vantagens importantes, tais como: distribuicdo mais uniforme no organismo, levando a um
aumento da biodisponibilidade oral de firmacos, e elevada penetracdo na pele, podendo ser
usadas para tratamentos sistémicos (PRIMO et al., 2008); proporcionam maior estabilidade
frente a fendmenos como sedimentacio, cremagem e coalescéncia; capacidade de controlar a
liberacdo de farmacos; e podem ser utilizadas sob diversas formas farmac€uticas como
cremes, sprays e espumas, além da forma liquida (KOROLOVA; YURTOV, 2012;
WADHWA et al., 2012; MAALIL; MOSAVIAN, 2013). Além disso, em comparacdo as
microemulsdes, a preparacdo das NEs requer uma menor quantidade de tensoativo, o que esta
relacionado a uma menor toxicidade (BOUCHEMAL et al., 2004; SOLANS; SOLE, 2012).

Os constituintes das NEs sdo de grande importancia para a obtengdo de goticulas de
tamanho reduzido e estdveis, fatores imprescindiveis para a boa estabilidade do sistema
(BOUCHEMAL et al., 2004). Para o método de emulsificacdo espontinea, os principais
constituintes sdo o Oleo, agentes emulsionantes, dgua e o farmaco. O Oleo geralmente €
selecionado de acordo com a solubilidade do farmaco, apresentando um papel importante na
formacdo das goticulas, por interferir na viscosidade da fase e, consequentemente, na
estabilidade da formulacao. Diversos 6leos tém sido estudados para a formacdo de NEs, tanto
de origem sintética, como por exemplo, os triglicerideos de cadeia média (BOURDON et al.,
2000; ALAYOUBI et al., 2013; TAYEL et al., 2013), quanto de origem vegetal, como o 6leo
de linhaca (GANTA; AMIJI, 2009), 6leo de semente de uva (ALMEIDA et al., 2010), 6leo de
milho (KLNAWY et al., 2012), 6leo de soja (GAOE et al., 2012), 6leo de gergelim (LARSEN
et al., 2013), entre outros (OSTERTAG et al., 2012)

Os tensoativos também possuem um papel de destaque na preparacdo de NEs. J4 estd
bem elucidado na literatura que o tipo e a concentracdo do tensoativo podem alterar as
caracteristicas das NEs, tendo impacto na formagdo e estabilidade das mesmas, ja que
reduzem a tensdo interfacial e/ou aumentam a repulsdo entre as goticulas (BOUCHEMAL et
al., 2004; OSTERTAG et al., 2012; SABERI et al., 2013). Os tensoativos mais comumente
utilizados sdo os sintéticos como os nao id6nicos do grupo dos polioxietileno-sorbitanos
(Tweens®) (ALMEIDA et al., 2010; YANG et al., 2012; SABERI et al., 2013; ALAYOUBI et
al., 2013) e dos poloxameros (AMBRUS et al., 2009; MISTRY et al., 2012) ou tensoativos de
origem natural como as lecitinas (DESAI et al., 2008; FILIPPIN et al., 2008; BAE et al.,
2009).

Os métodos de preparacdo das NEs foram recentemente revisados e sdo basicamente

divididos em métodos que requerem alta ou baixa energia para a formacdo das goticulas
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(MAALI; MOSAVIAN, 2013). Os métodos de alta energia em geral, sio baseados na
prepara¢do de uma emulsido grosseira seguida por uma diminuicdo do tamanho da goticula
utilizando diferentes tipos de equipamentos (JAFARI et al., 2008). Dentre as técnicas que
requerem alta energia destaca-se a microfluidizacdio (CONSTANTINIDES et al., 2008), a
qual utiliza uma bomba que atua em alta pressdo, cerca de 124 mPa, forcando a emulsao
grosseira a passar por microcanais, chegando até uma camara de interacdo onde as goticulas
se chocam, formando, assim, uma emulsdo fina devido ao elevado cisalhamento.

Outro método eficaz na preparacdo de NEs e que utiliza alta energia € a sonicacao,
porém € uma técnica utilizada apenas para pequenas escalas. A redu¢do do tamanho ocorre
pela emissdo de ondas interfaciais instaveis que reduzem as goticulas primdrias em goticulas
de tamanho nanométrico. O tempo e a intensidade da sonica¢do podem alterar o tamanho das
goticulas, ou seja, quanto maior o tempo e a intensidade, menor serd o didmetro destas
(SOLANS et al., 2005; JAFARI et al., 2008).

Por fim, na homogeinizacdo a alta pressdo as goticulas sdo submetidas a um elevado
cisalhamento pela passagem da formulacdo através de um anel de impacto. A turbuléncia
gerada por esta passagem faz com que haja a reducdo do tamanho das goticulas. Nesse caso,
quanto maior a rotacdo do anel e a pressdo exercida, menores serdo as goticulas. Esses
métodos sdo muito efetivos na redu¢do do tamanho da goticula, mas sua utilizagdo pode ser
limitada para fairmacos labeis e macromoléculas (CONSTANTINIDES, 2008).

Ja os métodos que requerem baixa energia baseiam-se no controle dos fendmenos de
interface envolvidos na interacdo Oleo-dgua e dependem do tipo de moléculas ativas
presentes, ou seja, de sua solubilidade e geometria molecular. A emulsificacdo por inversdao
de fase pode ocorrer de duas formas, sendo que uma delas se dd devido a alteracdes na
temperatura (SHINODA; SAITO, 1968) que, por sua vez, modifica a solubilidade dos
tensoativos ndo-idnicos, afetando seu equilibrio hidrofilico-lipofilico. A baixa temperatura, a
monocamada dos tensoativos apresenta uma curvatura positiva, fazendo com que a emulsio
seja do tipo O/A. Quando ocorre uma elevacdo da temperatura, a monocamada apresenta uma
curvatura de carga negativa, invertendo o sentido das micelas, formando uma emulsao A/O
(SOLANS et al., 2005; SOLANS; SOLE, 2012; OSTERTAG et al., 2012). A temperatura
constante, a inversdo de fases pode ocorrer pela alteracio da composi¢io das fases durante o
processo de emulsificagdo, alterando novamente o equilibrio hidrofilico-lipofilico do
tensoativo (SOLANS et al., 2005). A inversao pode acontecer pela adicdo gradual de 4gua em
uma mistura de 6leo e tensoativos ou ainda, pela adi¢do de eletrdlitos, outros tensoativos e

dlcoois (SADURNI et al., 2005; KOROLEVA:; YURTOV, 2012).

20



Além disso, ainda existe a preparagdo pela técnica de emulsificacdo espontinea
(Figura 2), a qual se baseia na difusdo de um solvente orginico, miscivel em dgua, da fase
oleosa para a fase aquosa. Uma fase organica constituida de 6leo, tensoativo e solvente
organico € adicionada a uma fase aquosa contendo um tensoativo hidrofilico, dessa forma,
ocorre a difus@o do solvente e as goticulas de 6leo s@o formadas instantaneamente para atingir
o equilibrio do sistema. O solvente organico é removido do sistema permanecendo apenas as
goticulas de 6leo dispersas na dgua. Essa técnica depende de vérios parametros como a tensao
interfacial, viscosidade das fases, concentracdo e tipo de tensoativo, podendo interferir
diretamente no tamanho das goticulas formadas (BOUCHEMAL et al., 2004; SOLANS et al.,
2005).

Solvente organico

Oleo -
Nanoemulsao

Tensoativo lipofilico
Farmaco Evaporagao
sob pressao

Tensoativo
hidrofilico
Agua

Figura 2. Representagfo esquematica do método emulsificacido espontinea

Ap6s a preparacdo, as NEs podem ser caracterizadas de acordo com o pH, o qual pode
ser indicativo da estabilidade da formulacdo, visto que um pH mais dcido pode ser devido a
presenca de dcidos graxos livres na formulagdo, provenientes da hidrélise do tensoativo ou do
O0leo (BRUXEL et al., 2012; TANG et al., 2013). A determinacdo do tamanho médio de
goticula e sua distribuicdo sd@o de extrema importancia na caracterizacdo das NEs, pois estes
podem influenciar na estabilidade, bem como no desempenho biol6gico da formulagdo. Estas
caracteristicas sdo influenciadas por vdrios fatores como o tipo e concentragdao de 6leo e
tensoativo, a temperatura e a velocidade de agitacdo durante o preparo (OSTERTAG et al.,
2012; SABERI et al., 2013). Para a determina¢do do tamanho médio e distribuicdo das
goticulas, o método mais usual é a espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS) (ARAUJO et
al., 2011; SEVCIKOVA et al., 2012; SABERI et al., 2013; TANG et al., 2013), ou ainda pode
ser realizada pela técnica de impedancia elétrica, utilizando um contador Coulter

(BOUCHEMAL et al., 2004).
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Outra caracterizac@o importante € a avaliacdo do potencial zeta, o qual reflete a carga
de superficie da goticula, e que pode ser influenciado por alteragdes na interface ou presenca
de moléculas i6nicas adsorvidas na superficie. E um indicativo de estabilidade, visto que
valores elevados estdo relacionados a fendmenos de repulsdo entre as goticulas, prevenindo
assim fendmenos de agregacio (SCHAFFAZICK et al., 2003; BOUYER et al., 2012). A
técnica usual para a determinacdo do potencial zeta € a mobilidade eletroforética. No caso de
haver farmacos incorporados a NEs, determina-se também o teor total e a eficiéncia de
encapsulamento. O teor total determina-se pela extracdo do farmaco com solvente adequado e
a eficiéncia de encapsulamento pela técnica de ultrafiltragdo-centrifugacdo, ou ainda pela
simples visualizacdo de cristais de farmaco por microscopia. A determinacdo da eficiéncia de
encapsulamento € de extrema importancia, visto que o conteido de farmaco associado as
goticulas pode interferir nas caracteristicas do sistema, e vice-versa. Dentre os fatores que
podem interferir na associagdo do farmaco destacam-se as caracteristicas fisico-quimicas do
proprio farmaco, o pH do meio, as caracteristicas de superficie da goticula e a natureza do
6leo (BRUXEL et al., 2012).

Também € importante avaliar a cinética de liberacdo do farmaco a partir das NEs. De
acordo com a literatura, as NEs sdo capazes de proporcionar uma liberagdo controlada de
farmacos lipofilicos incorporados. Visando tal avaliacdo, o método de difusdo em sacos de
didlise é o mais empregado (ARAfJJ Oetal., 2011; BRUXEL et al., 2012).

As NEs também tém sido desenvolvidas com a prerrogativa de aumentar a estabilidade
de substancias fotoldbeis. A presenca do 6leo pode desempenhar um papel importante nesta
avaliacdo, tendo em vista que uma alta solubilidade do farmaco no 6leo pode melhorar a
fotoestabilidade de substincias fotolabeis (ALMEIDA et al., 2009). Além disso, esta
avaliacdo também pode sugerir a localizacdo do farmaco internamente no nanosistema,
levando em conta que moléculas de firmaco que se encontram mais na superficie podem
apresentar uma maior degradacdo do que aquelas que estdo dissolvidas ou associadas mais
internamente. Esta avaliacdo pode ser feita submetendo as formulagdes a uma fonte artificial
de radiacdo ultravioleta, uma vez que pode haver formacao de produtos de degradacdo ou
alteracdo nas caracteristicas da formulacio (BHALEKAR et al., 2008; ALMEIDA et al.,
2010).

Outra avaliacdo relevante diz respeito a estabilidade da formulagdo, pois diversos
fenomenos de instabilidade podem ocorrer, tais como sedimentagdo e cremagem, 0s quais
ocorrem pela acdo da gravidade e da forca centrifuga, respectivamente. Quando as goticulas

sdo mais densas que a fase externa elas tendem a sedimentar, e quando ocorre o contririo, ou
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seja, a densidade das goticulas € menor que a da fase externa, as goticulas se acumulam na
superficie. Outro fendmeno de instabilidade € a floculacdo, que envolve a agregacdo das
goticulas em aglomerados frouxos, dentro da emulsdo. A floculagdao precede a coalescéncia,
por isso deve ser evitada para que se mantenha a estabilidade da emulsdao (KOROLEVA;
YURTOV, 2012; BOUYER et al., 2012). As técnicas de caracterizagdo citadas anteriormente
sdo essenciais para o acompanhamento destes fenOmenos e para avaliar as mudancas na
formulacdo durante o tempo de armazenamento e, dessa forma, pode-se estimar o melhor
periodo e as melhores condi¢des para o acondicionamento do produto.

Ja foi relatado na literatura o uso de NEs na terapia antitumoral (BOURDON et al,
2000; PRIMO et al., 2007; DESAI et al., 2008; MENDES et al., 2009; GANTA; AMIJI,
2009; MOHAN; RAPOPORT, 2010; GAOE et al., 2012; PATEL et al., 2013) e anti-
inflamatéria (BABOOTA et al., 2007; KUO et al., 2008; SHAKEEL et al., 2010; TANG et
al., 2012). Além disso, foram aplicadas na liberacao ocular (TAYEL et al., 2013), parenteral
(ARAIjJO et al., 2011), oral (SUN et al., 2012; MONTEIRO et al., 2012; LI et al., 2013;
ZHANG et al., 2013; LARSEN et al., 2013) e dérmica (PRIMO et al., 2008; HOELLER et al.,
2009; JUNYAPRASERT et al., 2009; BASPINAR et al., 2010). A tabela 1 redne informagdes
a respeito dos estudos de desenvolvimento de NEs considerados mais relevantes. Oleos com
propriedades terapéuticas também ja foram estudados como constituintes de fase oleosa,
como a vitamina E (KUO et al., 2008; SABERI et al., 2013), 6leo de canela (GHOSH et al.,
2013), 6leo de limdo (SALVIA-TRIJILLO et al., 2013), citronela (NUCHUCHUA et al.,
2009), 6leo essencial de Melaleuca alternifolia (FLORES et al., 2011), 6leo de milho (ZIANI
et al., 2011), dleo de ricino (KELMANN et al., 2007), 6leo de semente de uva (ALMEIDA et

al., 2010), entre outros.
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Tabela 1. Estudos de desenvolvimento de nanoemulsdes com diferentes aplicacdes

Farmaco Atividade terapéutica Fase interna Fase externa Meétodo c~le Referéncia
preparagio
Temoporfina Antitumoral Miglyol 812N"/ Poloxamer EE PRH\;[(())O;:t o
p Epikuron® 170 188°
Lecitina d GANTA-AMIII
Paclitaxel/ Curcumina Antitumoral Oleo de linhaga eci)::)a © U et al., 2009
p . . GAOE et al.,
Docetaxel Antitumoral Oleo de sog) 3(/)Iec1t1na de Pollo ; gén “ HAP 2012
. . Sedativo, hipnético Oleo de ricino/ lecitina de Glicerol/ ARAUIO etal,,
Talidomida . ® EE 2011
soja Tween 80
: y iy , Tween 80/ SHAKEEL et
Indometacina Anti-inflamatéria Labrafil M1944CS Transcutol HP EE al.. 2010
Anfotericina B Antifingica Miglyol 812N®/ lecitina - U FILLI2PS(1)\I;et al.,
de soja/ colesterol
Fluconazol Antifingica Capmul MCM Tween 80° EE PAT};%E etal,
Carbamazepina Anticonvulsivante Oleo de ricino: Miglyol Tween 80° EE KE;M;E)IS;\I ot
810%/ lecitina de soja °
Rutina Antioxidante Oleo de semente de uva/ Tween 80° EE ALMEIDA et
Span 60 al., 2010
Resveratrol Antioxidante Miglyol Miglyol 812N® Montanox” EE AM?;& al.,
o .. . ® Lecitina de ZHAO et al.,
Ubiquinol-10 Antioxidante Miglyol 810 soja HAP 2013

*EE — Emulsificagdo Espontinea; U — Ultrasonicacio; HAP: Homogeneizagdo de Alta Pressdo.



1.2 Oleo de Roméa

A romazeira (Punica granatum) é uma arvore pertencente a familia Punicaceae, nativa
da Asia e Mediterraneo e, nos dltimos anos, seu cultivo se disseminou para outras regides do
mundo. A fruta (Figura 3) divide-se em trés partes, as sementes, polpa e casca, sendo rica em
compostos fendlicos, incluindo catequinas, antocianinas e outros flavonoides complexos,
além de taninos hidrolisaveis e esteroides como cumestrol, o-estradiol, testosterona,
estigmasterol, entre outros (SINGH et al., 2002; SYED et al., 2007; LANSKY; NEWMAN,
2007). Na medicina popular, a roma e suas preparacdes foram relatadas como eficazes para o
tratamento de cdlica, colite, diarreia, disenteria, além de apresentarem propriedades como

vermifugos, adstringentes, antiespasmodicos e diuréticos (SCHUBERT et al., 1999).

Figura 3. Representag@o da fruta roma (http://nutricaojoyce.com.br/beneficios-da-roma)

As sementes da roma sdo ricas em dcidos graxos poli-insaturados, vitaminas,
polissacarideos, polifenois e minerais. Quando moidas e secas, as sementes produzem um
6leo, o qual pode ser extraido por métodos mecanicos ou quimicos. Os métodos quimicos sao
os mais aplicados e dentre eles destacam-se a extragdo por Soxhlet (ABBASI et al., 2007),
irradiacdo por micro-ondas e ultrassonica (GOULA, 2012; TIAN et al., 2013), extracdo com
solvente superaquecido (EIKANI et al., 2012) e por fluido supercritico (AHANGARI;
SARGOLZAEI, 2012; LIU et al., 2012).

Na tabela 2 encontram-se os principais constituintes presentes no OR extraido das
sementes. Entre os 4cidos graxos presentes figuram os dcidos oleico, palmitico e estedrico
(SCHUBERT et al.,, 1999). Estdo presentes ainda componentes polifendlicos, como
flavonoides e acido elagico (WANG et al., 2004), além de triterpenoides e estrogénio, os

quais conferem ao O6leo propriedades antioxidantes, antitumorais e anti-inflamatérias. A
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atividade antioxidante do 6leo é baseada na eliminacdo de radicais livres e diminuicdo do
estresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica (SINGH et al., 2002; BEKIR et al., 2013). Além
disso, este 6leo ainda atua inibindo a atividade da ciclo-oxigenase (COX), enzima importante
na rota metabodlica do 4dcido araquidonico e das prostaglandinas, mediadores inflamatérios
(LANSKY; NEWMAN, 2007; BEKIR et al., 2013). O OR pode inibir também a proliferacao
de diferentes tipos de células tumorais, rompendo o ciclo celular, induzindo a apoptose e,
consequentemente, reduzindo o crescimento de tumores (ASLAM et al., 2006; LANSKY;
NEWMAN, 2007; SYED et al., 2007), tais como de pele, mama e préstata (KIM et al., 2002;
ALBRECHT et al., 2004; JOHANNINGSMEIER et al., 2011). A presenga dos diversos
acidos graxos na composi¢cdo do OR tem um papel importante na prevencdo de doencgas

cardiovasculares por reduzirem teores de colesterol (PARASHAR et al., 2010).

Tabela 2. Constituintes quimicos do 6leo de roma extraido das sementes.

Constituintes

: Quantidade (%)
Acidos graxos

Trigliceridios 88,0

Diacilglicerdis 7.0

Fosfolipidios 3,0
Acido ptnico 65,0
%cido linoleico 7,0
Acido docosanoico 1,3
Acido tetracosanoico 1.4
Campesterol 0,1
Estigmasterol 0,1
B-Sitosterol 1,0
Y'-Tocoferol 1,0
17-a-Estradiol 0,3

Fonte: ASLAM et al., 2006

Recentemente, Mizrahi e colaboradores (2014) desenvolveram NEs de OR com
proposito de utilizacdo em doencas neurodegenerativas. No trabalho em questdo o método
utilizado foi o de sonicag¢do, obtendo-se goticulas com didmetro em torno de 150. A

formulacao proposta continha 1,56 g de OR, 0,65 g de Tween 80% e 0,39 g de monooleato de
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glicerila e dgua. Os resultados mostraram que as NEs de OR reduziram a morte neuronal, bem
como a peroxidacdo lipidica e ainda aumentaram a neurogénese, fator importante no
tratamento de condi¢des neurodegenerativas. Além disso, a formulacdo pode retardar o inicio,
bem como a progressdo da doenca em um tempo mais curto e em dose mais baixa comparado
ao 6leo natural. O efeito neuroprotetor foi explicado devido a presenca de 4cidos graxos poli-
insaturados, os quais podem atravessar a barreira hematoencefdlica com mais facilidade e

consequentemente aumentar a biodisponibilidade da formulacdo em estudo.

1.3 Dor, inflamacio e cetoprofeno: caracteristicas gerais, aspectos farmacoldgicos,
terapéuticos e sistemas nanoestruturados

O processo inflamatério e a dor exercem um papel muito importante na homeostasia
do organismo. O primeiro representa o reparo tecidual ou trauma, e o segundo atua como um
sistema de alerta, salientando a presenca de perigo iminente (WOOLF e SALTER, 2000). A
dor é uma qualidade sensorial complexa e indefinida, pois envolve multiplos fatores
(BASBAUM et al., 2009). Além da nocicepg¢ao, definida como o componente fisiolégico da
dor, este processo também envolve componentes cognitivos, afetivos e emocionais (JULIUS e
BASBAUM, 2001; NEUGEBAUER et al., 2009). Os termos nocicep¢do e antinocicep¢ao sao
empregados para animais € sua avaliacdo € feita indiretamente através do componente
fisiolégico (TJOLSEN e HOLE, 1997; ALMEIDA et al., 2004).

A deteccdo de estimulos nocivos (calor ou frio excessivo, substancias quimicas e
estimulos mecénicos) oriundos da periferia, ocorre pela ativacdo de terminacdes nervosas
livres, ligadas a fibras aferentes sensoriais pouco mielinizadas ou nido mielinizadas (Ad e C,
respecitvamente), chamadas nociceptores (ALMEIDA et al., 2004). De maneira simplificada,
0s nociceptores, através de neurdnios de primeira ordem, levam informacdes da periferia para
o cortex cerebral, fazendo conexdes com neurdnios de segunda ordem, localizados na medula
espinhal (Figura 4) (MESSLINGER, 1997; BASBAUM et al., 2009).

A sensibilizacdo dos nociceptores € geralmente resultado de alteracdes associadas ao
processo inflamatério, como modificacdes no padrdo dos mediadores quimicos (WOOLF e
SALTER, 2000). Consequentemente, a lesdo tecidual estd comumente ligada ao acimulo de
mediadores enddgenos liberados de nociceptores ativados ou de células ndo neuronais que
residem ou infiltram a 4rea lesionada, como macréfagos e neutréfilos (SCHAIBLE et al.,

2010).
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Figura 4. Representagdo esquemadtica da via aferente de transmissao nociceptiva. Fonte: adaptado de BASBAUM

et al., 2009.

A inflamacio € uma resposta do tecido a lesdo celular e caracteriza-se por um processo
complexo, dindmico e multimediado, que pode se manifestar a partir de agentes lesivos
fisicos, quimicos ou biolégicos (COTRAN; KUMMAR; ROBINS, 2006). A resposta
inflamatoria € caracterizada basicamente por trés etapas: a primeira, onde ocorre
vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo no local; a segunda alteracdo baseia-se na
ativacdo de células endoteliais e dos leucdcitos circulantes, levando a um aumento da
permeabilidade vascular com exsudacdo de liquido para os tecidos; e por fim, na terceira
etapa, ocorre degeneracdo tecidual, podendo causar dor através da ativacdo e sensibilizacio de
nociceptores, ocasionada pelo edema local (HUERRE; GOUNUN, 1996; LEES et al., 2004;
VERRI et al.,, 2006). Todas essas alteragdes causadas pelo processo inflamatério foram
caracterizadas clinicamente 30 a.C. por médicos romanos, que descrevem O processo em

cinco sinais cardinais: calor, rubor, edema, dor e perda da fungdo do 6rgao (Figura 5).
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Figura 5. Ilustragdo comica dos cinco sinais da inflamacdo. Fonte: www.biomaterial.com.br/inflama/sinais.html

O extravasamento plasmadtico contribui para a ativagdo de uma série de proteases
inativas, componentes de quatro cascatas enzimaticas proteoliticas: o sistema complemento, o
sistema de coagulagdo, o sistema fibrinolitico e o sistema das cininas. Essa ativacdo
desencadeia a formacdo de substincias quimiotdticas que atraem células e estimulam a
liberacdo de diversos mediadores inflamatérios, destacando-se a histamina, bradicinina,
serotonina, produtos da cascata do 4cido araquidonico e ATP. Os macréfagos e leucdcitos
recrutados pelos sitios de lesdo celular desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento do processo inflamatério mediante liberagdo de fatores de regulacdo da fase
aguda como a interleucina-1, interleucina-6 e o fator de necrose tumoral o (TNF-a)
(HUERRE; GOUNUN, 1996; VERRI et al, 2006). Além disso, os macréfagos e neutréfilos
liberam uma variedade de substancias toxicas de seus granulos, como oxidantes como as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e enzimas, como mieloperoxidase, elastase,
proteinases entre outras, promovendo a indu¢do de fatores transcricionais, como NF-«B, bem
com perda de estoques energéticos celulares, rompimento de mitocOndrias, peroxidacdo e
destruicdo de membranas e dano em moléculas do DNA (MEDZHITOV, 2008; SILVA,
2010).

Por se tratar de um processo multimediado, diversos componentes do mecanismo
fisiopatologico da reacdo inflamatéria poderiam ser alvos para a acdo de farmacos anti-
inflamatorios. Um dos possiveis mecanismos seria bloquear, inicialmente, a formagdo de
moléculas de adesdo e quimiocinas, interferindo na migracdo transendotelial das células
inflamatdrias e consequentemente inibir a cascata de formacao dos mediadores inflamatdrios.
Outro mecanismo de agdo estd baseado na inibicdo das enzimas especificas envolvidas na
sintese de mediadores inflamatérios, como as fosfolipases, lipoxigenase, ciclo-oxigenase e
calicreinas (SILVA, 2010).

Dentre os agentes terapéuticos empregados no tratamento da dor e inflamacdo, os
AINE:s estdo entre os mais utilizados, contabilizando cerca de 5% das prescri¢cdes médicas em
todo o mundo (SMALLEY et al, 1995). Os AINEs constituem um grupo heterogéneo de
compostos que possuem funcdes terapéuticas em comum, ou seja, sdo analgésicos,
antipiréticos e anti-inflamatoérios. Estes farmacos, ao inibirem a sintese de prostaglandinas
(PGI2, PGEl1 e PGE2), diminuem a vasodilatacdo, causam efeitos inibitérios nos
nociceptores, centro termorregulador hipotalamico e modulam os sinais e sintomas da
inflamacdo (FELDMAN; McMAHON, 2000). Segundo a Associagdo Americana de

Reumatologia, dentre as doengas cronicas existentes, as doengas reumaticas sao as que mais
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afetam os individuos, sendo os AINEs os farmacos de escolha no alivio dos sintomas dessas
doencas, a fim de melhorar a qualidade de vida dos pacientes (BORNE, 2008).

Dentre os representantes desta classe encontra-se o CP (Figura 4), um AINE
pertencente a classe do dcido propidnico, sendo considerado um dos mais potentes inibidores
da COX dentro das concentrac¢des terapéuticas. Além de inibir a sintese de prostaglandinas, o
farmaco atua inibindo a via lipo-oxigenase da cascata do 4cido araquiddnico, e tem acdo como
um potente inibidor da bradicinina e estabiliza as membranas lisossomicas contra a alteragao
osmotica, impedindo a liberacdo de enzimas que medeiam reacOes inflamatdrias e causam

destruicao tecidual (ASHVINI et al., 2011).

Figura 6. Estrutura quimica do Cetoprofeno

O CP € caracterizado como um p6 branco e cristalino e é praticamente insoluvel em
dgua. Quando administrado pela via oral é rapidamente absorvido. A presenca de alimentos
no trato gastrintestinal diminui a velocidade, mas nio a extensdo da absorcdo. Possui alta
ligacdo as proteinas plasmaticas, atinge sua concentracdo maxima entre 0,5 — 2 horas, sofre
biotransformacgdo hepatica e apresenta meia vida de distribui¢dao de 20 minutos e meia vida de
eliminagdo de 3 horas, sendo que cerca de 60% ¢é eliminado na urina na forma de
glucoronideo e 40% € eliminado pela via entero-hepatica. Tem acdo antirreumatdide, anti-
inflamatoria, analgésica, antigotosa, antidismenorréica e tem acio supressora da cefaleia
(KOROLKOVAS; FRANCA, 2001).

O CP ja foi relatado como farmaco fotoldbil (MAS; TAULER; JUAN, 2011) e,
quando exposto a radiagdo UV ou visivel sofre descarboxilagcdo, formando um carbanion que
ainda passa por uma protonagdo, gerando a 3-etilbenzofenona (TONNESEN, 2001; ALBINT;
FASANI, 1998). Durante esse processo pode haver a formacdo de radicais livres de alta
energia induzindo a peroxidacdo lipidica e alteracdes no DNA das células, causando, por
exemplo, reagdes alérgicas quando utilizado na pele (CHOI et al., 2011). Além dos maleficios
bioldgicos, a formacdo do produto de degradagdo pode interferir na analise do CP, bem como
alterar propriedades organolépticas das formulacdes. Desta forma, torna-se interessante o

desenvolvimento de um sistema que proporcione um aumento da fotoestabilidade do CP.
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A principal limitagdo ao emprego terapéutico do CP estd relacionada aos efeitos
lesivos no trato gastrintestinal. Seus efeitos adversos podem ser atribuidos ao contato direto
do farmaco com a mucosa géstrica e, por acdo sistémica, apds absorcao. Esses efeitos se
devem, principalmente, a inibi¢do da sintese de prostaglandinas citoprotetoras no estomago.
Entretanto, substancias 4cidas podem induzir um dano tépico, pois em pH baixo, dcidos
organicos fracos tornam-se moléculas ndo-ionizadas com caracteristicas apolares, o que lhes
permite atravessar a membrana mucosa € acumular-se nas células epiteliais. Com a mudanga
de pH é&cido para neutro no interior da mucosa, o firmaco torna-se ionizado acumulando-se no
interior das células epiteliais, causando danos as mesmas (FIORUCCI; ANTONELLI,
MORELLLI, 2001). Diante disso, a incorporagdo do CP em um sistema que reduza seu contato
direto com a mucosa pode ser uma abordagem promissora na reducdo dos efeitos adversos. O
CP ja foi incorporado em diferentes sistemas nanoestruturados. A tabela 3 relaciona alguns

exemplos de estudos.
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Tabela 3. Estudos envolvendo a incorporacio do cetoprofeno em sistemas nanoestruturados

Sistema Meétodo de preparagdo Constitui¢io Objetivo Caracterizacao Referéncia
e Alcool benzilico/
Nanoemulsao Emuls1f1Ac aga0 Solutol® HS 15/ Administracdo topica DM: 58-226 nm; KM et al.,
espontanea 2008
etanol
~ Emulsificagdo Esteres de 6leo de . s ) SAKEENA et
Nanoemulsio esponténea palma/ Tween 8 0® Administracdo tépica DM: 229 nm al.. 2010
Nanoparticulas Emulflflca(;ao/ CB6/ tampao fosfato Liberagao controlada DM: 233-306 nm HOAIetal,
evaporacdo de solvent 2012
DM: 163-159 nm; PZ:
Emulsificacao/ PLGA/PVA/ 11,17-16,76 mV; IPD: SHAH et al
Nanoparticulas evaporacdo de Quitosana/ Tween Liberacao percutianea 0,12-0,18; EE: 81,27- ”
® 2012
solvente 80 92,81%
. .. DM: 144+1,80 nm; PZ -
Nanoparticulas Difusio de solvente P?a’ﬂi(g)’)% ,Pa\sllglo Administracdo t6pica 27,6+0,82 mV; IPD: <0,2; VUC2EOI\1136t al.,
EE: 75,3£0,96 %
Nanoparticulas Método de Cera de abelha/ cera DM: 82+2.43 nm; PZ: - KHERADMA
ling digas séllli das microemulsio A quente de carnaudba/ lecitina Liberagdo controlada 15,52+1,32; IPD: NDNIA et al.,
P q de ovo/ Tween 80° 0,26+0,02; EE: 96,53+0,23 2010
., Deposu;a}o mterfa,c1al Migliol/PCL/ Span Avaliacdo da atividade DM: 270 nm; PZ negativo; DA
Nanocépsulas de polimero pré- ® ® . SILVEIRA et
80~/ Tween 80 frente ao glioma IPD < 0,2
formado ) al., 2013
Oleo d
Deposigao interfacial mos quest a/eErSS?a it Avaliacdo da DM: 180-197 nm; PZ: -8,7
Nanocépsulas de polimero pré- ® % citotoxicidade em --21,8 mV; IPD: 0,13-0,26; | RIBAS, 2013
S1007/ Span 80™/ .
formado Tween 80° fibroblastos EE: >90%

*DM: didmetro médio; PZ: potencial zeta; IPD: indice de polidispersdo; EE: eficiéncia de encapsulamento; CB6: mondmeros de glicoluril metilado
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Abstract

The present study showed the development of pomegranate seed oil nanoemulsions as an
alternative for the treatment of glioma. For this, two oil concentrations (1.5 and 3.0 %) were
tested and evaluated regarding the physical stability through centrifugation test, thermal stress
and heating/cooling cycle. The results showed that both formulations can be considered
stables against instabilities phenomena, regardless oil concentration. Considering that
oxidative stress is related to tumor development, the formulations were evaluated in terms of
DPPH scavenging activity and antitumor activity against C6 glioma cells. Also, a test was
conducted with astrocyte cells. The results showed that the nanoemulsification of
pomegranate seed oil did not promote changes in its antioxidant activity. Moreover, the

formulations showed high antiglioma activity without reducing astrocyte viability.

Keywords: Nanoemulsion, pomegranate seed oil, antioxidant activity, antitumor activity
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1. Introduction

Pomegranate (Punica granatum), a native fruit of Asia and Mediterranean, has been
studied as a functional and nutraceutical source in recent years. Pomegranate seeds are rich in
sugars, polyunsaturated fatty acids, vitamins, polysaccharides, polyphenols and minerals.
When crushed and dried, the seeds produce an oil which can be extracted by mechanical or
chemical methods (Syed, Afaq, & Mukhtar, 2007).

The main constituents of PSO are conjugated fatty acids, including oleic, linoleic,
palmitic, punic and stearic acids, that have an important role in preventing cardiovascular
disease by reducing cholesterol levels and promoting an anti-atherogenic effect (Mirmiran,
Fazeli, Asghari, Shafiee, & Azizi, 2010; Schubert, Lansky, & Neeman, 1999). Due to the
phenolic and flavonoid contents, PSO presents antioxidant activity by elimination of free
radicals, decrease in oxidative stress and lipid peroxidation, which plays an important role in
the prevention and treatment of cancer (Poulsen, Prieme, & Loft, 1998; Schubert, Lansky, &
Neeman, 1999). PSO may also inhibit the proliferation of different types of tumor cells,
disrupting the cell cycle by inducing apoptosis and thus reducing the tumor growth (Aslam,
Lansky, & Varani, 2006; Lansky & Newman, 2007). For this reason, PSO is a promising
alternative that may be used in breast, prostate and skin cancer therapy (Albrecht, Jiang,
Kumi-Diaka, Lansky, Gommersall, Patel, et al., 2004; Johanningsmeier & Harris, 2011; Kim,
Mehta, Yu, Neeman, Livney, Amichay, et al., 2002). However, until now, no study has shown
the antiproliferative effect of PSO against glioma cells.

Glioma is a type of brain tumor originated from glial cells. It presents a poor prognosis
for patients due to its rapid proliferation and infiltrative growth. Moreover, malignant gliomas
are resistant to therapeutic strategies. Another aspect that contributes to drug resistance is the
poor penetration of many drugs across the blood-brain barrier (Behin, Hoang-Xuan,

Carpentier, & Delattre, 2003). In this sense, nanostructured carriers have shown promising
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results in terms of enhancing drug transport across the blood-brain barrier (da Silveira,
Chassot, Teixeira, Azambuja, Debom, Beira, et al., 2013).

Considering the numerous potentialities of PSO, it is relevant the incorporation of this
oil in an effective and stable system for its administration. In this regard, nanoemulsions are
very attractive colloidal systems for therapeutic and nutritional oils. By definition,
nanoemulsions are kinetically stable emulsion systems in which the oil droplets are dispersed
in an external aqueous phase stabilized by a thin layer of emulsifier (Bouchemal, Briancon,
Perrier, & Fessi, 2004). Due to their small droplet size (100 — 500 nm), instability phenomena
caused by gravitational flocculation, creaming, sedimentation and/or coalescence are
prevented. Besides the kinetic stability, the smaller droplet size of nanoemulsions becomes
the formulations less viscous and more translucent or transparent than conventional emulsions
(C. Solans, Izquierdo, Nolla, Azemar, & Garcia-Celma, 2005). Moreover, due to their reduced
droplet size, nanoemulsions have been studied to increase the bioavailability of drugs, to
enhance skin penetration, to improve water solubility of lipophilic compounds and to
ameliorate the stability of labile substances.

Taking all of this into account, the aim of this study was to prepare and characterize
PSO nanoemulsions, as well as to evaluate their physical stability, antioxidant activity and

antiproliferative effect against glioma cells.

2. Materials and methods
2.1 Materials

Pomegranate seed oil was purchased from ViaFarma (Sdo Paulo, Brazil). Span 80°
(sorbitan monooleate), Dimethylsulphoxide (DMSO), 3(4, 5-dimethyl)-2,5diphenyl
tetrazolium bromide (MTT), and 1’1-dipphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) were acquired from

Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brazil). Tween 80°® (polysorbate 80) was furnished by Delaware
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(Porto Alegre, Brazil). Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Fungizone,
penicillin/streptomycin, 0.25 % trypsin/EDTA solution and fetal bovine serum (FBS) were
obtained from Gibco (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA). Ultrapure water was obtained from
Milli-Q® Plus apparatus. All other solvents and reagents were analytical grade and used as

received.

2.2 Preparation of nanoemulsions

Nanoemulsions were prepared by spontaneous emulsification, according to the method
described by Bouchemal and co-workers (Bouchemal, Briancon, Perrier, & Fessi, 2004), with
some minor modifications. In brief, pomegranate seed oil (1.5 % (w/v) — NE PSOA or 3.0 %
(w/v) — NE PSOB) and Span 80® (0.077 g) were solubilized in acetone (50 mL). After 60
minutes under moderate stirring this organic phase was added in a Tween 80° (0.077 g)
aqueous phase (50 mL). The O/W emulsion was formed instantaneously by diffusion of the
organic solvent in the aqueous phase, forming the nanodroplets. The magnetic stirring was
kept for 10 min and then, the organic solvent was eliminated by evaporation under reduced

pressure to achieve 10 mL of final volume. The formulations were prepared in triplicate.

2.3 Characterization of nanoemulsions

The mean droplet size and polydispersity index analyses (PDI) (n=3) were measured
at 25°C by photon correlation spectroscopy (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, UK)
after diluting the samples in ultrapure water (1:500). Zeta potential analyses (ZP) were
measured using the same instrument after the dilution of the samples in 10 mM NaCl (1:500).
The pH values of nanoemulsions were determined by immersing directly the electrode of a
calibrate potentiometer (Model pH 21, Hanna Instruments, Brazil) in the formulations.

Measures were performed at room temperature (25 + 2°C) in triplicate.
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2.4 Physical stability
2.4.1 Centrifugation test

For the centrifugation test 10 mL of formulations were submitted to three different
rotation speeds: 1,000, 2,500 and 3,500 rpm (MTD Plus IIl) for 15 min at each speed
(Gumiero & da Rocha, 2012). After this, nanoemulsions were analyzed for macroscopic
changes and were classified according to the instability events in normal, slightly modified,

modified and intensely modified.

2.4.2 Heating/Cooling cycle

The heating/cooling cycle was performed in order to evaluate the nanoemulsion
stability at extreme temperature changes. This test consisted in submitting the samples at 40°C
temperature in an air stove (Mecalor, Brazil) for 24 h and then at 4°C in refrigerator (Consul,
Brazil) for another period of 24 h, thus completing six cycles (12 days) (Gumiero & da
Rocha, 2012). Physicochemical characteristics (droplet size, polydispersity index, zeta

potential and pH) were evaluated before and after heating/cooling cycle (n=3).

2.4.3 Thermal Stress

Thermal stress test was carried out according Gumiero and co-works, with some
modifications (Gumiero & da Rocha, 2012). For this, the samples were placed in a
thermostatic bath (Cientec, Brazil) and submitted to a range of temperature (from 50°C up to
80°C, increasing by 5°C intervals) for 30 min at each condition. Physicochemical
characteristics (droplet size, polydispersity index, zeta potential and pH) were evaluated

before and after thermal stress (n=3).
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2.5 DPPH radical scavenging capacity estimation

In order to evaluate the antioxidant property of PSO nanoemulsions (NE PSOB), an
aliquot of 0.5 mL of each sample, at final concentration of 0.1, 0.25 and 0.5 mg/mL, was
mixed with 1.5 mL of DPPH reagent at room temperature, following the method described by
Serpen and co-workers (Serpen, Capuano, Fogliano, & Gokmen, 2007), with minor
modifications. After 30 min, the absorbance values were measured at 518 nm and expressed
as percentage of scavenging capacity following equation described below (Blois, 1958;
Brandwilliams, Cuvelier, & Berset, 1995) (Eq. 1). An ethanolic solution of PSO and
nanoemulsions were used as a blank, while DPPH solution was used as a negative control.

Moreover, ascorbic acid was used as antioxidant activity knowledge, for comparison purpose.

(Abs-Abb)x100
Abc

SC % =100- (Eq. 1)

Where: SC %: Scavenging capacity in percentage; Abs: sample absorbance; Abb:

blank absorbance; Abc: control absorbance.

2.6 Cytotoxicity assay in glioma C6 cells and astrocyte cells

Malignant glioma cells line (C6) and primary astrocyte cells were obtained from
American Type Culture Collection (ATCC). The cells were grown and maintained in low-
glucose DMEM containing 0.1 % Fungizone and 100 U/L penicillin/streptomycin and
supplemented with 5 % or 10 % FBS. Cells were kept at 37 °C in a humidified atmosphere
with 5 % CO, (da Silveira, et al., 2013).

After the cells reached 90% confluency, they were subjected to trypsinization and
counted in a Neubauer chamber, after seeding 10.000 cells per well in 96-well plates. These

plates were kept at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, for 24 h and were further
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treated with PSO dissolved in DMSO or nanoemulsion formulations (NE PSOB) at 30, 50 and
100 pL. Cells treated with DMSO were used as controls. After 24 h and 48 h of treatment,
cell viability was determined by MTT method as previously described, which evaluates the

mitochondrial functionality (da Silveira, et al., 2013).

2.7 Statistical analyses

Formulations were prepared and analyzed in triplicate and the results were expressed
as mean + standard deviation. GraphPad Prism, version 5 were used for the test ¢ and analyses
of variance (ANOVA) one way followed by post-hoc Tukey’s tests. Values of p<0.05 were

considered to be statistically significant.

3. Results and discussion
3.1 Preparation and characterization

PSO nanoemulsions were prepared by spontaneous emulsification method, using two
different concentrations of PSO, 1.5 and 3.0 % (w/v). After preparation, the formulations had
milky appearance, characteristic of colloidal systems. Solans and Solé reported that for
obtaining nanodroplets with this method is necessary a very high solvent/oil ratio (Conxita
Solans & Sole, 2012). In this study, it was used equal volumes of water and acetone, 50 mL
for each phase. It was done in order to facilitate PSO solubilization and the formation of the
droplets.

Table 1 shows the values of average diameter of the droplets, PDI, zeta potential and
pH. By comparing both formulations, it is possible to notice a slight increasing trend in the
characteristics with the increase of the oil concentration; however, there is no significant
difference among the parameters evaluated. Droplet sizes were below 250 nm, which is

compatible with other studies using the same method of preparation (Martini, Carvalho,
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Teixeira, & de Oliveira, 2007). PDI was less than 0.2, indicating a homogeneous system.
According to the literature, a narrow size distribution prevents Ostwald ripening and, for this
reason, is related to a high stability of nanoemulsions (Yilmaz & Borchert, 2005). Zeta
potentials were negative and pH values were in the acid range. These characteristics were
probably influenced by the fatty acids of PSO and the presence of Tween 80° at droplet

surface.

3.2 Physical stability

After preparation nanoemulsions were submitted to the centrifugation test, which
allows fast information about instability phenomena like creaming, sedimentation, and phase
separation. The formulation containing 0.15 g of PSO (NE PSOA) remained the initial
characteristics, and no instability phenomena were observed. On the other hand, the
formulation containing 0.30 g of PSO (NE PSOB) showed a moderate creaming above 2,500
rpm. This phenomenon can be reversed by stirring, which not avoid the use of the
formulation.

PSO nanoemulsions were also submitted to thermal stress and heating/cooling cycle
tests in order to analyze the influence of temperature changes on the stability of the
formulations (Fig.1 and 2). Over the studies, no macroscopic modifications were observed,
suggesting absence of instability phenomena. However, among the physicochemical
parameters analyzed, only zeta potential was affected by higher temperatures. Regarding
heating/cooling cycle study, no significant differences in the characteristics of the
formulations were observed. The droplet size, PDI, zeta potential and pH values after thermal
stress and heating/cooling cycle tests remained in the ranges 185 to 250 nm, 0.096 to 0.163, -

17.39 to -22.47 mV and 4.39 to 4.89, respectively.
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Temperature modifications can promote changes in the viscosity of the phases and can
modify the interfacial tension inducing phase separation, creaming or coalescence. Gumiero
and Rocha Filho described the physical and chemical stability of babassu nanoemulsions and
reported that these systems also showed no difference in their characteristics when the

formulations were submitted to changes of storage temperature (Gumiero & da Rocha, 2012).

3.3 DPPH radical scavenging capacity estimation

Since divers studies have proven that the antiproliferative activity of many natural
compounds is related to its antioxidant ability, it was considered relevant to investigate
whether nanoemulsification of PSO could interfere in this activity. Considering that NE
PSOB showed adequate physico-chemical characteristics and has the higher PSO
concentration, this formulation was selected for the in vitro evaluations.

The ability of PSO and NE to scavenge DPPH, a stable free radical, was evaluated in
comparison with ascorbic acid, a standard antioxidant. Table 2 shows that radical scavenge
activity of PSO was around 35%, regardless oil concentration (p>0.05). Liu and co-workers
(Liu, Xu, Gong, He, & Gao, 2012) reported radical scavenging activity higher than 50% for
PSO, however, the lowest concentration tested was 0.8 mg/mL, being 1.6 times higher than
the maximum concentration evaluated in our work. Schubert and co-workers demonstrated
that PSO has antioxidant activity higher than red wine, green tea and butylated
hydroxyaanisole (Schubert, Lansky, & Neeman, 1999). Shaban and co-workers showed that
PSO presents low phenolic and flavonoid content (Shaban, El-Kersh, El-Rashidy, & Habashy,
2013), indicating that the antioxidant property is due, in addition to these compounds, to the
presence of other substances as triterpenoids, gamma-tocopherol, 17-aestradiol, estrogens

“‘estrone and estriol’’, testosterone, b-sitosterol, coumesterol, campesterol, stigmasterol,
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punicic acid and flavonoids ‘‘genistein and daidzein’’ (Kaufman & Wiesman, 2007; Lansky
& Newman, 2007).

The comparison among PSO and NE showed no statistical difference between the
radical scavenging activity of oil and nanoformulation, indicating that the nanoemulsification

process did not affect the antioxidant activity of PSO.

3.4 Cytotoxicity assay in glioma rat cells (C6) and astrocyte cells

PSO and NE PSOB were assayed in vitro for their cell growth inhibitory activity in rat
glioma C6 cells and astrocyte cells by the MTT assay. Figures 3A and 3B show that PSO
reduced the viability of C6 cells, regardless of the dose tested. Moreover, no significant
difference was observed among 24 and 48 h of experiment. In relation to the nanoemulsified
formulation, NE PSOB also presented cytostatic action, decreasing C6 cells viability. After 24
h culture, significant suppression of 42 and 65% of growth occurred for the higher
concentration (100 uL) of NE PSOB and PSO, respectively. On the other hand, after 48 h
culture, NE PSOB presented suppression of 53% of growth, whereas PSO kept the same cell
viability.

PSO and its nanoemulsion showed excellent antiglioma potential with values more
than 40% inhibition. For this, their selectivity was evaluated in astrocyte cultures as a non-
transformed cell model. Figure 3C shows that NE PSOB did not promote significant
alterations on astrocyte cell growth. Moreover, PSO presented significant reduction of
astrocyte viability. These results suggest that PSO nanoemulsions are non-toxic to healthy
cells, been selective for malignant cells.

PSO antitumor activity has been reported against other kinds of cells as MCF breast
cancer (Kim, et al., 2002), colon, skin (Johanningsmeier & Harris, 2011) and DU 145 human

prostate tumor (Albrecht, et al., 2004). The mechanisms involved in the reduction of tumors
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growth are related to the presence of campesterol, stigmasterol, gamma-tocopherol and
conjugated 18 carbon fatty acid, mainly punicic acid. They are capable of inhibiting lipid
peroxidation and/or cyclooxygenase and lipoxygenase activity, hence, oxidative stress and
inflammatory process, respectively, which can be involved in the apoptotic cascade
(Johanningsmeier & Harris, 2011; Kim, et al., 2002). In addition, these compounds can inhibit
the nuclear factor kappa B (NF-kB) and can promote an antiangiogenic effect, related events
which are related with the proliferation of tumor cells (Johanningsmeier & Harris, 2011).
Nanoemulsions represent a promising alternative for PSO administration in the
precention and treatment of glioma. Due to their colloidal size and aqueous continuous phase,

PSO nanoemulsions can be administered by many routes, including intravenous.

4. Conclusions

The pomegranate seed oil nanoemulsions developed in this work combined adequate
physicochemical characteristics with physical stability and antioxidant activity. The high
antiglioma activity of PSO and its nanoemulsion suggest the potential use of the proposed

formulation in the treatment of malignant glioma.
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Table 1. Characteristics of pomegranate seed oil nanoemulsions

Analysis NE POSA NE PSOB
Mean diameter (nm) 219 £29 250 £43
PDI 0.10 £0.03 0.16 £ 0.08
Zeta potential (mV) -23.20£3.74 -20.10 £4.16
pH 4.5+0.03 4.7+0.17

NE PSOA: nanoemulsions containing 1.5 % of PSO
NE PSOB: nanoemulsions containing 3.0 % of PSO

Table 2. DPPH radical scavenging capacity estimation of pomegranate seed oil and nanoemulsion

Concentrations (mg/mL) Ascorbic acid PSO NE PSOB
(%) (%) (%)
0.10 9734 +£0.35 27.51+£2.05 27.80+2.58
0.25 97.15+0.35 35.76 £3.37 28.47 +4.50
0.50 97.25+0.06 37.89+147 3259 +9.87

PSO: pomegranate seed oil
NE PSOB: nanoemulsions containing 3.0 % of PSO
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Abstract

The combination of pomegranate seed oil and ketoprofen in nanoemulsions to improve
antinociceptive effect was evaluated in the writhing test of mice. First of all,
nanoemulsions with two different oil concentrations were developed, and these
formulations showed adequate characteristics and were stable against mechanical stress
and temperature changes. The nanoemulsions were able to increase ketoprofen
photostability against UVC radiation during 3 h of exposure. Besides, nanoemulsions
promoted total release of ketoprofen at 5 h. Moreover, time- and dose-response curves
were obtained by acetic acid induced writhing in order to determine the antinociceptive
effect of formulations. In the post test, nanoemulsion containing ketoprofen
significantly ameliorated abdominal constrictions in time-response curve. Free
ketoprofen showed antinociceptive effect up to 3 h, while ketoprofen-loaded
nanoemulsions showed effect up to 12 h. In addition, blank nanoemulsion presented
reduction of abdominal constriction up to 1 h of pre-treatment. In terms of dose-
response curve, free ketoprofen present effect at 0,5 mg/Kg dose and nanoemulsion at
1,0 mg/Kg dose. Non-specific effects were discarded by spontaneous locomotors

activity.

Keywords: Nanoemulsions; pomegranate seed oil; ketoprofen; antinociceptive effect;

time- and dose-response curve.
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1. Introduction

Pain and inflammation are complex and multifactorial processes that exert a
pivotal role in the physiological homeostasis. The first acts as a warning system,
emphasizing the presence of the potential danger, and the second is related with cellular
and molecular events aiming reach the tissue repair (Woolf and Salter, 2000). The
detection of noxious stimuli (excessive heat or cold, chemical and mechanical stimulus)
originated from the periphery, occurs through activation of free nerve endings of
myelinated sensory afferents little or no myelinated (Ad and C, respectively), named
nociceptors (Almeida et al., 2004). Although their protective character, in some
situations both processes could become dangerous and, as a consequence, triggering
injuries, as observed in chronic inflammatory disease, where occur the peripheral
sensitization (Basbaum et al., 2009). The sensitization of nociceptors is usually a result
of the inflammatory process associated with changes in the pattern of chemical
mediators (Woolf and Salter, 2000). Consequently, tissue injury is commonly linked to
the accumulation of endogenous mediators released from activated nociceptors or non-
neuronal cells residing or infiltrated in the injured area, such as macrophages and
neutrophils (Schaible et al., 2010).

The search for therapeutic alternatives for pain and inflammation management,
especially in chronic conditions, is extremely important. In this sense, the study
proposes a novel association between pomegranate seed oil (PSO) and ketoprofen (KP).
In recent years, PSO has attracted interest of researchers due to its composition rich in
conjugated fatty acids, polyphenols and estrogen compounds, which give this oil anti-
inflammatory, antioxidant and antitumor properties (Lansky and Newman, 2007;
Schubert et al., 1999; Syed et al., 2007). Its anti-inflammatory activity is based on the
inhibition of the lipoxygenase (LOX) and cyclooxygenase (COX) enzymes, mainly due
to the presence of the punic acid and polyphenol compounds (Lansky and Newman,
2007; Schubert et al., 1999). On the other hand, ketoprofen (KP) is a non-steroid anti-
inflammatory drug (NSAID) belonging to the class of the propanoic acid and presents
analgesic, anti-inflammatory and antirheumatic activities due to its ability to inhibit
COX action with consequent reduction of the prostaglandin production (Grecu et al.,
2014). In order to make possible the association between KP and PSO in a
pharmaceutical dosage form we proposed here the development of nanoemulsions,
taking into account the possible advantages conferred by this type of nanostructured

delivery system.
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Nanoemulsions (NEs) are considered kinetically stable systems and present
advantages compared to conventional emulsions, especially due to their small droplet
size. These systems can promote modified drug release, increased gastrointestinal
distribution (Koroleva and Yurtov, 2012), and drug protection against chemical and
enzymatic degradation (Almeida et al., 2009). Besides, instabilities phenomena as
sedimentation, creaming, flocculation and coalescence are prevented (Solans et al.,
2005; Tadros et al., 2004). The choice of the oil phase is extremely important because
the properties of the oil can affect the NE droplet size (Bouchemal et al., 2004). Such
vegetable oils like soybean oil (Santos-Magalhaes et al., 2000), grape seed (Almeida et
al., 2010) and castor oil (Araujo et al., 2011) have been used to prepare NEs. In general,
vegetable oils are rich in substances which absorb radiation in the ultraviolet region and
are promising materials to stabilize photolabile drugs (Afaq, 2011; Bhalekar et al.,
2008).

In this context, the aim of this work was to develop PSO-based NEs containing
KP. Formulations were evaluated for their physical stability and photostability.
Moreover, NEs were tested in an animal pain model in order to evaluate their

antinociceptive effect.

2. Materials and methods
2.1 Materials

KP was obtained from Henrifarma (Sao Paulo, Brazil). PSO was purchased from
Via Farma (Sao Paulo, Brazil). Span 80® (sorbitan monooleate) was acquired from
Sigma Aldrich (Sdo Paulo, Brazil) and Tween 80® (polysorbate 80) was purchased from
Delaware (Porto Alegre, Brazil). HPLC-grade methanol was acquired from Tedia (Rio
de Janeiro, Brazil). Ultrapure water was obtained from Milli-Q® Plus apparatus. All

other solvents and reagents were of analytical grade and used as received.

2.2 Methods
2.2.1 Analytical procedure

The experiments were performed on a LC-10A HPLC system (Shimadzu, Japan)
equipped with a model LC-20AT pump, an UV-VIS SPD-M20A detector, a CBM-20A
system controller and a SIL-20A HT valve sample automatic injector. Separation was
achieved at room temperature using a Gemini C;gPhenomenex column (150 mm x 4.60

mm, 5 pm; 110 A) coupled to a C;g guard column. The isocratic mobile phase consisted
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of methanol and water pH 3.0 (70:30 v/v) at 1 mL/min flow rate. KP was detected at
254 nm. According to the ICH guidelines, the method was validated for determination
of KP in nanoemulsions. The method was found to be linear (r=0.9985), specific,
accurate (103.08 to 106.12%) and precise (relative standard deviation = 1.54 % ) in the

concentration range of 3.0-15.0 pg/mL.

2.2.2 Determination of oil solubility of ketoprofen

To evaluate the solubility of KP in PSO, an excess of the drug was added to 1
mL PSO in sealed vials (n=3). The vials were submitted to a vortex mixer for 5 min and
kept for 30 min in a sonicator. After this, the samples were centrifuged at 3,615 xg for
10 min, and an aliquot of the supernatant was diluted with methanol. KP content was

determined by HPLC method described above.

2.2.3 Preparation and characterization of nanoemulsions

PSO NEs (n=3) containing KP were prepared by spontaneous emulsification
method (Bouchemal et al., 2004). Briefly, an oil phase containing PSO (1.5% w/v or
3.0% wlv), Span 80® (0.077 g) and KP (0.01 g) was solubilized in acetone (50 mL) and
mixed with a Tween 80® (0.077 g) aqueous phase (50 mL). The magnetic stirring was
kept for 10 min and then the organic solvent was eliminated by evaporation under
reduced pressure to achieve 10 mL final volume and Img/mL KP concentration. NEs
prepared at 1.5% and 3.0% of PSO were named NE PSOA KP and NE PSOB KP,
respectively, and formulations were prepared by protected from the light. For
comparison purposes blank NEs were prepared (NE PSOA B and NE PSOB B).

Mean droplet sizes and polydispersity indexes (PDI) (n=3) were measured at
25°C by photon correlation spectroscopy (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments,
UK) after diluting the samples in ultrapure water (1:500). Zeta potential analyses (ZP)
were performed using the same instrument after the dilution of the samples in 10 mM
NaCl (1:500). pH values of NEs were determined by directly immersing the electrode of
a calibrate potentiometer (Model pH 21, Hanna Instruments, Brazil) in the formulations.
Measures were performed at room temperature (25 + 2°C) in triplicate.

The total KP content in NEs (n=3) was determined by diluting 90 uL of the
sample in 10 mL methanol and subjected it to sonication for 30 min. Samples were
filtered through a 45 um membrane and injected into the HPLC system. For the

determination of encapsulation efficiency, an aliquot of the samples was placed in a
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10,000 MW centrifugal device (Amicon® Ultra, Millipore) and free drug was separated
from the nanostructures by ultrafiltration/centrifugation technique at 2,200 xg for 10
min. The ultrafiltrate was diluted 30 times and analyzed by HPLC method. The
difference between the total and the free concentrations of KP, determined in the NEs
and in the ultrafiltrate, respectively, was calculated as the encapsulation efficiency

(EE%) of the NEs according to the following equation:
Eq (1)

Total content - Free content
= x100

Total content

2.2.4 Physical stability

To evaluate the influence of the mechanical stress on the NEs stability, 10 mL
formulations (n=3) were submitted to three different rotation speeds: 1,000, 2,500 and
3,500 rpm (MTD Plus III), at time of the 15 min at each speed (Gumiero & da Rocha,
2012). After this, NEs were analyzed for macroscopic changes and classified according
to the instability events in normal, slightly modified, modified and intensely modified.
Moreover, the drug content was measured before and after centrifugation study.

The influence of the temperature was also observed. Thermal stress test was
carried out according Gumiero and co-works, with some modifications (Gumiero & da
Rocha, 2012). For thermal stress analysis, samples were placed in a thermostatic bath
(Cientec - CT- 249) and submitted to a range of temperature (from 50°C up to 80°C,
increasing by 5°C intervals) for 30 min at each condition. Physicochemical
characteristics (droplet size, polydispersity index, zeta potential, pH and drug content)

were evaluated before and after thermal stress (n=3).

2.2.5 Photostability study

The photostability study was carried out through exposing NEs (1 mg/mL) and
the drug methanolic solution (1 mg/mL) to an ultraviolet radiation (Phillips TUV lamp—
UVC long life, 30 W) in a mirrored chamber (I m x 25 cm x 25 cm). Samples were
placed individually in plastic cuvettes with covers and kept 14 cm of distance from the
light source. At predetermined intervals, 90 pL aliquots were withdrawn and diluted in
methanol to assay the drug concentration in each sample by HPLC. To discard the

influence of other factors that was not the presence of UVC light in KP degradation,
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cuvettes containing the samples, wrapped in aluminum foil, were also evaluated (dark

controls). The experiment was performed in triplicate.

2.2.6 In vitro drug release experiment

KP in vitro release profiles from PSO NEs were performed by dialysis diffusion
technique. The samples (NE PSOA KP and NE PSOB KP) were placed in a dialysis bag
(MWCO 10,000, Spectra Por 7), and this system was immersed in 150 mL phosphate
buffer pH 6.8 at 37°C and under continuous stirring at 50 rpm. At predetermined
intervals, 1 mL aliquots of dissolution medium were withdrawn and replaced by the
same volume of fresh medium, in order to maintain sink conditions. The experiment
was carried out in triplicate and the percentage of drug released was determined using
the HPLC conditions previously mentioned. In order to elucidate the mathematical
behavior and the drug release mechanism, the experimental data was fitted to first order
equation (InC=I[nCy-kt). In these equations, C is the amount of the drug released at time
t, Cypis the initial concentration of the drug, k is the kinetic rate constant. The fit of the
experimental data to the models was performed using the Scientist 2.0 software

(Micromath, USA).

2.2.7 Animals

Male adult Swiss mice (25-35g) were housed in plastic boxes at controlled room
temperature (22 + 2°C) with free access to food and water, under a 12h light/dark cycle
with lights on at 7:00 a.m. The animals were acclimatized at the laboratory before
testing and used only once throughout the experiments. Mice were used according to the
guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources, of the
Federal University of Santa Maria, Brazil (protocol number 1686615), and the ethical
guidelines for investigations of experimental nociception in conscious animals
(Zimmermann, 1983). The number of animals and intensities of noxious stimuli used
were the minimum necessary to demonstrate the consistent effects of drug treatments.

At the end of the experimental procedure, mice were killed by cervical displacement.
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2.2.8 General procedures

Animals were randomly assigned into different groups (n= 6 to 8/ group). KP,
that was dissolved in saline solution/ Tween 80° 1% and NE PSOB were administered
by intragastric route (i.g) in a single administration and in a constant volume of 10
mL/kg of body weight. For comparison purposes, the nanoemulsion whitout ketoprofen
was also tested as the same way.

In order to better elucidate the possible antinociceptive effect of NEs, as well as
a comparative analyze with free KP, a dose- and time-response curves were performed.
For this purpose, animals were treated with the NEs or KP at dose range of 0.1-10
mg/kg, and treatment time was chosen accordingly the time-response curve which was
performed with NEs or KP at a dose of 10 mg/kg. The treatment time that showed the
best antinociceptive effect was chosen for the curve-response experiment. The animals
were subjected to the evaluation of locomotor and exploratory activities before test to
avoid that any alteration in motor coordination could be misinterpreted as

antinociception.

2.2.8.1 Evaluation of antinociceptive activity

The antinociceptive effect was evaluated by the acid acetic induced abdominal
constrictions, a chemical visceral pain model. The animals received acetic acid (1.6%,
10 mL/Kg) intraperitoneally (i.p.) according to the procedures previously described,
with some modifications (Correa et al., 1996; Nogueira et al., 2003). After the injection,
mice were individually placed in separate cages, and the abdominal constrictions were
counted cumulatively over a period of 20 min. A writhe is characterized by a wave of
constriction of abdominal musculature followed by extension of the hind limbs. The
antinociceptive activity is expressed by the total number of writhes observed during the

test.

2.2.8.2 Evaluation of locomotor and exploratory activities

To discard non-specific effects of treatments, spontaneous locomotor activity of
mice was performed in the locomotor activity monitor (LAM). LAM is a Plexiglas cage
(45 x 45 x 45 cm) surrounded by a frame consisting of 32 photocells mounted on
opposite walls (16 L x 16W, spaced 2 cm apart) that continuously tracks the animal
movements. Thus, for this purpose, the animal was placed in the center of the apparatus

and allowed to freely explore the arena during 4 min (Gai et al., 2014).
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2.9 Statistical analyses

Formulations were prepared and analyzed in triplicate and the results were
expressed as mean * standard deviation. GraphPad Prism, version 5 were used for the
test ¢, analyses of variance (ANOVA) one and two way followed by post-hoc Tukey’s
and Newman—Keuls’ test. Values of p<0.05 were considered to be statistically

significant.

3.Results and discussion
3.1 Preparation and physicochemical characterization of nanoemulsions

Initially, it was evaluated the solubility of KP in PSO. The HPLC analysis
indicated that the drug is soluble in the oil, in the tested consitions. The result showed
that 3.08 mg/mL of KP dissolved in the oil. This way, PSO was considered a suitable oil
to prepare NEs containing KP. After this, NEs were prepared by spontaneous
emulsification method, which is a common method to prepare NEs due to the easiness
and low cost.

Table 1 presents the results of the physicochemical characterization. The results
show that there was a tendency of increasing in the droplet size in higher oil
concentration, but no significant difference was found (p<0.05). This could be
explained by an increase in oil phase viscosity, which hinders the solvent diffusion and
leads to the formation of larger droplets. Some authors reported that larger droplets are
formed when more viscous oils are applied (Koroleva and Yurtov, 2012). On the other
hand, it was already reported smaller droplets with the increase of oil phase viscosity
(Bouchemal et al.,, 2004). The PDI values were less than 0.2 which indicate a
homogeneous distribution of size. Regarding the literature, NEs obtained by
emulsification method usually present droplet size below 200 nm with narrow size
distribution (Saberi et al., 2013).

Zeta potentials were negative and pH values were in the acid range, probably
because of PSO constitution, which is rich in fatty acids. In addition, negative values of
zeta potential could be a consequence of the presence of the oxygen atoms in the
molecules of the polysorbate 80, which promotes a steric effect at interface
droplet/water (Fontana et al., 2009). Drug contents were close to the theoretical value (1
mg/mL) and encapsulation efficiency was higher than 95%, which is due to the higher
solubility of KP in the PSO. The concentration of PSO did not influence these

parameters.
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3.2 Physical stability studies

Accelerated stability tests as mechanical and thermal stress enable to predict
instability phenomena in a minor time (Casagrande et al., 2009). In the mechanical test,
the formulations presented a moderate creaming after 2,500 rpm, however, this
instability phenomenon is considered reversible by agitation (Badolato et al., 2008).
HPLC analysis showed that the formulations kept their drug content, showing no
significant difference between the formulations (p<0.05). In relation to thermal stress,
figure 1 shows that droplet size, PDI, zeta potential and pH values presented no
statistical difference by one-way ANOVA analysis (p<0.05), regardless of the PSO
concentration. However, for the formulation containing 1.5 % PSO there is a decrease in

drug content, indicating that this formulation is less stable than the others.

3.3 Photostability study

Taking into account that KP is a photolabile drug (Mas et al., 2011) and NEs can
improve the photostability of drugs (Almeida et al., 2009; Fontana et al., 2009), it was
conducted a study in order to compare free KP with drug-loaded NEs. Samples were
exposed to a drastic condition (UVC radiation) to reduce the time of the experiment. As
can be seen in figure 2, KP methanolic solution presented a remaining content of
50.70% after 75 min of exposure. Moreover, both NEs reduced KP degradation since
remaining contents were 65.86% and 78.66%, for NE PSOA KP and NE PSOB KP,
respectively, after 180 min of exposure. The lower degradation observed for the
formulations could be attributed to the confinement of the drug in the oil phase, as well
as PSO constituents. There are some reports about prevention of oxidative events by
PSO (Liu et al., 2012; Schubert et al., 1999), probably due to the presence of
polyphenols and estrogens, which can promote an increase in photostability. Besides,
the colloidal droplets, nanoemulsions could scatter the radiation, improving the

photostability.

3.4 In vitro drug release profiles

In order to evaluate the ability of nanoemulsions to release ketoprofen, an in
vitro experiment was carried out using dialysis bag. As can be seen in figure 3, the
totality of the drug was released from NEs in 240 min of experiment. The oil

concentration did not influence the release profiles (p>0.05). Mathematical modeling
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was used as an approach to elucidate the kinetics of drug release. The fit of the
experimental data to first order equation indicated a higher correlation (7>0.999),
meaning that KP release occurred in a single step. The kinetic rate constant (k) was

0.025 and 0.022 for NE PSOA KP and NE PSOB KP, respectively.

3.5 Antinociceptive effect

The acetic acid-induced abdominal constriction was used to evaluate the
possible antinociceptive effect of NEs in comparison with free KP. Figure 4 shows
time-response curves for the experimental groups. The results showed that for free KP
(10 mg/kg, 1.g.), antinociceptive action started at 30 min and remaining significant for
up to 120 min (p<0.05), with a pick at 60 min of treatment (figure 4 A). On the other
hand, for KP-loaded NE (10 mg/kg, 1. g.) the effect started in 30 min and kept action up
to 12 h (p<0.05), with a pick at 2 h (figure 4 B). Through test ¢ analysis, it was possible
to observe that blank NE also presented writhing reduction during 1 h of pretreatment
(p<0.05), probably due to the anti-inflammatory property of PSO (Lansky and Newman,
2007; Schubert et al., 1999).

The KP administration 60 min earlier the test, at 0.5 mg/kg dose reduced
significantly the number of writhes (figure 5 A) whereas KP-loaded NE administration
120 min earlier the test showed antinociceptive effect at a dose of 1 mg/kg (figure 5 B).
Tables 2 and 3 show the parameters evaluated for spontaneous locomotor activity for
NEs. One-way ANOVA analyzes showed no significant difference either to time and
dose-response curves to NE and nor to free KP (data not shown), discarding non-
specific effects.

In fact, acetic acid induced abdominal constriction is considered a conventional
animal pain model for screening of substances that have analgesic and/or anti-
inflammatory actions (Kaleem et al., 2013; Marcondes Sari et al., 2014). This test
involves two analgesic stages: in the first one, nociception results from the direct
stimulus of acetic acid injection, activating non selective cations chanels located in the
primary sensory pathway (Gao et al., 2013; Julius and Basbaum, 2001). Then, in the
indirect way, it occurs production and release of endogenous mediators, causing an
inflammatory nociception (Ribeiro et al., 2000). Therefore, the higher and prolonged
antinociceptive effect of NEs can be attributed to the combination of KP and PSO, as

well as to the properties of NE and the compounds present in PSO.
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4. Conclusions

The study reported, for the first time, the association between ketoprofen and
pomegranate seed oil in NEs. The formulations showed adequate physicochemical
characteristics and an improvement in photostability and drug release in vitro. The NEs
showed a prolonged profile of action in the nociception induced with acetic acid, when
compared with the free KP. Therefore, the development of this formulation could be
considered a promising alternative to treat chronic inflammatory and painful conditions,

although further studies should be performed to better elucidate these results.
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Table 1.Physicochemical characteristics of nanoemulsions

NE PSOA KP  NE PSOB KP
Drug content (%) 98.50 £0.18 98.11 £0.64
Mean diameter (nm) 183 +21 216 + 15
PDI 0.10£0.01 0.13£0.03
Zeta potential (mV) -17.10 £ 1.34 -15.90 £2.30
pH 5.0+0.61 4.6 £0.30

NE PSOA KP: KP-loaded NE containing 1.5 % of PSO
NE PSOB KP: KP-loaded NE containing 3.0 % of PSO

Table 2. Results of spontaneous locomotor activity for nanoemulsions time-response curve.

Groups NE PSOB B NE PSOB KP
Crossing  Rearing Distance Velocity Crossing  Rearing Distance Velocity
(mm) (mm/s) (mm) (mm/s)
Control 445+17 157+0.8 7077257 34.67+£3.69 445+17 15708 7077257 34.67+3.66
0.5 400 +£31 13.6£0.7 7085+511 31.33+4.23 400+34 132+1.6 7630+x689 3235291
1 448 £41 147+£0.7 8151+342 33.88+3.32 436+52 17416 8195+1320 34.98+5.48
2 41037 163+14 7650576 32.49+2.37 48145 14.0%£09 7995+404 34.54+3.71
3 423 £48 144+1.2 8319+1101 37.10+£3.78 408+30 13.8+0.7 7345+404 3197143
4 459+£39 15411 7777575 3577+£245 418+£38 16.1+£09 7538+£455 30.60+2.85
6 450+44 163+1.6 7149+455 38.61+£299 437+48 17.0+x13 8188+£914 34.01=+4.10
8 398 +51 164+£2.1 7992+1132 3092+292 461+£22 166+18 7301+622 36.77+145
12 433 +£37 13.8+0.7 7591+381 3505+£2.66 467+44 150+1.1 7751+£381 36.52+3.29
24 43119 168+1.7 8102+442 38.07+3.59 384+30 15315 7913+£802 38.89+3.59

NE PSOB B: Blank nanoemulsions caontining 3.0 % of PSO
NE PSOB KP: KP-loaded NE containing 3.0 % of PSO

Table 3. Results of spontaneous locomotor activityfor nanoemulsions dose-response curve.

Groups Crossing Rearing Distance (mm) Velocity (mm/s)
Control 422 +£20  13.40£0.87 7574 £ 317 33.12+1.19
NE PSOB B 5 mg/kg 462 +91 14.80 £ 0.73 7351 £ 650 30.26 £2.47
NE POSB KP 5 mg/kg 417 £48 12.07 £ 1.40 6983 + 864 34.96 £2.46
NE POSB KP 1 mg/kg 461 £54 1559+ 1.61 6911 + 834 36.86 £2.07
NE POSB KP 0.5 mg/kg 398 +47  15.00 £2.28 6801 + 741 32.24 £3.49
NE POSB KP 0.1 mg/kg 37774  16.00+4.24 6994 + 1635 29.95 +2.91

NE PSOB B: Blank nanoemulsions caontining 3.0 % of PSO
NE PSOB KP: KP-loaded NE containing 3.0 % of PSO
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Figure 1. Physical stability: A) Droplet size (nm); B) PDI values; C) Zeta potential (mV); D) pH values;
E) Drug content (%). Asterisks denote the significance levels (two-way ANOVA) (*) p<0.05. NE PSOA
KP means: KP-loaded nanoemulsion containing 1.5% of PSO; NE PSOB KP means: KP-loaded

nanoemulsion containing 3.0% of PSO.
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Figure 2. Photodegradation profiles of ketoprofen versus time. Asterisks denote significant difference
when compared to the methanolic solution (MS KP) (*) p<0.05. The sharp denotes the significant
difference when compared to the NE PSOA KP (#) p<0.05. NE PSOA KP means: KP-loaded

nanoemulsion containing 1.5% of PSO; NE PSOB KP means: KP-loaded nanoemulsion containing 3.0%
of PSO.

69



120-
3 90
=)
z —=— NE PSOA KP
2 607 —— NE PSOB KP
50
=
2 30
0

) 1 | 1 ) 1 1 | )
15 30 45 60 90 120 180 240 300
Time (min)
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Figure 4. Effect of KP (10 mg/kg,i.g.) on acetic acid-induced writhing movements. (A) Time-response
curve of free KP and (B) for nanoemulsions. Each column represents the mean with S.E.M. of 6-8
animals in each group. Asterisks denote the significance levels, when compared to the control group and
sharp denotes significance levels comparing the formulations (analyzed by test # and one-way ANOVA
followed by the Newman—Keuls test). NE PSOB KP means: KP-loaded nanoemulsion containing 3.0% of
PSO; NE PSOB B means: blank nanoemulsions containing 3.0% of PSO.
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Figure 5. Effect of KP on acetic acid-induced writhing movements. (A) Dose-response curve of free KP
and (B) for nanoemulsions. Each column represents the mean with S.E.M. of 6—8 animals in each group.
Asterisks denote the significance levels, when compared to the control group and sharp denotes
significance levels comparing the formulations (analyzed by test  and one-way ANOVA followed by the
Newman—Keuls test). NE PSOB KP means: KP-loaded nanoemulsion containing 3.0% of PSO; NE

PSOB B means: blank nanoemulsions containing 3.0% of PSO.
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A nanotecnologia vem ganhando espaco no tratamento e prevencao de doencgas
complexas como as virais, tumorais e neurodegenerativas devido as iniimeras vantagens
frente aos sistemas convencionais (WONG, WU, BENDAYAN, 2012; MEI et al, 2013;
KAUR et al, 2014). Dentre estas caracteristicas destacam-se o aumento da
biodisponibilidade, com maior permeacao pelas barreiras bioldgicas tais como a sangue-
cérebro e a do trato gastrintestinal; redu¢do de degradacdo quimica, enzimadtica e
imunolégica; prevencdo do metabolismo de primeira passagem, controle da liberacdo
pela escolha dos materiais e métodos de preparacdo, com consequente reducao de dose e
frequéncia de administracao (KAUR et al, 2014). Os sistemas nanoestruturados mais
relatados na literatura s@o os lipossomas, nanocristais, micelas, ciclodextrinas,
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas solidas e as nanoemulsdes
(MARCATO, DURAN, 2008; MATTHEOLABAKIS, CONSTANTINIDES, 2012;
DIMER et al.,, 2013). O que determina a utilizacdo de um ou outro é a via de
administracdo, a complexidade da doenca (invasividade, proliferacdo, sitio-alvo) e os
problemas relacionados ao farmaco, principalmente em relacdo a permeabilidade e
solubilidade.

Frente a alguns dos sistemas nanoestruturados citados, as nanoemulsoes,
nanocarreadores selecionados neste trabalho, podem apresentar vantagens importantes,
tais como preparacdo rdpida e de baixo custo e biocompatibilidade. Como primeira
etapa do trabalho, objetivou-se o desenvolvimento de NEs de OR pelo método de
emulsificacdo espontanea. Devido as diversas potencialidades deste sistema e inimeros
relatos na literatura que descrevem a aplicacdo de oleos vegetais, com atividades
conhecidas, no tratamento e prevencdo de doencas, tornou-se relevante a ideia de
incorporar o0 OR a um sistema nanoestruturado. O método proposto para a preparacao
das NEs € considerado rdpido, de baixo custo e de facil transposi¢do de escala, além de
proporcionar goticulas com tamanho até 200 nm e com faixa de distribuicio estreita
(BOUCHEMAL et al, 2004; SOLANS et al, 2005; SABERI et al, 2013).

De acordo com a literatura, para a obtencdo de goticulas pequenas por esse
método € necessario uma maior taxa solvente/6leo, para facilitar a solubiliza¢do do 6leo
e, consequentemente, melhorar a difusdo do solvente para o ndo-solvente (dgua)
(SOLANS e SOLE, 2012). Portanto, para preparar as NEs foram utilizados 50 mL de
acetona para solubilizar o OR. Além disso, a quantidade de dleo também pode
influenciar no tamanho das goticulas, tendo em vista que este pode modificar a

viscosidade da fase oleosa e com isso modificar a difusdo do solvente e, assim,
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aumentar ou diminuir o tamanho das goticulas (BOUCHEMAL et al, 2004; SADURNI
et al, 2005). Portanto, duas concentracdes de 6leo foram testadas: 1,5 e 3,0 %. Ambas as
formulacdes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas, porém, a
formulacdo com 3,0 % de OR apresentou uma tendéncia ao aumento de tamanho sem
diferencga significativa (p>0,05).

As NEs sao consideradas cineticamente estdveis frente a floculacdo devido a
estabilizacdo estérica proporcionada pelos tensoativos. Além disso, devido ao tamanho
reduzido sdo sistemas mais estdveis que as emulsdes convencionais, reduzindo a
presenca de fendmenos como sedimentacdo, coalescéncia, cremagem e separacdo de
fases (CAPEK, 2004; SOLANS e SOLE, 2005). Diante disso, avaliacdes da estabilidade
de NEs sdo de extrema importincia, uma vez que fornecem informagdes rdpidas sobre
as propriedades de estabilidade das formulagdes. Neste trabalho foram realizados testes
de estresse fisico e quimico, através da centrifugacdo e estresse térmico. As
formulacdes, independente da quantidade de 6leo, mostraram-se com caracteristicas
adequadas apds os experimentos, sem alteragdes significativas (p<0,05). Com o teste de
centrifugacdo podemos avaliar fendmenos de cremagem, sedimentacdo e separacio de
fases em tempo menor de analise (BADOLATO et al, 2008). Além disso, mudancgas na
temperatura de armazenamento podem ocasionar diminuicdo da viscosidade da fase
externa, favorecendo assim a coalescéncia e a cremagem (AULTON, 2005;
CASAGRANDE et al, 2009).

Ha4 relatos na literatura que o desenvolvimento de tumores estd relacionado ao
dano oxidativo causado as moléculas de DNA (POULSEN; PRIEME; LOFT, 1998;
BIANCHI; ANTUNES, 1999). Dessa forma, foi avaliado neste trabalho, se o processo
de nanoemulsificacdo afetaria a atividade antioxidante do OR, o que poderia levar a
uma diminui¢do da atividade antitumoral. Vale ressaltar que este teste foi feito com fins
comparativos, e para isso, foi utilizado o radical 1°1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)
como agente oxidante. Esta técnica foi originalmente desenvolvida por Blois (BLOIS,
1958) e adaptada por diversos autores. E baseada no principio de que, na presenga de
um antioxidante doador de hidrogénio e em meio alcodlico, 0o DPPH é reduzido a difenil
picrilhidrazina (KOLEVA et al, 2002). O grau de redugdo pode ser acompanhado
espectrofotometricamente pela diminui¢do da absorbancia, bem como pela mudanca de
coloracdo violeta para amarela. Com os resultados foi possivel observar que a
incorporacdo do OR em um sisttma nanoestruturado ndo modificou sua acdo

antioxidante, sendo esta, na concentracdo de 0,5 mg/mL, em torno de 33% e 37%, para
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a NE e para o OR livre, respectivamente. E importante mencionar que foi encontrado
um estudo empregando a mesma técnica de avaliacdo da atividade antioxidante para o
OR, a qual foi de 50 %. Entretanto, a concentracdo testada foi 1,6 vezes mais elevada do
que as empregadas neste trabalho.

O glioma € um dos piores tipos de tumores cerebrais ja estudados, devido a alta
taxa de proliferagdo celular e invasividade em tecidos normais (BEHIN et al, 2003). A
terapia € baseada em radio e/ou quimioterapia, contudo, estes agentes demonstram
eficdcia limitada, principalmente devido a quimiorresisténcia destes tumores, alta
toxicidade e também pela baixa permeacdo através da barreira sangue-cérebro
(MOUSSEAU et al, 1993). Dessa forma, torna-se relevante a busca por terapias
alternativas que visem uma acdo antitumoral especifica para este tipo de neoplasia,
reduzindo os efeitos colaterais e melhorando a eficicia terapéutica. Diante disso, foi
realizado um estudo de atividade antitumoral das NEs frente a linhagens de glioma
(C6). O resultado obtido € considerado excelente, tendo em vista o grau de proliferacdao
celular do glioma, onde foi observada uma redugdo da viabilidade celular em torno de
50% apo6s 48 h. Além disso, tanto a formulacdo, quanto o OR livre foram especificos,
pois ndo reduziram a viabilidade das células normais testadas, os astrocitos.

A fim de explorar a atividade anti-inflamatéria do OR, na segunda parte do
trabalho foram desenvolvidas NEs pelo mesmo método de preparacdo, com a
incorporacdo de um farmaco com tal atividade bem descrita. O farmaco empregado foi
o CP, um potente inibidor da enzima COX, o qual reduz a sintese de mediadores
inflamatdrios, principalmente as prostaglandinas (ASHVINI et al., 2011). Além disso,
também foi avaliada sua fotoestabilidade frente a radiacdo UVC.

Previamente a determinacao do teor do CP nas NEs, foi realizada a validag@o do
método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O CP ja foi
estudado por nosso grupo de pesquisa (RIBAS, 2013), por isso, o método analitico ja
havia sido desenvolvido. Portanto, foram avaliados apenas os parametros de
especificidade, linearidade, exatiddo e precisdo. A NE escolhida para realizar as andlises
foi a NE PSOB KP, tendo em vista que esta formulag¢do apresenta a maior concentracao
de OR (3,0 %), garantindo assim que este método possa ser utilizado para o doseamento
do farmaco também na NE PSOA KP.

O método mostrou-se especifico para determinar o CP nas NEs. Comparando-se
os cromatogramas, ndo foi observado nenhum pico no tempo de reten¢do do farmaco

quando a NE branca foi injetada. Com isso, pode-se considerar que os componentes
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presentes na formulagdo nao interferem na determinacdo do farmaco. Outra andlise
importante é a linearidade, a qual representa a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em estudo, dentro de
uma determinada faixa especifica, podendo ser representada com a curva analitica
(ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). O coeficiente de correlagdo (r) é o principal
parametro utilizado para estimar a qualidade da curva analitica, tendo em vista que
quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersdao do conjunto de dados experimentais e
melhor o ajuste dos mesmos a linha de regressdo. O método em questdo apresentou
coeficiente de correlagdo de r=0,9985, indicando linearidade.

A precisdo é um parametro que representa a dispersdo dos dados em ensaios
independentes, geralmente repetidos de uma mesma amostra, sendo avaliada em relacdo
a precisdo intermedidria e reprodutibilidade (RIBANI et al, 2004). Por outro lado, a
exatidao avalia o grau de concordancia dos dados com um valor de referéncia aceito
como verdadeiro (RIBANI et al, 2004), e pode ser avaliada pelo método do placebo
contaminado, onde uma aliquota de solu¢do padrdo é adicionada a uma formulagdo
branca e esta mesma quantidade deve ser recuperada. O método proposto mostrou-se
preciso e exato, com desvio padrio relativo abaixo de 5 %, indice recomendado pela
ANVISA (ANVISA, 2003).

Nos estudos de pré-formulacdo foi determinada a solubilidade do CP no OR.
Esta andlise ¢ muito importante e pode ser indicativa da localizacdo do firmaco no
sistema, ou seja, se ele vai estar ou nio dissolvido na goticula. Através dos resultados
pode-se dizer que o OR é adequado para compor a fase oleosa deste sistema. Apds a
preparacdo, as NEs apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas e nenhum
dos parametros avaliados foi modificado pela incorporacio do farmaco (p<0,05). O teor
de CP foi proximo ao tedrico e a eficiéncia de encapsulamento foi maior que 95%.

Levando em consideracdo que a presenca de Oleos vegetais em sistemas
nanoestruturados pode aumentar a fotoestabilidade de farmacos fotoldbeis (ALMEIDA
et al, 2009), foi avaliada a influéncia da NE de OR na protecdo do CP frente radiacdo
ultravioleta C (UVC). As reagdes de fotodegradacdo na maioria dos casos s30 processos
de oxidacdo associados a absor¢do de energia. Dessa forma, a radiacdo UVC foi
escolhida por ser a mais energética e com isso apresentando-se como uma condi¢do
drastica de degradacdo. O teste de fotoestabilidade tem relevancia uma vez que,
farmacos sensiveis a luz podem sofrer alteracdes durante sua manipulacio e

armazenamento, podendo gerar radicais indesejados nas formulagdes ou téxicos ao
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organismo (ALBANI e FASANI, 1998). Os resultados mostraram que a presenca do
OR protegeu o farmaco da degradacgdo, e que a quantidade de 6leo influenciou no perfil
de degradacdo, pois a formulacdo contendo maior quantidade de OR teve teor
remanescente de cerca de 80%, enquanto que a menor quantidade de OR apresentou
cerca de 65% de CP apds a exposi¢do. Essa protecao conferida pelo OR se deve
provavelmente devido a presenca de polifendis e estrogénios em sua composicao,
moléculas capazes de absorver a luz e dessa forma proteger o farmaco da degradagdo
(SCHUBERT et al, 1999; LIU et al, 2012).

A liberagdo in vitro do CP a partir das NEs foi avaliada pela técnica de difusao
em sacos de didlise. Para padronizar o meio de liberacdo foram testadas trés
composi¢des: tampao fosfato pH 6,8, dgua acida pH 1,2 e dgua:etanol (70:30, v/v). Nas
trés condi¢des ndo houve alteracdes no pico do farmaco quando analisado por CLAE.
Na busca por uma condi¢gdo que favorecesse as condigdes sink e tivesse maior
semelhanga com a condi¢do in vivo, o meio escolhido para dar seguimento ao
experimento foi tampao fosfato pH 6,8. Dessa forma, foi possivel tragcar os perfis de
liberacdo do CP em fung¢do do tempo a partir das NEs. Com os resultados foi possivel
observar que a quantidade do OR nao afetou o perfil de liberacdo do CP, onde 100% do
farmaco foi liberado em 5 h de experimento. Além disso, em todos os casos, a
modelagem matematica dos dados experimentais mostrou que a liberacdo do CP a partir
das NEs segue cinética de primeira ordem, sem ocorréncia de uma etapa abrupta de
liberacdo (efeito burst). Este resultado corrobora a ideia de que o farmaco esta
totalmente dissolvido na goticula de dleo.

Com o propésito de avaliar a eficdcia da combina¢do do OR com o CP, o fairmaco
livre e formulacdo contendo 3,0% de OR foram testadas em modelo animal de dor. Para
i1sso, 0 método de contor¢des induzidas pelo acido acético foi escolhido. De acordo com
Marcondes Sari e col. esse teste € adequado para o screening de substancias com efeito
antinociceptivo (MARCONDES SARI et al, 2014). A técnica baseia-se no estimulo
nociceptivo causado pela acdo direta da injecdo do acido acético e pela produgdo e
liberacdo de mediadores inflamatdrios, devido a mudanga no pH no peritdnio. Diante
disso, a a¢do antinociceptiva pode ser atribuida a atividade anti-inflamatéria do CP e do
OR. Com os resultados apresentados é possivel observar uma elevada eficicia na
diminui¢do da nocicep¢do pela NE, quando comparada ao farmaco livre. Além disso, a
NE branca também mostrou ter efeito antinociceptivo, o qual pode ser atribuido aos

constituintes do OR, que conferem a este atividade anti-inflamatéria. Porém, o efeito foi

77



mais pronunciado quando foi feita a associacdo dos dois. O efeito mais significativo da
associacdo CP e OR pode ainda ser atribuido ao efeito, ndo sé das vias inflamatdrias,
mas também pelo envolvimento do sistema adrenérgico da supra-espinhal,
desempenhado pelo farmaco, como relatado por Pinardi e col (PINARDI;
SIERRALTA; MIRANDA, 2001). Tartau e col. incorporaram o CP em lipossomas e
mostraram atividade antinociceptiva pelo mesmo método. No entanto, o fairmaco livre
reduziu o nimero de contor¢cdes de forma mais acentuada que a formulagcdo nas
primeiras horas de experimento. Além disso, o efeito se prolongou até 5 horas de
avaliacdo, em contraste com os resultados apresentados neste trabalho, onde o efeito se
manteve até 12 horas (TARTAU; CAZACU; MELNIG, 2012). Por isso, pode-se sugerir
uma potencializacdo do efeito terapéutico do farmaco e as atividades desempenhadas
pelos constituintes presentes no 6leo, sendo este sistema uma plataforma promissora

para o tratamento de dores inflamatorias, principalmente em casos cronicos.
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CONCLUSOES



Como conclusdes gerais pode-se dizer que o 6leo de roma é uma matéria-prima
promissora para a preparacdo de nanoemulsdes. Pelas propriedades avaliadas neste
trabalho, as nanoemulsdes a base de 6leo de roma podem ser consideradas uma
plataforma promissora para tratamento de gliomas. Além disso, foi mostrado um
sinergismo entre a associacdo do d6leo e um farmaco anti-inflamatério com atividade ja
bem descrita, sendo este sistema capaz de reduzir os efeitos nociceptivos em animais.
Dessa forma, através deste trabalho, foi obtido um sistema de fécil preparacdo com

aplicacdo promissora na terapia antitumoral e no manejo da dor inflamatéria.
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