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RESUMO

NANOCAPSULAS DE POLI(£-CAPROLACTONA) CONTENDO
VIMPOCETINA: DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE

AUTORA: Carolina Pires Rosa
ORIENTADORA: Scheila Rezende Schaffazick

A epilepsia é uma doenca caracterizada por crises convulsivas, oriundas de uma descarga elétrica
neuronal excessiva, que acomete 50 milhdes de pessoas no mundo inteiro. A vimpocetina,
derivada do alcaloide vincamina, € um neuroprotetor que possui atividade antioxidante, sendo
utilizada no tratamento de doencas neurodegenerativas. Pesquisas tém demostrado também um
importante efeito antiepilético. No entanto, este farmaco apresenta baixa solubilidade e curta
meia-vida, limitando sua aplicacdo no campo farmacéutico. Dessa forma, nanocapsulas, as quais
também sdo muito pesquisadas para a liberacdo cerebral de farmacos, tornam-se alternativas para
veicular esta substancia ativa. Neste trabalho, foram desenvolvidas suspensdes de nanocépsulas de
poli(e-caprolactona) (PCL) pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado,
contendo triglicerideos de cadeia média (NC-TCM-VP) ou 6leo de abacate (NC-ABA-VP) como
nucleo, para veicular vimpocetina (0,5 mg/mL), a fim de avaliar as caracteristicas fisico-quimicas,
o perfil de liberacdo, a atividade antioxidante in vitro e atividade anticonvulsivante in vivo do
farmaco associado as nanoestruturas. As suspensfes de nanocapsulas apresentaram tamanho de
200 a 211 nm (Zetasizer®), Pdl de 0,12 a 0,13, potencial zeta negativo, pH entre 6,78 a 6,83, teor
proximo a 95% e eficiéncia de encapsulamento de, aproximadamente, 98%. Nos parametros
avaliados, o tipo de dleo utilizado influenciou a viscosidade das formulagdes (viscosimetro
capilar) e a distribuicio de tamanho de particulas (Mastersizer®). Microscopia de forca atbmica
das formulagdes demonstrou a presenca de particulas coloidais de formato préximo a esferas.
Ambos os sistemas desenvolvidos foram capazes de controlar a liberacdo da vimpocetina, em
comparacdo ao farmaco livre, pela técnica de difusdo em sacos de dialise, utilizando tampéo
fosfato pH 7,4: etanol (70:30). As suspensdes preparadas com TCM apresentaram melhor
estabilidade, bem como distribuicdo de tamanho mais homogénea, em comparacdo as de 6leo de
abacate, sendo, entdo, selecionadas para dar seguimento aos estudos. As formula¢fes NC-TCM-
VP apresentaram atividade antioxidante in vitro superior ao farmaco livre, pelo método TBARS,
assim como as suspensées sem o farmaco. No estudo in vivo, utilizando modelo animal de
convulsdo induzida por pentilenotetrazol (PTZ), doses de vimpocetina de 5 mg/Kg ou 10 mg/Kg
foram avaliadas, e os tratamentos foram realizados 30 minutos ou 4 h antes da administracéo de
PTZ. Os resultados demostraram que as suspensdes NC-TCM-VP foram capazes de melhorar o
efeito anticonvulsivante do farmaco livre ou em relacdo ao veiculo/nanocapsulas sem farmaco, em
alguns parametros avaliados, principalmente no menor tempo (30 minutos). Diante dos resultados
obtidos, as suspensfGes de nanocapsulas sdo sistemas aquosos promissores para a liberacao
cerebral da vimpocetina, farmaco altamente lipofilico, podendo constituir uma alternativa futura
para o tratamento da epilepsia, o qual ainda ndo ¢é usado clinicamente para este fim.

Palavras-chave: Neuroprotetor. Poli(e-caprolactona). Nanoestruturas. Liberagdo cerebral.
Atividade anticonvulsivante. Microscopia de forga atbmica. Viscosidade



ABSTRACT

NANOCAPSULES OF POLY (E-CAPROLACTONE) CONTAINING
VINPOCETINE: DEVELOPMENT AND EVALUATION OF
ANTICONVULSANT ACTIVITY

AUTHOR: Carolina Pires Rosa
ADVISOR: Scheila Rezende Schaffazick

Epilepsy is a disease characterized by convulsive seizures, caused by an excessive neuronal
electrical discharge, which affects 50 million people worldwide. Vinpocetine, derived from the
alkaloid vincamine, is a neuroprotective that has antioxidant activity, being used in the treatment
of neurodegenerative diseases. Researches have also shown an important antiepileptic activity for
vinpocetine. However, this drug presents low solubility and short half-life, limiting its application
in the pharmaceutical field. Thus, nanocapsules, which are also well researched for the cerebral
delivery of drugs, become alternatives to deliver this active substance. In this work, vinpocetine-
loaded poly(e-caprolactone) (PCL) nanocapsule suspensions (0.5 mg/mL) were developed by the
interfacial deposition of preformed polymer, containing medium chain triglycerides (NC-TCM-
VP) or avocado oil (NC-ABA-VP) as core, in order to evaluate the physicochemical
characteristics, drug release profile, both in vitro antioxidant and in vivo anticonvulsive activities
of the drug associated with nanostructures. The nanocapsule suspensions had a size of 200 to 211
nm (Zetasizer®), Pdl of 0.12 to 0.13, negative zeta potential, pH between 6.78 to 6.83, drug
content close to 95% and encapsulation efficiency about 98 %. In the parameters evaluated, the
type of oil influenced the viscosity of the formulations (capillary viscometer) and particle size
distribution (Mastersizer®). Atomic force microscopy of the formulations demonstrated the
presence of colloidal particles with shape close to spheres. Both developed systems were able to
control the release of vinpocetine, compared to the free drug, by the dialysis bag diffusion
technique using phosphate buffer pH 7.4: ethanol (70:30). The suspensions prepared with TCM
presented better stability as well as a more homogeneous size distribution compared to avocado
oil, and were then selected to follow the studies. The NC-TCM-VP formulations showed higher in
vitro antioxidant activity than the free drug, by the TBARS method, as well as suspensions
without drug. In the in vivo study, using animal model of seizure induced by pentylenetetrazole
(PTZ), doses of 5 mg/kg or 10 mg/kg vinpocetine were evaluated, and treatments were performed
30 minutes or 4 h prior to administration of PTZ. The results demonstrated that NC-TCM-VP
suspensions were able to improve the antiepileptic effect of the free drug or vehicle/nanocapsules
without drug in some parameters evaluated, mainly in the shortest time (30 minutes). In view of
the results obtained, nanocapsule suspensions are promising aqueous systems for the cerebral
delivery of vinpocetine, a highly lipophilic drug, and may be a future alternative for the treatment
of epilepsy. Vinpocetine is not yet used clinically for this purpose.

Keywords: Neuroprotector. Poly(e-caprolactone).  Nanostructures. Brain  delivery.
Anticonvulsive activity. Atomic force microscopy. Viscosity
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1 INTRODUCAO

Segundo a ILAE (Internacional League againt Epilepsy), epilepsia é a manifestagcdo
de sintomas ou sinais provenientes de uma atividade neuronal excessiva no cérebro. Essa
desordem acomete aproximadamente 50 milhdes de pessoas em todo o mundo (TORRES,
2015). Considerando que os novos tratamentos visam diminuir a frequéncia e severidade das
crises, além de diminuir os efeitos adversos causados por farmacos, torna-se interessante o
estudo de novas terapias para o tratamento desta desordem cerebral (NEELIMA, 2015).

A vimpocetina, um alcaloide da vincamina, vem sendo utilizada por ser um farmaco
sintético vasodilatador cerebral, classificado como nootrépico, que atua no sistema nervoso
central, sendo, assim, responsavel por aumentar a circulacdo cerebral, empregada no
tratamento de doencas como Alzheimer, isquemia vascular cerebral crénica, AVC (acidente
vascular cerebral) agudo e disfuncdo cerebral senil (MOLNAR; ERDO, 1995; XU et al.,
2009; ZHUANG et al., 2010). Pesquisas também demonstram sua atividade antioxidante,
devido & neutralizacdo de radicais livres (PATYAR et al., 2011).

Relatos mais recentes demonstraram um potente efeito antiepilético, empregando
diferentes modelos animais, capazes de inibir convulsbes induzidas por distintos agentes
convulsivantes. A vimpocetina demonstrou efeito biolégico em concentracdes até menores,
comparadas a outros anticonvulsivantes classicos, amplamente utilizados para o tratamento da
epilepsia (GOMEZ; BUIGS; SITGES, 2014; NEKRASSOV; SITGES, 2008; PEREIRA et al.,
2003; SITGES; ALDANA; REED, 2016; SITGES; CHUI; NEKRASSQV, 2006), tornando-se
interessante mais estudos visando explorar este potencial anticonvulsivante.

No entanto, este farmaco apresenta uma baixa solubilidade em agua (XU et al., 2009;
ZHUANG et al., 2010), além de outras limitacfes, como lenta dissolucdo, curta meia-vida e
significativo metabolismo de primeira passagem, proporcionando baixa biodisponibilidade,
restringindo seu uso clinico (ZHUANG et al., 2010).

Nanoparticulas poliméricas séo estruturas com diametro inferior a 1000 nm, porém, na
maioria dos estudos, séo relatadas particulas com tamanho entre 100 a 500 nm (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Entre estes sistemas, estdo as nanocapsulas, que
possuem um nucleo geralmente oleoso, envolto por uma membrana polimérica. O farmaco
nas nanocapsulas pode estar dissolvido no nacleo ou adsorvido a parede polimérica, como
também pode encontrar-se nas duas localidades (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010; SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanocapsulas tém sido amplamente estudadas
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visando a diferentes aplicacOes terapéuticas, devido as vantagens que apresentam, como
tamanho reduzido de particulas, capacidade de melhorar a estabilidade de diversas
substancias, além da possibilidade do nucleo solubilizar farmacos pouco soliveis (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010), promocédo de liberacdo modificada dos principios
ativos veiculados (RIBEIRO et al., 2016; RIGO et al., 2014; SANTOS et al., 2014), aumento
da eficécia terapéutica e reducgdo de efeitos adversos (COUVREUR et al., 2002; GUTERRES;
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007).

Uma das vias de administracio muito explorada, para as aplicacdes das
nanoestruturas, é a parenteral, com o objetivo de aumentar o indice terapéutico
(SCHAFFAZICK et al., 2003), controlar a distribuicdo/liberacdo de farmacos, reduzir a
toxicidade, promovendo a vetorizacdo de farmacos a alvos especificos, além da protecdo da
substancia ativa (SCHAFFAZICK et al., 2003; VENTURINI et al., 2011). Neste sentido, os
sistemas nanoestruturados podem promover a liberacdo cerebral de farmacos, objetivando
tratamentos em doencas neurol6gicas, aumentando a concentragdo dos mesmos e,
consequentemente, o efeito terapéutico (KREUTER, 2001; RONEY et al., 2005; KREUTER,
2014; WILSON et al., 2014).

Na &rea da nanotecnologia, podem ser encontrados varios estudos com éleos vegetais
utilizados para compor os sistemas nanoestruturados (FERREIRA et al., 2016; FLORES et
al., 2011; SANTOS et al., 2014), devido as suas vantagens, podendo colaborar com diferentes
efeitos esperados, como propriedades antioxidantes (MANEA; UNGUREANU; MEGHEA,
2014) e fotoprotetora (LACATUSU et al., 2014).

O 6leo de abacate possui excelente qualidade nutricional, além de apresentar vitamina
E em sua composicdo, conferindo propriedades antioxidantes (SALGADO et al., 2008),
tornando-o interessante, também, para o desenvolvimento de nanocéapsulas. Ja o0s
triglicerideos de cadeia média (TCM) sdo amplamente utilizados na preparacao de suspensdes
de nanocépsulas, sendo componentes adequados inclusive para formulacbes a serem
administradas de forma parenteral (TAN et al., 2016).

A vimpocetina ja foi associada a varios sistemas visando a sua liberacdo controlada,
como ciclodextrinas (RIBEIRO et al, 2005), nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) (LUO et
al., 2006), prolipossomas (XU et al, 2009), carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)
(ZHUANG et al, 2010) e micelas poliméricas (EL-DAHMY et al, 2014). A maioria destes
estudos possui a finalidade de aumentar a biodisponibilidade oral da vimpocetina quando

administrada.
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Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi desenvolver suspensfes de
nanocapsulas poliméricas biodegradaveis, de poli(e-caprolatona) [PCL], contendo
vimpocetina, visando a administracdo parenteral, tendo em vista o potencial destes sistemas
coloidais poliméricos na liberacdo cerebral. O trabalho foi baseado no emprego do 6leo
vegetal de abacate, em comparagdo aos TCM, como ndcleos oleosos, propondo avaliar a
atividade antioxidante in vitro frente & inducdo da peroxidacdo lipidica em modelo de
membrana de lipossomas, utilizando o método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), além da avaliacdo da atividade anticonvulsivante in vivo deste farmaco
neuroprotetor associado as nanoestruturas.

Cabe evidenciar que, embora existam alguns relatos de estudos que comprovem a
atividade anticonvulsivante deste farmaco, ndo foram encontrados trabalhos direcionados a
liberacdo cerebral e a avaliacdo do efeito antiepilético a partir da administracdo do
neuroprotetor associado a sistemas nanoestruturados. Vale ressaltar que nosso grupo tem se
dedicado ao desenvolvimento de suspensdes de nanocépsulas de etilcelulose (polimero néo
biodegradavel) contendo vimpocetina, e de liofilizados/granulados/comprimidos contendo
estes sistemas, visando a administracdo oral e controle da sua liberacdo (BOLSON, 2015;
PINHEIRO, 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver suspensbes de nanocapsulas poliméricas de poli(e-caprolactona)
contendo vimpocetina, empregando TCM ou 6leo de abacate, comparar esses sistemas quanto
as caracteristicas fisico-quimicas e capacidade de liberagcdo do farmaco, bem como avaliar a
atividade antioxidante in vitro e a atividade anticonvulsivante in vivo das formulagOes

selecionadas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar suspensfes de nanocapsulas biodegradaveis contendo vimpocetina, utilizando
TCM ou 6leo abacate, como nucleo oleoso, pelo método de deposicdo interfacial de
polimero pré-formado;

e Caracterizar as formulacdes quanto ao pH, diametro médio, indice de polidispersao (Pdl),
potencial zeta, viscosidade relativa, teor e eficiéncia de encapsulamento;

e Verificar a morfologia das suspensfes de nanocapsulas empregando microscopia de forca
atbmica;

¢ Avaliar a cinética de liberacdo in vitro do farmaco a partir das nanocapsulas desenvolvidas,
através da técnica de difuséo em sacos de dialise;

e Avaliar a estabilidade das formulacGes, em temperatura ambiente, durante 2 meses;

e Estudar a atividade antioxidante in vitro dos sistemas desenvolvidos, frente a peroxidagéo
lipidica, empregando lipossomas como substrato;

¢ Avaliar a atividade anticonvulsivante in vivo da vimpocetina associada as nanocapsulas de

TCM, em comparacéo ao farmaco livre, empregando camundongos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 EPILEPSIA

A epilepsia é caracterizada basicamente por crises convulsivas, oriundas de uma
descarga elétrica excessiva (ACHARYA et al., 2013), entretanto, também pode assumir outras
formas, como a perda de consciéncia (NEELIMA, 2015). A maioria da populacdo que
apresenta esta desordem sofre de convulsdes tonico-clonicas generalizadas e a parcela restante
acaba desenvolvendo as outras formas possiveis da doenca (YUSUF et al., 2012). Estas crises
estdo associadas a despolarizacdo com alta frequéncia de um grupo de neurénios do cérebro,
onde a regido atingida por esta despolarizacdo vem a definir os sintomas que ocorrerédo, por
exemplo, o envolvimento do coOrtex motor causa convulsbes, o do hipotadlamo causa
despolarizacdo autbnoma periférica, ja o envolvimento da formacéo reticular na parte alta do
tronco encefélico leva a perda da consciéncia (RANG; DALE, p. 540, 2012). Esta alteracdo
neuronal pode ser decorrente de diferentes fatores, entre eles, acidente vascular encefalico,
traumatismo ou causas genéticas (GOODMAN; GILMAN, p. 585, 2012).

Quanto a classificacdo clinica, esta € feita a partir das caracteristicas das crises
convulsivas. Sdo divididas em crises parciais, onde a despolarizacéo inicia-se de forma local e
assim costuma permanecer, ou, entdo, generalizadas, onde acabam envolvendo os dois
hemisférios (GOODMAN; GILMAN, p. 583, 2012; RANG; DALE, p. 540, 2012).

A Organizacdo Mundial da Saude estima que, aproximadamente, 50 milhdes de
pessoas apresentem ou ja apresentaram episodios de epilepsia em algum periodo da vida
(TORRES, 2015). S&o relatados cerca de 8,4 milhdes de novos casos a cada ano (ACHARYA
et al., 2013), sendo, assim, um dos transtornos neuropsicologicos mais frequentes relatados
(TORRES, 2015). A incidéncia da epilepsia apresenta diferencas entre as faixas etarias, sendo
mais prevalente em criancas e idosos (KANASHIRO, 2006; PATEL, 2004). No Brasil, a
prevaléncia € mais proeminente no género masculino e em individuos mais idosos (GOMES,
2011). Estes pacientes epiléticos possuem maior probabilidade de morte prematura do que
pessoas saudaveis, pois se estima que a mortalidade destes individuos seja de duas a trés
vezes maior quando comparados & populacdo em geral (ACHARYA et al., 2013; FERREIRA,;
SILVA, 2009).
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Quanto ao tratamento, este € baseado em farmacos antiepiléticos, também conhecidos
por DAEs (“drogas” antiepiléticas), sendo que os mais utilizados sdo a carbamazepina, a
fenitoina, o fenobarbital e o &cido valproico (KANASHIRO, 2006). A finalidade do
tratamento da epilepsia com farmacos antiepiléticos € procurar amenizar a frequéncia e a
gravidade das crises, bem como se busca diminuir a toxicidade dos farmacos empregados no
cérebro e em outros tecidos (NEELIMA, 2015).

3.1.2 Epilepsia e o0 estresse oxidativo

A morte neuronal pode ser um fator a contribuir para o desenvolvimento da epilepsia.
Processos como 0 estresse oxidativo podem favorecer a progressdo da doenca, além de
resultarem em lesdes neuronais. Crises epiléticas repetidas podem resultar no aumento da
oxidagdo de macromoléculas (PATEL, 2004). Existem evidéncias de que o estresse oxidativo
possa levar a episddios epiléticos (DEVI; PILLAI; VOHORA, 2006), bem como, o préprio
episddio epilético poderia causar estresse oxidativo. Neste sentido, os radicais livres podem
induzir a convuls@es ou, por outro lado, o processo de estresse oxidativo pode ser capaz de
tornar o cérebro mais suscetivel a convulsdes, sendo o estresse oxidativo, portanto,
consequéncia ou causa da epilepsia (PATEL, 2004).

O aumento do Ca?* no tecido neuronal leva a uma cascata de respostas bioquimicas
desencadeando morte celular neuronal ap6s o estado epilético. O mecanismo que envolve a
formagéo de radicais livres (figura 1), resultando em epilepsia, resumidamente, pode ocorrer
através da presenca de um agente indutor de epilepsia (ex: pentilenotetrazol — PTZ), que
aumenta o Ca?" intracelular, induzindo a formacdo do &nion radical superéxido (02*). A
NADPH oxidase e xantina oxidase também geram O:*". Através da dismutacdo de O2*
catalisada pela superdxido dismutase, ocorre aumento da producédo de perdxido de hidrogénio
(H202). A producdo de ONOO", a partir de NO, acaba gerando mais radical OH*" livre. A
producdo de radicais OH®, através da reacdo de Fenton, facilmente oxida proteinas estruturais
de células neuronais, perturbando sua permeacgdo e funcionamento bioldgico, ocasionando
epilepsia (YUSUF et al., 2014).
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Figua 1 — Mecanismo que envolve a formacéo de radicais livres, resultando em epilepsia

I
H.O

Superoxido
(3) dismutase
Catalase Reacao de Fenton

/ HO, ——=> o *[ow]
Ho Ty m \

2 6) gsse Fe* Fe*
GSH Glutationa
peroxidase
i Peroxidagao Dani!ica
‘ lipidica proteinas
Convulsées ¢—— R ><L>\LE\HT\

-

. Danifica acidos

nucleicos

Fonte: adaptado de YUSUF et al., 2014.

3.2 VIMPOCETINA

A vimpocetina (figura 2) foi descrita, primeiramente, como um vasodilatador cerebral
por Karparti e colaboradores em 1976. Em 1978, este farmaco, sintetizado do alcaloide
vincamina, obtido das folhas da Vinca minor, foi introduzido no mercado pelo nome de
Cavinton®. Atualmente, comprimidos de vimpocetina estdo disponiveis no mercado
(BONOCZK, 2000; RIBEIRO; FERREIRA; VEIGA, 2003), como o Vicog® (RUIZ-
MIYAZAWA et al., 2015) e Vinporal® (EL-DAHMY et al., 2014), com dosagem terapéutica
de 5 a 10 mg, trés vezes ao dia (BONOCZK, 2000). A vimpocetina ¢ um solido branco, com

massa molar igual a 350,46 g/mol, apresenta pKa de 7,31, soltvel em solventes organicos
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como &cido acético, dimetilsulfoxido, acetona e cloroférmio, sendo pouco soltvel em éalcoois

e praticamente insollvel em dgua (INDEX, 2006).

Figura 2 - Estrutura quimica da vimpocetina

Embora este farmaco seja classificado como um agente nootrépico, utilizado na
estimulacdo da capacidade cognitiva (RUIZ-MIYAZAWA et al., 2015), possui significativos
efeitos neuroprotetores, tanto in vitro como in vivo (MOLNAR; ERDO, 1995; SZABO et al.,
1893). A atividade neuroprotetora e os efeitos anticonvulsivantes da vimpocetina tém relacéo
com o blogueio dos canais de Na* dependentes de voltagem e inibicdo indireta de processos
moleculares iniciados pelo aumento dos niveis de Ca?" intracelular. Outro mecanismo
proposto para a neuroprotecdo resulta da prevencdo da diminuicdo do gradiente eletroquimico
de Na* e da liberacdo dos aminoacidos excitatorios aspartato e glutamato que ocorre em
situaco de estresse oxidativo (GOMEZ; BUIGS; SITGES, 2014; MOLNAR; ERDO, 1995;
PEREIRA et al., 2003). Este efeito neuroprotetor relatado é capaz de reduzir a lesdo neuronal
que ocorre em condicOes de hipdxia e isquemia (PEREIRA et al., 2003).

Por possuir propriedades anti-inflamatorias, reduzindo a inflamagéo cerebral (GOMEZ
et al., 2014), a vimpocetina tem importante aplicacdo no tratamento da degeneracdo, a qual
possui relagdo com doencas cuja a patogenia e progressdo envolvem o estresse oxidativo,
como a doenca de Alzheimer, esclerose lateral amiotrofica e doenca de Parkinson. A

vimpocetina, por ser utilizada como um vasodilatador cerebral, pois aumenta a
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microcirculacdo e reduz a agregacdo plaquetéria, por atuar também inibindo a enzima
fosfodiesterase, aumentando os niveis de AMPc e GMPc, responsaveis pelos efeitos
vasculares, sendo Gtil no tratamento da isquemia cerebral (BONOCZK, 2000; JINCAI et al.,
2014; PEREIRA et al., 2003).

3.2.1 Vimpocetina e seu efeito antioxidante

Embora o mecanismo de acdo da vimpocetina ainda ndo tenha sido completamente
elucidado, existem evidéncias de efeitos antioxidantes, especialmente relacionado a
capacidade de neutralizar o radical OH® formado pela reacdo de Fenton (HERRERA-
MUNDO; SITGES, 2013). Este farmaco pode ser considerado um eficiente antioxidante, com
capacidade de diminuir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) induzidas por
ascorbato/Fe?*, protegendo o organismo do ataque das EROS, além da peroxidacio lipidica,
sendo capaz de proteger as estruturas e a permeabilidade das membranas bioldgicas de
alteracbes que possam resultar na morte da célula (PEREIRA et al., 2003). A vimpocetina
também reduziu o estresse oxidativo induzido por um lipopolissacarideo na pele da pata de
ratos e o efeito foi observado empregando diferentes testes, como a capacidade sequestrante
de radicais ABTS ", além de ensaios de reducdo férrica (FRAP) e de glutationa reduzida
(GSH). A vimpocetina nesse estudo também apresentou efeito na reducdo dos niveis
aumentados do anion superdxido, nitrito e malondialdeido (MDA) (RUIZ-MIYAZAWA et
al., 2015). Em outro estudo, a fim de avaliar a atividade antioxidante da vimpocetina,
metossulfato de fenazina foi empregado para gerar radicais livres em amostras de suspensdes
de células vermelhas sanguineas de humanos, gerando células vermelhas rigidas. A técnica de
vazamento de potassio foi empregada para detectar possiveis danos celulares. A vimpocetina
apresentou efeito antioxidante pronunciado, capaz de proteger a rigidez causada nas células,
induzida por metossulfato de fenazina, diminuindo também o vazamento do potassio das
celulas (HORVATH et al., 2002).
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3.2.2 Vimpocetina e seu efeito anticonvulsivante

Recentemente, existem evidéncias maiores de que este farmaco possui propriedades
anticonvulsivantes importantes (GOMEZ; BUIGS; SITGES, 2014; NEKRASSOV; SITGES,
2008; PATYAR et al., 2011; SITGES et al., 2006; SITGES et al., 2011; SITGES; ALDANA,
REED, 2016), ja que € capaz de inibir os canais de sodio, de uma forma semelhante como
atua a carbamazepina e a fenitoina, antiepiléticos classicos, muito utilizados no tratamento de
convulsdes (BONOCZK, 2000; RANG; DALE, p. 546, 2012).

Nekrassov e Sitges (2004) ja relatavam atividade anticonvulsivante da vimpocetina
para tratar convulsdes induzida por PTZ em porcos-da-india. No estudo, doses a partir de 2
mg/kg (i.p.) de vimpocetina foram suficientes para impedir completamente as mudancas
induzidas pelo PTZ na eletroencefalografica (EEG) dos animais, demonstrando um potente
efeito antiepilético, além da capacidade do farmaco em evitar a perda auditiva observada
durante crises epiléticas. Os mesmos pesquisadores avaliaram também a atividade
anticonvulsivante da vimpocetina para tratar convulsdes induzidas por 4-aminopiridina (4-
AMP), em porcos-da-india. Como resultado, a vimpocetina também foi capaz de impedir as
mudangas na EEG dos animais a partir de doses de 2 mg/Kg, bem como, as alteracbes
auditivas, confirmando, assim, o efeito anticonvulsivante potente deste farmaco (SITGES;
NEKRASSOV, 2004).

Em um estudo de Nekrassov e Sitges (2008), a vimpocetina na dose de 3mg/Kg foi
administrada via intraperitoneal, em porcos-da-india, e 0s resultados demostraram que a
vimpocetina atuou como um potente antiepiléptico capaz de inibir convulsées em doses 10
vezes menores, quando comparadas a carbamazepina, além de inibir também a perda auditiva,
efeito ndo relatado para esse antiepilético classico. Assim, a vimpocetina poderia prevenir
alteracOes auditivas, como alternativa no tratamento da epilepsia.

Em outro estudo, utilizando hipocampos isolados de ratos Wistar, vimpocetina inibiu a
liberacdo do glutamato (importante neurotransmissor excitatorio que provoca epilepsia)
induzida por 4-AMP. Os resultados demostraram que o farmaco em estudo reduziu a
liberacdo do neurotransmissor em concentracbes menores do que outros antiepiléticos
utilizados no estudo, como carbamazepina, fenitoina, lamotrigina, oxcarbamazepina e
topiramato (SITGES et al., 2011).
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A vimpocetina (potente antiepilético ndo classico) também foi comparada aos
antiepiléticos classicos carbamazepina e acido valproico, onde as expressdes de citocinas pro-
inflamatdrias IL-1B ¢ TNF-a em hipocampos de ratos foram avaliadas, sendo que quando
estdo em niveis aumentados podem indicar epilepsia em modelos animais. Os resultados
obtidos demostraram que a vimpocetina e a carbamazepina foram capazes de diminuir a
expressdo de ambos os marcadores em condicdes basais, diferente do acido valproico, que ndo
obteve resultados satisfatorios. Com o estudo, os pesquisadores puderam concluir que a
vimpocetina e a carbamazepina possuem mecanismos de acdo que evolvem a diminuicdo da
permeabilidade dos canais de sodio, exercendo efeitos anti-inflamatorios cerebrais, eficazes
na prevencao de crises epiléticas (GOMEZ; BUIJS; SITGES, 2014).

Mais recentemente, antiepiléticos usuais (levetiracetam, carbamazepina, fenitoina,
valproato, lamotrigina, oxcarbamazepina, topiramato), a vimpocetina e 0 antidepressivo
sertralina foram estudados quanto ao efeito no aumento do Ca®* induzido por 4-AMP em
hipocampos isolados de ratos. Sertralina e vimpocetina inibiram seletivamente o aumento do
Ca?", efeito também visto para os demais anticonvulsivantes; entretanto, ndo observados para
o levetiracetam, acido valproico e topiramato (SITGES; CHIU; REED, 2015).

Devido a efetiva capacidade antiepilética ja relatada acima e pelas vantagens
mencionadas anteriormente, a vimpocetina tem sido considerada um novo antiepilético
potente alternativo. Contudo, esse farmaco ainda ndo é utilizado para este fim, mas se tem
estudado sua possivel utilizacdo no tratamento da epilepsia (SITGES; CHUI; NEKRASSOV,
2006).

Embora a vimpocetina apresente as diversas vantagens ja mencionadas e seja
rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal, este farmaco possui baixa solubilidade
aquosa, de cerca de 5 pg/mL, curta meia-vida (1-2 horas), lenta dissolucéo, alem de sofrer um
pronunciado metabolismo de primeira passagem, resultando em uma biodisponibilidade oral
de aproximadamente 7 % em humanos quando administrada em periodos de jejum, uma vez
que a ingestdo de alimentos pode aumentar sua biodisponibilidade (BONOCZK et al., 2000;
XU et al., 2009; ZHUANG et al., 2010). Estas limitagdes acabam refletindo na viabilidade das
formulacBes farmacéuticas, pois, independente da via de administracdo, a biodisponibilidade
do farmaco e um fator muito relevante e depende da dissolucéo deste nos fluidos biologicos e
da sua permeabilidade através das membranas celulares (HASA et al., 2014). A fim de
reverter estas limitagdes da molécula, uma possivel estratégia é incorporar este farmaco
lipofilico a sistemas nanoestruturados (LUO et al., 2006; ZHUANG et al., 2010).
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3.3 NANOESTRUTURAS POLIMERICAS

Sistemas nanoestruturados tém atraido interesse na aplicacdo medicinal pela elevada
estabilidade quimica e bioldgica, possivel incorporacéo de substancias tanto hidrofilicas como
lipofilicas, além da capacidade de serem administrados por varias vias como oral, pulmonar,
parenteral, oftdlmica e topica, proporcionando liberacdo controlada do farmaco (ALVES, et
al., 2005; MASSERINI, 2013; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanoparticulas poliméricas, em geral, sdo mais estaveis em fluidos biol6gicos quando
comparadas com outros sistemas nanométricos (RONEY et al., 2005). Essas nanoparticulas
sdo carreadores de farmacos, caracterizados por apresentarem didmetro na faixa
submicrométrica, sendo que, na maioria dos estudos, sao obtidas particulas na faixa de 100 a
500 nm. Entre estes sistemas poliméricos, encontram-se as nanocépsulas (figura 3), que foram
descritas pela primeira vez em 1970 (FRANK et al., 2015). Esses nanossistemas sdo
constituidos basicamente de farmaco, polimero, 6leo, tensoativo e dgua e vem sendo descritos
como nanovesiculas, pois apresentam um invélucro composto por polimero disposto ao redor
de um nucleo, geralmente oleoso, podendo ser aquoso. O farmaco nesse tipo de nanocéapsulas
é encapsulado na fase interna, podendo estar dissolvido no ndcleo ou adsorvido a parede
polimérica, como também pode encontrar-se das duas maneiras (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010; FRANK et al., 2015).

Figura 3 — Representacdo esquematica de nanocapsulas poliméricas: Farmaco dissolvido no

nucleo geralmente oleoso e/ou adsovido a parede polimérica
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Dentre as principais vantagens estudadas, atribuidas as nanocapsulas, estdo o aumento
da estabilidade quimica de farmacos, diminuindo a producdo de produtos de degradacéo, e 0
aumento da eficacia das formulagdes, como também a capacidade de proporcionar o aumento
da interacdo entre farmacos e tecidos, levando ao aumento da penetracdo do farmaco, em
funcdo da alta area superficial das nanoparticulas. Outra vantagem que é amplamente
estudada é o aumento da biodisponibilidade e, consequentemente, da eficicia de farmacos,
tanto in vitro (utilizando cultura de células), quanto in vivo (utilizando modelo animais). Estes
sistemas também vém sendo apontados como uma alterativa para reduzir os efeitos adversos
de diversos farmacos, pois permitem evitar o contato direto da substancia ativa com os tecidos
(FRANK et al., 2015), ou mediante a vetorizagdo de substancias ativas a alvos terapéuticos,
reduzindo a distribuicdo em o6rgdos saudaveis (GUTERRES, S. S.; SCHAFFAZICK, S. R;;
POHLMANN, 2007).

Quanto a preparacdo destes sistemas, para a escolha do método, deve-se conhecer as
caracteristicas de solubilidade do farmaco (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).
Existem na literatura varias técnicas para preparar suspensdes de nanocapsulas, podendo ser
classificadas em métodos baseados na polimerizacdo in situ de monémeros dispersos ou na
precipitacdo de polimeros pré-formados (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
SCHAFFAZICK et al., 2003). Os métodos obtidos através de precipitagdo de polimeros pré-
formados possuem um maior rendimento, e podem serem obtidos através de diferentes
técnicas, como emulsificacdo-evaporacdo do solvente, salting-out, emulsificacdo-difusdo do
solvente ou nanopreciptacdo (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). O método de
deslocamento de solvente/nanoprecipitagdo (nanoparticulas/nanoesferas; self-assembling),
também conhecido por deposicao interfacial de polimero pré-formado (para nanocépsulas), é
0 mais utilizado no preparo desses sistemas por ser considerado um método simples e de facil
reprodutibilidade de lotes (FESSI et al, 1989; FRANK et al., 2015; MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010), sendo o escolhido para o desenvolvimento das nanocépsulas do
presente estudo (figura 4). O método baseia-se em uma fase organica contendo um solvente
ou uma mistura de solventes misciveis em agua, como etanol e acetona. Nesta fase, também
contém um polimero de natureza sintética, semissintética ou natural, um 6leo e um tensoativo
de baixo EHL (equilibrio hidrofilico-lipofilico), além do farmaco. Uma fase néo-organica
(fase aquosa) é preparada, contendo um tensoativo de alto EHL e agua. A fase organica é
vertida lentamente na fase aquosa e, sob agitacdo mantida durante o processo, ocorre uma

emulsificacdo espontanea. Apds este processo, 0 solvente organico é retirado atraves de
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pressao reduzida, utilizando evaporador rotatério. Geralmente, as particulas obtidas por esta
técnica apresentam tamanho de 150-200 nm (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). Independentemente do método utilizado, os
produtos originados sdo suspensdes coloidais aquosas (SCHAFFAZICK et al., 2003), que
podem ser administradas como injecOes intravenosas ou por via oral, ou ainda podem ser
incorporadas em formas farmacéuticas semissolidas, como géis (RIGO et al., 2015) e cremes
(PANDIT et al., 2015). Alternativamente, essas suspensdes podem ser transformadas em
formas farmacéuticas solidas, como pos, através de processo de desidratacdo, como a
liofilizacdo (LORENZONI, 2015; RIBEIRO et al., 2016; SCHAFFAZICK et al., 2003), ou
secagem por aspersao/spray-drying (RIBEIRO et al., 2016) ou até mesmo incorporadas em
comprimidos (FRIEDRICH et al., 2010; PINHEIO, 2016).

Figura 4 — Representacdo esquematica do método de preparacdo de suspensBes de

nanocapsulas, empregado no presente estudo: deposicao interfacial de polimero pré-formado
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Os triglicerideos de cadeia média (TCM) ou triglicerideos dos &cidos caprico e

caprilico sdo encontrados em diversos trabalhos, com a finalidade de compor o nucleo oleoso
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das nanocépsulas (ABBAS et al., 2015; ALVES et al., 2005; KOMAIKO; MCCLEMENTS,
2015; OURIQUE et al., 2011; PREETZ et al., 2008; SANTOS et al., 2013; SAVIAN et al.,
2015) e ndo apresentam tendéncia a oxidacdo, por isso sdo muitas vezes escolhidos para
fazerem parte da composicdo das mesmas. Além destas vantagens mencionadas, este Oleo é
apropriado para a preparacdo de formulacBes de tamanho de particulas coloidais adequadas
para administracdo intravenosa (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012; TAN et al., 2016).

Os sistemas nanoestruturados sdo caracterizados quanto a varios parametros. O
tamanho médio de particulas pode ser obtido por espectroscopia de correlacdo de fotons,
determinando o raio hidrodindmico das particulas na suspensdo coloidal aquosa
(COUVREUR et al., 2002). Para avaliacdes mais detalhadas de tamanho, também é possivel
fazer uma avaliacdo granulométrica das particulas por difracdo a laser (VENTURINI et al.,
2011). O potencial zeta oriundo das nanoparticulas reflete o potencial de superficie das
particulas dispersas e sofre influéncia das mudancas na interface com o meio dispersante. Este
parametro é analisado utilizando técnicas de eletroforese. Um dos principais componentes que
influencia este parametro € o polimero empregado (SCHAFFAZICK et al., 2003), além da
natureza quimica do estabilizante e do pH do meio (MORA-HUERTAS; FESSI,
ELAISSARI, 2010). Valor de potencial zeta alto (em modulo) tende a indicar uma boa
estabilidade fisico-quimica, que resulta de forcas repulsivas que evitam a agregagdo das
particulas, facilitando a redispersdo e melhorando a estabilidade (WILSON et al., 2014),
entretanto, um potencial zeta com valores mais baixos ndo necessariamente indicam baixa
estabilidade, ja que por muitas vezes, formulaces que apresentaram o potencial zeta perto da
neutralidade apresentaram boa estabilidade, podendo ser explicada pela estabilidade estérica
(CORADINI et al., 2014; RIGO et al., 2015).

No que diz respeito a liberacdo de sistemas nanoestruturados, diferentes grupos de
pesquisas j& demostraram que nanoparticulas podem melhorar a absorcao, tanto no intestino,
ou atraves da barreira sangue-cérebro, liberando o farmaco a locais especificos (LEYVA-
GOMEZ, et al., 2014), além de proporcionar liberacéo lenta e gradual, ou seja, controlada da
substancia ativa associada (LORENZONI, 2015; RIBEIRO et al., 2016; RIGO et al., 2014;
SANTOS et al., 2014).
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3.3.1 Barreira hematoencefalica e liberacao cerebral através de nanoparticulas

A barreira hematoencefalica (BHE) ou barreira sangue-cérebro (BSC) esta presente no
sistema nervoso central e possui a finalidade de proteger o cérebro contra toxinas, bactérias e
virus. Esta barreira também € capaz de regular o transporte de substancias enddgenas. Mais de
95% dos farmacos utilizados para o tratamento de doencas cerebrais ndo conseguem
atravessar a BHE em concentragcdes que garantam efeitos terapéuticos. Sendo, assim, muitas
vezes necessario administrar doses elevadas para atingir efeitos terapéuticos adequados, o que
pode gerar reacdes adversas graves, levando a alta toxicidade (REIMOLD et al., 2008). Este
ndo é o caso do farmaco em estudo, ja que ele demostrou atravessar a barreira sangue-cérebro
ap6s administracdo intravenosa, atingindo o sistema nervoso central (BORNOCZK et al.,
2000).

E possivel encontrar, na literatura, farmacos associados a diversos tipos de
nanoestruturas, como lipossomas, micelas poliméricas, dendrimeros (YANG, 2010),
nanoparticulas lipidicas solidas (LEYVA-GOMEZ et al., 2014; NAIR et al., 2012),
nanoemulsdes (TAN et al., 2016) e nanoparticulas poliméricas (KREUTER, 2014) capazes de
penetrar a BHE, com finalidade de promover a liberacdo do farmaco em regides especificas
do cérebro, aumentando a concentracdo deste e seu efeito terapéutico (NANCE et al., 2014;
WILSON et al., 2014).

Existem cerca de oito possiveis mecanismos (figura 5) responsaveis pela liberacdo de
farmacos mediada por nanoparticulas no cérebro (KREUTER, 2014), que vém sendo
pesquisados nos ultimos anos, que sao:

(@) O aumento da retencdo de nanoparticulas nos capilares presentes no cérebro,

havendo adsorcdo as paredes dos capilares, elevando o gradiente de concentracéo,

aumentando o transporte pelas células do endotélio;

(b) O tensoativo utilizado (polissorbato 80) pode inibir o efluxo, especialmente

mediado pela glicoproteina P (Pgp);

(c) Um possivel efeito tdxico sobre a vasculatura cerebral pode ocorrer;

(d) Solubilizacéo das células endoteliais lipidicas, oriunda da presenca dos tensoativos

nas formulagdes, aumentando assim a permeabilidade das substancias na BHE;

(e) Abertura das juncbes entre as células endoteliais, devido a presenca das

nanoparticulas, e a transicdo dos sistemas atraves do endotélio;
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(f) Recentemente, a endocitose de nanoparticulas, mediada por receptores de
macromoléculas, pelas células endoteliais dos capilares do cérebro, seguida pela
transcitose, tem sido o principal mecanismo e 0 mais aceito para explicar a liberacao
cerebral de farmacos promovida por nanoestruturas;

(9) Combinacao dos mecanismos, descritos acima, também pode ocorrer.

Algo que desempenha um importante papel, no que diz respeito a liberacéo cerebral,
sdo as propriedades de superficie das nanoparticulas (KREUTER, 2014). O polissorbato 80,
presente nas interfaces particulas/agua, nas nanoestruturas, pode auxiliar na vetorizagdo de
farmacos até o sitio de acdo desejado, o que ja foi demonstrado em varios estudos, onde
nanoparticulas revestidas com este tensoativo melhoraram a liberacdo cerebral e,
consequentemente, o efeito desejado (KREUTER, 2014; WILSON et al., 2014; YUSUF et al.,
2012). O polissorbato 80 atua como uma ancora para as apolipoproteinas (Apo),
principalmente Apo A (A-1), B e E, sendo que estas interagem com os receptores endoteliais
localizados nos capilares cerebrais. Mais especificamente, Apo A-l interage com o receptor
classe B tipo | (SR-BI), ja a Apo B e Apo E interagem com os receptores de LDL (RLP1). A
interacdo com estes receptores promove endocitose e transcitose das nanoparticulas através
das células endoteliais (KREUTER, 2014), promovendo a passagem destas através da BHE e

a difusdo do farmaco para o cérebro.
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Figura 5 — Representacdo esquematica de dois dos possiveis mecanismos de liberacdo de
farmacos mediado por nanoparticulas através da BHE: (a) abertura das jungdes entre as
células endoteliais devido a presenca das nanoparticulas; (b) Endocitose de nanoparticulas

mediada por receptores de macromoléculas, sequido de transcitose
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Neste sentido, diversificadas nanoparticulas vém sendo utilizadas como estratégia para
liberacdo cerebral de farmacos antiepiléticos, havendo evidéncias de que possam ser capazes
de melhorar o tratamento da epilepsia (BENNEWITZ, 2009). Como as nanoparticulas
lipidicas sélidas (NLS) contendo quitosana e carbamazepina, de Nair e colaboradores (2012),
que foram desenvolvidas com objetivo de melhorar o efeito terapéutico de crises convulsivas,
para administracdo oral, em modelo de ratos. As formulacdes apresentaram diametro inferior
a 200 nm. A carbamazepina associada as NLS de quitosana demonstrou um aumento na
laténcia para iniciar as crises convulsivas, demonstrando melhora na atividade antiepilética,
guando comparada ao farmaco livre e controle, sugerindo que os sistemas seriam adequados
para o tratamento de convulsoes.

Leyva-GOomez e colaboradores (2014) desenvolveram diferentes sistemas coloidais
contendo o benzodiazepinico clonazepam (NLS e micelas poliméricas), para auxiliar no
tratamento da epilepsia. Foi avaliada a permeabilidade in vitro da BHE em linhagens de

células humanas endoteliais cerebrais ("CMEC/D3) diante das diferentes nanoparticulas, além
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de avaliar in vivo o potencial anticonvulsivante do farmaco associado a estes sistemas. As
formulacdes apresentaram didmetro na faixa nanométrica, 332 nm (NLS) e 16,5 nm (micelas
poliméricas), com potencial zeta negativo. A permeabilidade do clonazepan a BHE aumentou
quando associado as NLS, porém, diminui na presenca das micelas poliméricas. O potencial
anticonvulsivante, avaliado através de estudo comportamental e EEG através de convulses
induzidas por PTZ, demonstrou que o efeito anticonvulsivante do farmaco foi aumentado
quando este foi associado as NLS, efeito ndo demonstrado na associacdo as micelas
poliméricas.

Nanoparticulas de albumina, contendo gabapentina, outro antiepilético amplamente
utilizado no tratamento de convulsdes, foram desenvolvidas com o objetivo de avaliar sua
eficacia no tratamento da epilepsia. As nanoestruturas apresentaram diametro de 141 nm e
potencial zeta negativo. Os testes realizados em ratos, com administracdo intraperitoneal das
nanoparticulas, demostraram um aumento na concentracdo de farmaco no cérebro em relacéo
ao farmaco livre, resultados ainda melhores foram observados com as nanoparticulas
revestidas com Tween® 80 (polissorbato 80). As nanoparticulas ainda demonstraram uma
diminuicdo na duracdo das convulsGes em comparacdo ao farmaco livre. Os sistemas foram
considerados promissores para o tratamento da epilepsia (WILSON et al, 2014).

Nanoparticulas de poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA) contendo oxcarbamazepina,
um antiepilético capaz de atravessar a barreira placentaria, sem apresentar malformacéao
congénita nos fetos, foram desenvolvidas, pelo método de deslocamento de solvente
modificado, para avaliar a permeabilidade das formulagdes utilizando modelos in vitro de
membranas: células hCMEC/D3 para barreira sangue-cérebro e trofoblastos da placenta
humana (células BeWo) para barreira placentaria. Foram preparadas particulas entre 140-170
nm, com indice de polidispersdo abaixo de 0,3, potencial zeta de -34 a -51 mV e com
eficiéncia de encapsulamento proxima a 70%. Estudos utilizando o marcador cumarina-6
demostraram que a permeabilidade do farmaco livre e nanoencapsulado demonstrou valores
muito préximos, entretanto a liberacdo do farmaco livre foi mais rapida. O desenvolvimento
das nanoparticulas foi considerado promissor para o tratamento da epilepsia durante a
gravidez (LOPALCO et al., 2015).

Lipossomas também sdo explorados para liberacdo cerebral, como 0s com nimodipino
de Gayosso, Moreno e colaboradores (2015), farmaco que manifesta efeito anticonvulsivante,
mas que possui baixa solubilidade nos fluidos gastrointestinais e pronunciado efeito de

primeira passagem no figado. Diante destas desvantagens, os autores desenvolveram
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nanossistemas simples (lipossomas) a fim de avaliar a atividade anticonvulsivante do farmaco
associado aos mesmos, através de convulsdes induzidas por pilocarpina em ratos. Os
lipossomas com nimodipino apresentaram efeito antiepilético superior ao do farmaco livre,
além de reduzir a toxicidade do farmaco nos animais.

Mais recentemente, Tan e colaboradores (2016) desenvolveram nanoemulsées para via
parenteral, contendo &cido valproico, outro antiepilético muito empregado na terapéutica. Os
pesquisadores utilizaram uma mistura de 6leos (TCM e 6leo de semente de cartamo) pelo
método de sonicacdo. A intensidade do ultrassom, temperatura e tempo de sonicacdo foram
avaliados para a escolha da melhor formulagdo. As formulagfes apresentaram tamanho de
goticulas na faixa nanométrica (43 nm), com indice de polidispersdo de 0,2. Quanto a
estabilidade, esta foi avaliada durante 5 meses e, embora o tamanho das goticulas tenha
aumentado, ainda se manteve em 250 nm, que é considerado adequado para administracédo
parenteral. Com os resultados obtidos, as nanoemulsfes desenvolvidas foram consideradas
sistemas promissores, com potencial para penetrar a BHE, e, portanto, Uteis no tratamento de

epilepsia.

3.3.2 Nanoestruturas contendo vimpocetina

E possivel encontrar na literatura diferentes sistemas de liberagdo com vimpocetina,
como ciclodextrinas (RIBEIRO et al., 2005), nanoparticulas lipidicas sélidas (LUO et al.,
2006), prolipossomas (XU et al., 2009), carreadores lipidicos nanoestruturados (ZHUANG et
al., 2010) e micelas poliméricas (EL-DAHMY et al., 2014). A maioria destes estudos possui a
finalidade de aumentar a biodisponibilidade da vimpocetina quando administrada oralmente.

Luo e colaboradores (2006) desenvolveram nanoparticulas lipidicas solidas (NLS)
com tamanho medio de particulas de 70 a 200 nm, potencial zeta negativo e uma elevada
eficiéncia de encapsulamento para vimpocetina. N&o foram observadas diferengas
significativas no tamanho das nanoparticulas no periodo de armazenamento de seis meses.
Um estudo realizado, em ratos, mostrou que a biodisponibilidade da vimpocetina foi
aumentada significativamente quando associada as NLS.

Sistemas baseados em prolipossomas foram desenvolvidos e apresentaram um

tamanho médio de particulas de 300 nm e eficiéncia de encapsulamento de 86,3%. A
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vimpocetina associada aos prolipossomas teve sua biodisponibilidade oral aumentada em
coelhos (XU et al., 2009).

Em estudo conduzido por Zhuang e colaboradores (2010), carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) foram preparados pelo método de homogeneizacdo a alta presséo,
obtendo tamanho médio de particulas de 107 a 177 nm, potencial zeta negativo (-13,4 a -24,7
mV) e eficiéncia de encapsulamento de 83,2 a 95,3%. Quanto a morfologia analisada, por
microscopia eletrénica de transmissdo, as particulas mostraram-se esféricas, confirmando o
tamanho na faixa de 100 — 150 nm. Foi observado um aumento da biodisponibilidade oral da
vimpocetina em ratos, demonstrando que 0s sistemas nanoestruturados sdo viaveis para a
veiculagdo desse neuroprotetor.

Recentemente, micelas poliméricas foram desenvolvidas empregando um copolimero
de diferentes EHL, com objetivo de aumentar o tempo médio de permanéncia da vimpocetina
na circulacdo sanguinea, apds injecdo intravenosa em coelhos. A formulacdo otimizada
apresentou tamanho médio de particulas de 161,50 nm, indice de polidispersdo de 0,21,
potencial zeta negativo (-22,42 mV) e eficiéncia de encapsulamento de 50,74%. As
formulacBes foram liofilizadas, sem a presenca de crioprotetor e esterilizadas com radiacéo
gama. As nanoestruturas proporcionaram um aumento significativo na meia-vida em relagéo a
um produto comercial e ndo apresentaram diferencas significativas quanto a caracterizacao
fisico-quimica dos produtos ap6s os processos de liofilizacdo e esterilizacdo (EL-DAHMY et
al., 2014).

Nosso grupo de pesquisa tem investido no desenvolvimento de nanocapsulas
poliméricas para veiculagdo da vimpocetina, empregando etilcelulose como polimero,
destinadas a administracdo por via oral. As suspensfes de nanocapsulas contendo vimpocetina
(Img/mL), preparadas por Bolson (2015), apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
adequadas, como tamanho de particulas inferiores a 200 nm, baixos indices de polidisperséo,
elevada eficiéncia de encapsulamento, além de estabilidade adequada, durante o periodo de 90
dias, sobretudo na forma liofilizada, e capacidade de promover liberacdo controlada. Pinheiro
(2016) também desenvolveu suspensdes de nanocédpsulas de etilcelulose, contendo
vimpocetina (3 mg/mL), que apresentaram tamanho de particulas adequado (138 a 157 nm),
baixa polidispersdo e elevada eficiéncia de encapsulamento. A partir desses sistemas,
empregados como liquido de granulacdo, granulados foram desenvolvidos, com

caracteristicas fisico-quimicas e tecnoldgicas adequadas, os quais foram empregados para a
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preparacdo de comprimidos de 2,5 mg de vimpocetina. Esses sistemas foram capazes de
controlar a liberagdo do farmaco.

3.3.3 Polimeros usados para liberacdo cerebral e poli(e-caprolactona)

Diferentes polimeros tém sido utilizados com o objetivo de aumentar o tempo de
circulagdo das nanoparticulas, com a finalidade de facilitar a entrada destes sistemas no
cérebro. Polimeros que ndo sdo biodegradaveis, acabam sendo toxicos (KREUTER et al.,
2014), deste modo, €é aconselhado utilizar polimeros biodegradaveis. O poli(butil
cianoacrilato) [PBCA] foi o primeiro polimero biodegradavel a ser explorado por demonstrar
éxito na liberagdo cerebral, além de ser o material existente de biodegradabilidade mais rapida
(KREUTER, 2001; KREUTER, 2014). A partir deste, outros polimeros, como os poliésteres
sd0 o0s mais empregados devido a sua biocompatilidade e biodegradabilidade
(ABDELWAHED et al., 2006). Os mais usuais, que objetivam a liberacdo cerebral, sdo o
poli(acido latico) [PLA] (XIA et al., 2012) e copolimeros dos &cidos latico e glicolico
[PLGA] (MITTAL et al., 2011). Ainda, no que diz respeito a liberacdo cerebral de
nanoparticulas, algo que vém a interferir na biodegradabilidade é o baixo peso molecular dos
polimeros empregados. Desta forma, polimeros de menor peso tém demostrado uma
biodegradacdo mais rapida, tornando-se potencialmente menos toxicos e, assim, mais
adequados para este tipo de liberacdo (KREUTER, 2014).

Dentre os poliésteres, esta incluido o PCL (figura 6), sendo caracterizado como
alifatico, semicristalino, biocompativel, biodegradavel e ndo toxico (SINHA et al., 2004;
BEHERA et al., 2012), soluvel em diclorometano e cloroférmio, parcialmente soltvel em
solventes polares, como a acetona e insoluvel em alcoois e 4gua (POHLMANN et al., 2013).
Seu peso molecular geralmente varia entre 3.000 a 80.000 g/mol (WOODRUFF;
HUTMACHER, 2010).
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Figura 6 — Estrutura quimica do polimero poli(e-caprolactona)

Fonte: Proprio autor.

Por possuir uma degradagéo lenta (BEHERA et al., 2012), elevada permeabilidade
para muitos farmacos e ndo possuir toxicidade (SINHA et al., 2004), este polimero sintético é
aconselhado para utilizacdo na preparacdo de diferentes sistemas de liberacdo de substancias,
inclusive muito usado para a preparacdo de suspensbes de nanoparticulas/nanocéapsulas
(ALVES et al., 2005; ABDELWAHED et al., 2006; CORADINI et al., 2014; OURIQUE et
al., 2011; RIGO et al., 2014; RIGO et al., 2015; SAVIAN et al., 2015), para diversos fins.

Embora as nanoparticulas de PCL ndo sejam as mais utilizadas visando a vetorizagédo
em sitios especificos no cérebro, é possivel encontrar alguns estudos de nanossistemas
compostos por este polimero objetivando a liberagdo cerebral (BENVEGNU et al., 2012,
KANAZAWA et al., 2011; LIU et al., 2013; XIN et al.; 2011).

Dentre os métodos descritos na literatura, empregados no desenvolvimento de
sistemas nanoestruturados baseados em PCL, os mais relatados s&o deposicao interfacial de

polimeros pré-formado e emulsificagdo-difusdo (POHLMANN et al., 2013).

3.3.4 Oleos vegetais e seus beneficios

O uso de Oleos vegetais, com amplo beneficio para a saude, satisfaz tanto as

necessidades industriais como as de consumo, justamente por causa de sua seguranca e
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sustentabilidade (LACATUSU et al., 2014). Podemos encontrar varios estudos utilizando
Oleos vegetais para a formacdo do nucleo de sistemas nanoestruturados, devido a sua
composicao, levando a diferentes atividades, como antioxidante. Como exemplo, o 6leo de
melaleuca (FLORES et al., 2011), 6leo de coco (SANTOS et al., 2014), 6leo de semente de
uva (ALMEIDA et al., 2010; CORADINI et al., 2014; MANEA; UNGUREANU; MEGHEA,
2014), 6leo de framboesa (NICULAE et al., 2014), 6leo de abobora, 6leo de amaranto
(LACATUSU et al., 2014) e bleo de ricino (GOTO et al., 2013; WANG et al., 2014).

O abacate (Persea americana Mill) € um fruto tropical e subtropical nativo da
América Central - México (LOPEZ-GOMEZ et al., 1999), sendo atualmente produzido em
todo territorio brasileiro (JORGE et al., 2015). O dleo oriundo deste fruto pode ser obtido
através de um processo de extracdo a partir da polpa, que é considerada a parte principal do

fruto, por possuir a maior quantidade do 6leo (SALGADO et al., 2008).

O o6leo de abacate ¢ rico em p-sitosterol e &cido oleico, além de apresentar acidos
linoleico e linolénico em sua composi¢éo, gordura insaturada que tem sido utilizada como um
coadjuvante no tratamento de hiperlipidemias, além de possuir uma excelente qualidade
nutricional. Também apresenta vitamina E, sob a forma de a-tocoferol, apresentando, assim,
conhecida propriedade antioxidante (JORGE et al., 2015; PEREIRA et al., 2003; SALGADO
et al., 2008) e combate a oxidacdo lipidica (JORGE et al., 2015).

Embora o 6leo de abacate apresente significativas propriedades, ainda sdo poucos 0s
trabalhos publicados que exploram este 6leo como componente de formulacbes de tamanho
submicrométrico, como as nanoemulsdes de Eid e colaboradores (2013), desenvolvidas para
posterior incorporacdo em hidrogéis de carbopol, utilizando éleo de abacate e estearato de
sacarose como tensoativo. As formulagfes apresentaram tamanho médio de goticulas de 105 a
128 nm, baixo indice de polidispersao e potencial zeta negativo (aproximadamente -30 mV).
Apos a preparacao dos hidrogéis, utilizando carbopol e agua, as caracteristicas fisico-quimicas
foram mantidas. Também foi possivel observar que a concentragdo do oleo influenciou na
elasticidade do gel.

Nanocapsulas contendo PCL ou um copolimero (PEG-PBA-PEG) como componentes
poliméricos, e Oleo de abacate como ndcleo oleoso, foram desenvolvidas, variando as
concentracdes dos componentes até a obtencdo de tamanhos 6timos de particulas, indicando
que as diferentes porcentagens de 0leo e polimeros empregados influenciaram no tamanho
médio de particulas das formulagbes, obtendo valores entre 72 a 91 nm (ESMAEILI;
GHOLAMI, 2015).
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Mais recentemente, Eid e colaboradores (2015), avaliaram a influéncia do estearato de
sacarose na estabilidade de nanoemulsdes preparadas com 6leo de abacate, pelas técnicas de
inversdo de fase e emulsificacdo espontanea. As formulacdes escolhidas apresentaram
tamanho médio de goticulas de 106 nm, indice de polidisperséo de 0,156 e potencial zeta de -
30,4 mV. A influéncia da temperatura no tempo de armazenamento também foi avaliada,
onde foi observado melhor estabilidade para as nanoemulsdes armazenadas a 4°C,
estabilidade moderada para as armazenadas a 25°C e maior instabilidade quando armazenadas
a 40°C.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas e outros materiais

e Acido tiobarbittrico — Merck (Alemanha);

e Acido tricloroacético - Sigma Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil);

e Acetato de etila - Dindmica (Diadema, SP, Brasil);

e Acetona— Quimica Moderna (Barueri, SP, Brasil);

e Agua destilada;

e Agua ultrapura — Mega Purity Water Purification;

e Dimetilsuféxido (DMSO) — Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

e Dispositivo de ultrafiltracio-centrifugacdo (Amicon® Ultra, 0,5 mL; Ultracel 10 K —
membrana de celulose regenerada; 10,000 MWCO; Millipore);

e Etanol — (Neon, Sdo Paulo, SP, Brasil);

e Fosfato de potéssio monobasico — Exodo Cientifica (Hortolandia, SP, Brasil);

e Funil de Biichner;

e Hidréxido de Sédio (Dindmica, Diadema, SP, Brasil);

e Lecitina de soja — Ativos Magisttrais (Barueri, SP, Brasil);

e L-ascorbato (+) s6dio — Sigma Aldrich (Séo Paulo, SP, Brasil);

e Membranas hidrofilicas (nylon; 0,45 um; Sartorius — EUA; didametro de 13 mm ou 47
mm);

e Membrana de celulose para sacos de dialise, 10 mm (MWCO = 12,000 a 14,000 Da,
Sigma-Aldrich, MO, USA);

e Metanol grau HPLC — Merck (Alemanha);

e Metanol UV/HPLC - (Dindmica, Diadema, SP, Brasil);

e Monoestearato de sorbitano (Span 60®) — Sigma Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil);

e Papel filtro qualitativo, gramatura: 80 g/m?; espessura: 205 um — J Prolab (S&o José dos
Pinhais, Brasil);
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e Pentilenotetrazol — Sigma Aldrich (S&o Paulo, Brasil);
e Poli(g-caprolactona My 10.000) - Sigma Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil);

e Polissorbato 80 (Tween 80®) — Delaware (Porto Alegre, RS, Brasil);

e Tris - Sigma Aldrich (Séo Paulo, SP, Brasil);

e Triglicerideos de cadeia média (TCM) — Alpha Quimica (Porto Alegre, RS, Brasil);
e Oleo de abacate — Flores e Ervas (Piracicaba, SP, Brasil);

e Sulfato de Ferro Il heptahidratado — Neon (S&o Paulo, SP, Brasil);

e Vimpocetina (valor declarado 101,16%) — Pharmanostra (Anépolis, GO, Brasil).

4.1.2 Equipamentos

e Agitador magnético — Tecnal TE-0851;

e Balanca analitica — Shimadzu AUY220;

e Centrifuga MTD IlI-Plus — Servilab;

e Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia — Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japdo), equipado
com bomba modelo LC-20AT, detector UV/VIS SPD-M20A (arranjo de diodos — PDA) e
sistema controlador com injecdo automatica;

e Espectrofotdmetro UV-1800 — Shimadzu (Japao)

e Evaporador rotatério — Buchi Rotavapor R-3

e MasterSizer® 3000 E — Malvern Instruments

e Microcentrifuga — Sigma 1-14;

e Potencidmetro — pH 21 pH/mV meter — Hanna Instruments;

e Ultrassom — ALT Sonic Clean 3PA

e Ultra-Turrax — IKA® T25 (Alemanha)

e ZetaSizer® Nano series Nano-Zs — Malvern Instrument
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4.1.3 Animais

Para os experimentos in vivo, foram utilizados camundongos Wistar machos, pesando

entre 25-35 g, provindos do biotério central da UFSM.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparacao das suspensfes de nanocapsulas

As suspensdes de nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposicéo interfacial
de polimero pré-formado descrito por Fessi e colaboradores (1989). A fase orgéanica foi
constituida de 0,125 g de PCL [M, 10.000], 0,375 g de 6leo (TCM ou abacate) e 0,1925 g de
tensoativo (monoestearato de sorbitano — Span® 60). Para a solubilizacdo do Span® 60,
utilizou-se 5 mL de etanol e o restante da fase orgénica foi dissolvido em 63 ml de acetona,
sendo a mistura mantida sob agitacdo constante a 40 °C. A vimpocetina (0,0125 g) foi
incorporada a fase organica somente apds a completa solubilizacdo de todos os componentes.
Apdbs 10 minutos, a fase organica foi vertida, lentamente, na fase aquosa, composta por
0,1925 g de tensoativo [polissorbato 80 (Tween® 80)] e 133 mL de &gua destilada, com
auxilio de um funil (Ponteira PD-TIPS/25 mL, Brand). A dispersdo foi mantida por mais 10
minutos de agitacdo moderada a temperatura ambiente e, em seguida, levada ao evaporador
rotatério para ajuste final do volume para 25 mL, obtendo-se, assim, suspensbes de
nanocapsulas de 0,5 mg/mL de vimpocetina (Tabela 1). Apds a preparacdo, as suspensdes
foram filtradas empregando papel filtro quantitativo, para remocéo de possiveis agregados
maiores, com auxilio de um funil de Biichner e vécuo.

Nanocapsulas sem farmaco, contendo TCM (NC-TCM) ou 6leo de abacate (NC-ABA)

também foram preparadas nas mesmas condigdes, para fins comparativos.
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Tabela 1 — Composicdo quali-quantitativa das suspensGes de nanocapsulas contendo
vimpocetina, preparadas com triglicerideos de cadeia media (NC-TCM-VP) ou com o0leo de
abacate (NC-ABA-VP)

Polimero  Oleo Span - Tween Farmaco Agua/

Formulagio (%)* (%) 60® 80® (%)* Solvente  Volume

iy e (%)*  (%)* e Organico  final (mL)
P P piv plv P (mL)

NC-TCM-VP 05 15 077 077 005 133mL/ - oe
68 mL

NC-ABA-VP 05 15 077 077 005 1BBmL o
68 mL

*Percentuais considerando o volume final da formulacdo, apds a evaporacdo do solvente organico e parte da
agua.

E importante ressaltar que outras formulagdes foram testadas nos estudos de pré-
formulacdo, até que fosse definida a composicdo final (Tabela 1). Para isso, foram testadas
diferentes concentragdes dos constituintes, como, por exemplo, o dobro da quantidade de dleo
e de polimero, e incluindo testes com o mesmo polimero, mas com diferentes pesos

moleculares (PCL M, 45.000 e 70.000-90.000), além de outras concentragdes do farmaco.

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas

Cada lote (triplicata de formulagéo) foi analisado logo ap0s a preparacgéo, atraves da
avaliacdo dos seguintes parametros: didmetro médio de particulas, polidispersidade [indice de
polidispersdo (Pdl), span], potencial zeta, pH, teor de farmaco, eficiéncia de encapsulamento

(EE%), viscosidade e anélise morfoldgica.
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4.2.2.1 Determinacdo do diametro médio de particulas, distribuicdo de tamanho e potencial
zeta

Os didmetros médios e indices de polidispersdo (Pdl) foram obtidos por
espectroscopia de correlagdo de fotons (espalhamento de luz dindmico), empregando
equipamento Zetasizer® Nano Series (Malvern Instruments), ap6s diluicdes das amostras em
agua ultrapura previamente filtrada (500 vezes; a 25°C). O potencial zeta foi determinado por
mobilidade eletroforética das particulas em suspensdo (25°C), empregando também o
Zetasizer®, apos diluicdes (500 vezes) das amostras em solucéo de NaCl (10 mM).

Para avaliacdo complementar, a analise granulométrica foi realizada por difracdo a
laser, empregando o equipamento Mastersizer® 3000E (Malvern Instruments). As amostras
foram diluidas em agua destilada até atingirem obscuracdo padrdo do equipamento e lidas
utilizando o indice de refracéo do polimero PCL (1,59) (LOBATO et al., 2013).

4.2.2.2 Determinagéo do pH

Os valores de pH das suspensdes foram determinados logo apOs a preparacéo,
empregando potenciémetro (modelo pH 21; HANNA), previamente calibrado com solucéo

tampé&o pH 4,00 e 7,00, diretamente nas formulacdes.

4.2.2.3 Determinacédo do teor e da eficiéncia de encapsulamento da vimpocetina

A quantificacdo da vimpocetina nas suspensdes de nanocépsulas foi realizada com
base no método desenvolvido por Elbary e colaboradores (2002), com algumas adaptacdes
realizadas por nosso grupo de pesquisa (BOLSON, 2015; PINHEIRO, 2016), ap0s a extracao
das amostras em metanol, utilizando cromatografia a liquido em fase reversa (CLAE-UV),
empregando deteccdo a 274 nm, fase mével metanol:4gua (85:15, v/v), contendo 0,1% de

trietilamina e acido acético glacial para ajuste do pH (7,0); coluna Cis (Phenomenex —
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Kinetex; Cig; 250 mm x 4,6 mm; 5 um) e vazdo de 1,0 mL/min (cromatoégrafo Shimadzu LC-
20AT, Kyoto, Japéo, equipado com bomba modelo LC-20AT, detector UV/VIS SPD-M20A —
arranjo de diodos — PDA e sistema controlador CBM-20A; com injecdo automatica, volume
de injecdo de 20 uL). Uma curva analitica foi feita empregando metanol (concentracdes de 2 a
10 pg/mL).

Para determinar o teor de farmaco (concentracdo total), 0 experimento constituiu em
pipetar 120 uL da suspensdo de nanocapsulas em um baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-
se metanol e deixou-se em ultrassom por 30 minutos, o baldo foi entdo completado com
metanol para ajuste do volume final, resultando na concentracao tedrica de 6,0 ug/mL. Apos,
as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm, durante 10 minutos, e o sobrenadante foi
filtrado em membrana (0,45 um) e injetado no cromatografo.

Quanto a eficiéncia de encapsulamento (EE; concentracdo de farmaco associado as
nanoestruturas), as formulacdes foram submetidas a técnica de ultrafiltracdo-centrifugacao,
utilizando Amicon® Ultra 10,000 MW/Millipore, onde uma aliquota da suspensdo de
nanocapsulas (200 pL) foi adicionada ao dispositivo e centrifugada a 3.615 xg por 10 minutos
(Microcentrifuga Sigma® 1-14). O farmaco livre, presente na fase aquosa, separado das
nanoestruturas (ultrafiltrado), foi analisado por CLAE-UV. A EE foi calculada a partir da
diferenca entre as concentragOes total e livre de vimpocetina, determinadas nas suspensoes
das nanoestruturas e no ultrafiltrado obtido, respectivamente, de acordo com a seguinte

equacao:

EE = Teor total—Teor livre x 100 Equagéo (1)

Teor total

4.2.2.3.1 Validagdo do método analitico por CLAE-UV para a determinacdo do teor de

vimpocetina nas suspensdes de nanocéapsulas

A validacdo foi realizada segundo os pardmetros preconizados pela International

Conference on Harmonisation (ICH, 2005) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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(ANVISA, 2003): especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo. As condigdes
cromatogréficas validadas estdo descritas no item anterior (4.2.2.3).

Para a especificidade, foram feitas injecdes de amostras das suspensbes de
nanocapsulas sem farmaco, comparando-as com 0s cromatogramas das suspensfes com
vimpocetina, a fim de avaliar se os excipientes empregados nas formulagdes interferem no
pico de retencdo do farmaco. A pureza do pico foi confirmada pelo detector de arranjo de
diodos (PDA).

Para a linearidade, foram preparadas trés solugdes de referéncia contendo 0,5 mg/mL
de vimpocetina em metanol, em trés dias diferentes. A partir destas solugdes, foram
preparadas trés curvas analiticas constituidas pelas concentracdes de 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0
pug/mL, nos trés dias diferentes, onde os dados foram avaliados atraves da regressdo linear

pelo método dos minimos quadrados (n=3).

Quanto a precisdo do método, avaliou-se a repetibilidade (intra-dia; n=6) e a precisdo
intermediéaria (entre-dias). Assim, foram preparadas seis diluicbes em metanol a partir de uma
mesma suspensdo de nanocapsulas contendo vimpocetina, na concentracdao tedrica de 6,0
pug/mL, sob as mesmas condi¢des, no mesmo dia (intra-dia) e em dois dias consecutivos
(entre-dias), por dois analistas diferentes. Os resultados foram expressos através do desvio
padréo relativo (DPR%).

A exatiddo do método foi avaliada através da recuperacdo de farmaco. Foram
avaliados trés niveis de concentracdo tedricos: baixo (4,8 pug/mL), médio (6 pug/mL) e alto
(7,2 pg/mL). O teste de exatiddo consistiu em adicionar, em balGes volumétricos de 10 mL,
60 pL das suspens@es de nanocapsulas com vimpocetina e os volumes de 36,0, 60,0, e 84,0
ML da solucdo padrdo de vimpocetina de 500 pg/mL (nivel baixo, médio e alto de
concentracdo, respectivamente). Logo ap6s, metanol foi adicionado, o baldo levado ao

ultrassom (30 minutos) e completado o seu volume (n=3).
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4.2.2.4 Estudo da solubilidade da vimpocetina nos 6leos

O farmaco, em excesso, foi adicionado a 1,5 mL dos diferentes 6leos (TCM e
abacate), as amostras foram mantidas sob agitacdo moderada, a 25°C, pelo periodo de 24
horas e, posteriormente, centrifugadas a 3.000 rpm, durante 10 minutos. Aliquotas do
sobrenadante foram retiradas, diluidas em metanol, filtradas e injetadas no cromatografo. As

condigdes cromatogréaficas do ensaio também estdo descritas no item 4.2.2.3.

4.2.2.5 Avaliacdo da viscosidade das suspensdes de nanocapsulas

Para o estudo de viscosidade das formulages foi utilizado viscosimetro de vidro
Cannon-Fenske (n° 25 reto; Vidrolabor) para liquidos opacos, o qual € um capilar simples,
em U, que também pode ser chamado de viscosimetro tipo capilar de Ostwald modificado.

Para a avaliacdo da viscosidade das formulagbes, foi determinada, primeiramente, a
densidade relativa a agua, a 20°C, das suspensdes contendo vimpocetina, utilizando
picndmetro com capacidade de 5 mL, pesando aproximadamente 7,9 g. O picnémetro vazio
foi pesado em balanca analitica, em seguida, pesado novamente, contendo a amostra ou agua.
O peso da massa da amostra foi obtido através da diferenca entre o picndmetro cheio e vazio.
A densidade relativa (mg/mL; d33) foi obtida através da razdo entre a massa da amostra

liquida e a massa da dgua (ANVISA, 2010), pela seguinte equacao:

massa amostra

dsd = (Equagio 2)

massa agua

A analise da viscosidade relativa foi realizada a 20°C, com prévia ambientacdo do
aparato, utilizando 12 mL de amostra, que foi adicionada cuidadosamente com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur de vidro na extremidade A (Figura 7). Para obter equilibrio de
temperatura no sistema, a amostra ficou em contato com o viscosimetro capilar por
aproximadamente 10 minutos. O tempo que a amostra percorreu entre 0S meniscos que

delimitam o bulbo B e C foi medido. O experimento foi conduzido em triplicata.
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Figura 7 — Viscosimetro Cannon-Fenske

A viscosidade relativa foi obtida através da equacdo:

n, =4 .t,.d, (Equacio 3)

Onde: n1: viscosidade relativa da amostra; nz: viscosidade do liquido de referéncia
(Agua; 1,004 cP a 20°C); to: tempo de escoamento da agua; d»: densidade da agua (0,9982
g/mL a 20°C); t1: tempo de escoamento da amostra e d1: densidade relativa da amostra.

Os testes de densidade e viscosidade foram realizados como preconizado pela

Farmacopeia Brasileira, 5% edigdo (ANVISA, 2010), para viscosimetros do tipo capilar de

Ostwald modificado.
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4.2.2.6 Anélise da morfologia das suspens@es de nanocapsulas

A morfologia das amostras foi avaliada por microscopia de forca atdmica (MFA),
empregando equipamento Agilent Technologies 5500, em colabora¢do com o professor Dr.
André Giindel, da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA, Bagé, RS). As imagens
foram obtidas a temperatura ambiente, no modo ndo-contato, empregando sondas de alta
resolucdo SSS-NCL (Nanosensors; forca constante = 48 N/m, frequéncia da ressonancia =
154 kHz). As imagens foram capturadas e analisadas utilizando software PicoView 1.14.4
(Molecular Imaging Corporation) e Picolmage 5.1. Para a preparagdo das amostras, as
suspensdes foram diluidas em &gua ultra-pura (1:50) e gotejadas sobre a superficie de um

substrato (mica recém clivada).

4.2.3 Estudo da cinética de liberacdo da vimpocetina a partir das nanocapsulas em

suspensdo aquosa

Os perfis de liberacdo da vimpocetina, a partir das suspensbes de nanoparticulas,
foram obtidos através da técnica de difusdo em sacos de dialise (MWCO = 12,000 a 14,000
Da, Sigma-Aldrich). A técnica é bastante usual para a avaliacdo do perfil de liberacdo de
farmacos associados a nanoestruturas (ALMEIDA et al., 2010; CORADINI et al., 2014;
FERREIRA et al., 2016; LUO et al., 2006). O ensaio foi realizado respeitando a condi¢édo
sink, utilizando como meio de liberacdo tampdo fosfato pH 7,4: etanol (70:30). Para a
comparacdo, avaliou-se o farmaco livre, empregando uma solugdo metandlica de vimpocetina
(0,5 mg/mL). Testes de solubilidade do farmaco em diferentes meios foram realizados para a
escolha do meio de liberagdo mais adequado.

A técnica consistiu em preencher os sacos de dialise (8 cm cada) com 1,0 mL das
suspensdes de nanocapsulas (aproximadamente 500 pg de vimpocetina), os sacos foram
presos com presilhas e, logo apds, cada saco foi colocado em contato com 200 mL de meio de
liberacdo em béquers de 250 mL, mantidos sob agitagdo moderada e constante em uma cuba a
temperatura de 37°C. Em tempos pré-determinados, aliquotas de 1,0 mL foram retiradas do
meio de liberagdo, repondo-se 0 mesmo volume com meio fresco, & mesma temperatura. As

coletas do experimento foram realizadas até completar 72 horas para as suspensdes de
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nanocépsulas e 14 horas para a solugdo metanolica. A porcentagem de farmaco liberada no
meio foi analisada diretamente nas aliquotas coletadas, por CLAE-UV, utilizando
metodologia j& descrita no item 4.2.2.3, entretanto com volume de injecdo de 50 pL. Uma
solucdo mae do farmaco em metanol foi preparada e, a partir desta, realizada uma curva
analitica nas concentracfes de 0,125 a 3 pg/mL, empregando o mesmo meio de liberacdo do
experimento. O experimento foi realizado em triplicata de lote (n=3).

Os perfis de liberacdo in vitro da vimpocetina obtidos foram analisados através de
modelagem matematica (Scientist 2.0 sofware - MicroMath®, USA), empregando a
abordagem modelo-dependente [ordem zero ou primeira ordem (monoexponencial ou
biexponencial)] e Lei da Poténcia/Korsmeyer-Peppas — equacdo 7). O modelo
(monoexponencial — equacdo 6) foi escolhido, observando os seguintes parametros:
coeficiente de correlagdo (r), critério de selecdo do modelo (MSC), melhor ajuste gréafico e
avaliacdo dos critérios estatisticos de estimativa dos parametros. A equacdo 8 descreve a

férmula empregada para o célculo da meia-vida de liberagéo.

C=Coe*' (monoexponencial) (Equacéo 6)
fi=at"  (modelo de Korsmeyer-Peppas) (Equacéo 7)
ti2 = % (Equacéo 8)

Onde, C ¢ a concentragdo no tempo t, Co é a concentragéo inicial do farmaco, k é a
constante de velocidade de liberagéo, t1» é o tempo para liberar 50% do farmaco em estudo, ft
¢ a fracdo de farmaco liberada no tempo t (horas), “a” é a constante que incorpora
caracteristicas estruturais e geométricas do sistema de liberagdo e “n” é o expoente que

indica 0 mecanismo de liberacdo do farmaco.
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4.2.4 Estudo de estabilidade das formulagdes contendo vimpocetina

Para avaliar a estabilidade, as suspensdes de nanocépsulas contendo vimpocetina
foram armazenadas por 60 dias, a temperatura ambiente e protegidas da luz, em frascos de
vidro &mbar.

No periodo de 0, 30, e 60 dias, amostras das formulacbes foram coletadas e
submetidas as andlises de didmetro médio, indice de polidispersdo (Pdl), potencial zeta, pH e
teor de farmaco, conforme descrito anteriormente. O estudo foi realizado em triplicata de lote
(n=3).

4.2.5 Avaliacéo da atividade antioxidante in vitro contra a lipoperoxidacao

A peroxidacdo lipidica foi determinada pelo método de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS; Bird e Draper, 1984). Para o experimento, o protocolo utilizado foi
adaptado da literatura (POHLMANN et al., 2010; SCHAFFAZICK et al,. 2005).

4.2.5.1 Preparacao dos lipossomas

Primeiramente, lipossomas foram preparados pelo método de hidratacdo de um filme
lipidico (SHARMA; SHARMA, 1997) e utilizados como substrato para a lipoperoxidacéo.
Lecitina de soja (1,25 g) foi solubilizada em 100 mL de acetato de etila e aquecida a 40°C,
obtendo-se uma dispers@do homogénea. A dispersdo foi evaporada a 35°C, até a obtencdo de
um filme fino no baldo, o qual foi ressuspenso em 100 mL de agua (12,5 mg/mL). A
suspensdo foi agitada em Ultra-Turrax (IKA® T25) a 16.000 rpm, por 10 minutos. O tamanho
médio das vesiculas foi avaliado por difracdo a laser (Mastersizer 3000E, Malvern

Instruments).
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4.2.5.2 Ensaio da lipoperoxidagao

Para avaliar a atividade antioxidante, um meio de reacdo, composto de substrato
(lipossomas; 107 uL), suspensdo de nanocépsulas contendo vimpocetina (NC-TCM-VP) [ou
vimpocetina livre (VP) em DMSO], ascorbato (500 puM) e solucdo aquosa de FeSO4 (250
puM) em tampdo Tris-HCI pH 7,4 (0,1 M), foi incubado a 37°C, durante 60 minutos. Os
controles do experimento foram compostos pelo meio de reacdo sem adicdo de formulacao
(controle positivo), meio de reagcdo sem o par oxidante (controle negativo) e suspensdes de
nanocapsulas sem farmaco (NC-TCM). Foram testadas diferentes concentracfes de farmaco
(0,4 mM e 0,6 mM) no meio de reacdo. Apos o periodo de incubacdo a 37°C, acido
tricloroacético a 12% e acido tiobarbitarico a 0,73% foram adicionados no meio de reacao e
mantidos a 100°C durante 30 minutos. A mistura foi resfriada e centrifugada e o sobrenadante
avaliado a 535 nm, empregando espectrofotbmetro previamente zerado com &gua/tampao
Tris. Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

Uma curva analitica de malondialdeido (MDA) (0,75 - 6,00 nmol/mL) foi empregada
para calcular a concentracdo de MDA (nmol/mL) nas amostras analisadas (y = 0,2394x +
0,0036; r >0,99).

A protecdo contra a peroxidacdo lipidica foi expressa como atividade antioxidante
(AA%) e calculada a partir da equagdo 9 (KULKAMP et al., 2011).

C amostra

AA=1 - ( ) x 100 (Equacéo 9)

C controle

Onde, C amostra € a concentracdo de MDA, em nmol/mL, presente na amostra
estudada (formulacdes), C controle é a concentracdo de MDA, em nmol/mL, na auséncia de
antioxidante (controle positivo).
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4.2.6 Avaliacdo da atividade anticonvulsivante da vimpocetina associada as

nanocapsulas

Para os experimentos in vivo, os animais foram mantidos em condi¢des ambientais
controladas (12:12 h de ciclo claro/escuro, 24 + 1°C, 55% de umidade relativa), com livre
acesso a comida (Supra®) e & agua. Todos os experimentos foram conduzidos durante a fase
clara do ciclo (entre 9 e 16 h) e os protocolos foram realizados objetivando o uso de um
ndmero minimo de animais, assim como minimizacdo do sofrimento, os quais foram
conduzidos de acordo com normas nacionais (CONCEA) e internacionais, com aprovacao do
Comité de Etica para pesquisa com animais da Universidade Federal de Santa Maria (ndimero
9040100815), em colaboracdo com o professor Dr. Carlos Fernando de Mello (Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da UFSM), no Laboratorio de Neuropsicofarmacologia —
LabNeuro.

A atividade anticonvulsivante da vimpocetina associada as nanocapsulas foi avaliada
em comparacao a uma solucdo do farmaco livre, bem como aos respectivos controles (sem
farmaco), empregando um modelo de convulsdo induzida em camundongos adultos Swiss
machos (25-35 g), por pentilenotetrazol (PTZ).

Os animais foram divididos em 4 grupos (n = 6-9 animais por grupo) para receberem o
tratamento via i.p. (10 mg/Kg de vimpocetina livre ou encapsulada, além dos controles). O
grupo 1 recebeu veiculo (10% de Tween® 80 em agua destilada), grupo 2 nanocépsulas sem
vimpocetina (NC-TCM), grupo 3 nanocéapsulas com vimpocetina (NC-TCM-VP) e o grupo 4
vimpocetina solubilizada no veiculo (VP). Ap6s 4 horas, as crises convulsivas foram
induzidas por PTZ (50 mg/Kg, i.p.).

O mesmo experimento foi realizado com algumas modificagdes, em que a dose do
tratamento foi de 5 mg/Kg de vimpocetina livre ou encapsulada e seus respectivos controles,
ja descritos acima (n = 4-7 animais por grupo). A inducdo com PTZ, das crises convulsivas,
foi realizada ap6s 30 minutos do inicio do tratamento.

Posteriormente a injecdo de PTZ, nos dois protocolos, os animais foram observados
por 20 minutos e monitorados por video. O comportamento foi avaliado considerando
diferentes parametros: laténcia para o primeiro episédio mioclénico; laténcia para a primeira
crise generalizada tonico-cl6nica, nimero de episddios convulsivos, tempo de duragdo das

crises convulsivas e escala de Racine [(1) parada subita; (2) espasmos leves no fucinho e/ou
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olho; (3) espasmos no pescoco; (4) convulsdes clonicas em posicdo sentada; (5) convulsdes
incluindo convulséo clonica e/ou ténico-clonica, enquanto se deita; (6) convulsées incluindo
convulsdo clénica e/ou tbnico-clonica, enquanto se deita de lado, ou da saltos bruscos]
(LUTTJOHANN; FABENE; VAN LUIJTELAAR, 2009). Apds 0s experimentos, 0s animais

foram sacrificados por deslocamento cervical.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA)
e teste t ou Tukey, considerando p<0,05 como significativo, utilizando software GraphPad
Prism®. Para os experimentos in vivo, foi utilizado software SPSS®, onde, as analises da
atividade anticonvulsivante foram realizadas utilizando teste de duas vias ndo-paramétrico,
seguido de teste Mann-Whitney, com significAncia para p<0,025. Teste do qui-quadrado foi
realizado para o estudo da interacdo entre farmaco e nanoencapsulamento, considerando
valores acima de 3,34 significativos (CALLEGARI-JACQUES, 2003).



RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS NANOESTRUTURADOS POLIMERICOS
CONTENDO VIMPOCETINA

5.1.1 Desenvolvimento dos sistemas nanoestruturados poliméricos

As formulacdes foram desenvolvidas pelo método de deposicdo interfacial de
polimero pré-formado, descrito por Fessi e colaboradores, 1989. Primeiramente, foram
preparadas formulagdes com base em estudos anteriores, desenvolvidos em nosso grupo de
pesquisa por Bolson (2015), as quais foram preparadas empregando o polimero ndo-
biodegradavel etilcelulose, objetivando a liberacdo oral da vimpocetina.

No presente estudo, inicialmente, foram preparadas suspensGes de nanocapsulas,
utilizando poli(e-caprolactona; PCL) em substituicdo a etilcelulose, por ser um polimero
biodegradavel, visando a liberacdo cerebral da vimpocetina. A partir disso, foram preparadas
nanocapsulas de PCL (Mn 70-90.000) (1,0 %, p/v), empregando diferentes 6leos (TCM ou
6leos vegetais, como de coco, semente de uva e gérmen de trigo; 3,0 %, p/v), Span® 60 (0,77
%, p/v), vimpocetina (0,1 %, p/v) e acetona (27 mL), na fase organica, e Tween® 80 (0,77 %,
p/v) e agua (53 mL), na fase aquosa. Logo depois da preparacdo destas formulagdes, foi
notada a presenca de muitos precipitados. A fim de resolver estes problemas, testou-se PCL
de diferentes pesos moleculares (Mn 45.000 e 10.000), em que foi possivel observar
diminuic&o visivel dos precipitados utilizando o polimero de menor peso molecular, o qual foi
selecionado. Com objetivo de otimizar a formulacdo, foi proposto reduzir pela metade as
concentragdes normalmente utilizadas de polimero, de farmaco e dos diferentes oOleos ja
mencionados. Entretanto, quanto a utilizacdo do 6leo, somente com TCM e o 6leo de abacate
foi possivel a obtencdo de formulagGes viaveis (livres de precipitados), gerando, entdo, as
suspensdes de nanocépsulas de PCL efetivamente empregadas neste trabalho: PCL de My
10.000 (0,5 %, p/v), 6leo sintético TCM ou 6leo de abacate (1,5 %, p/v), Span® 60 (0,77, %
p/v), vimpocetina (0,05 %, p/v) e Tween® 80 (0,77 % p/v), gerando formulagBes que, pela

anlise macroscopica, demonstraram-se sistemas homogéneos e livres de precipitados.
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5.1.2 Validacdo do método analitico por CLAE-UV para a determinagdo do teor de

vimpocetina nas suspensdes de nanocapsulas

A vimpocetina foi quantificada empregando um método desenvolvido por Elbary e
colaboradores (2002), adaptado por nosso grupo (BOLSON, 2015; PINHEIRO, 2016). Este
método foi reproduzido com algumas modificacdes e validado para a quantificacdo da
vimpocetina presente nas suspensdes de nanocéapsulas de PCL estudadas, segundo 0s
parametros de linearidade, especificidade, precisdo e exatiddo (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Ao analisar os cromatogramas sobrepostos (Figura 8), referentes as suspensodes
contendo ou ndo vimpocetina, observou-se que ndo houve interferéncia dos constituintes da
formulacdo no pico do farmaco. Além disto, evidenciou-se a pureza do pico correspondente a
vimpocetina, através de um detector tipo PDA, onde o indice de pureza foi de 1,0000,
indicando, assim, que o método adotado é especifico para a determinacdo da substancia ativa

nas formulagdes desenvolvidas.

Figura 8 — Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-UV.

NC-TCM-VP: suspensdes de nanocépsulas de TCM com farmaco (6,0 pg/mL); NC-TCM:
suspensdes de nanocapsulas de TCM sem farmaco; NC-ABA-VP: suspensdes de
nanocapsulas de 6leo de abacate com farmaco (6,0 pg/mL); NC-ABA: suspensfes de

nanocapsulas de 6leo de abacate sem farmaco

NC-TCM-VP ||

NC-TCM

NC-ABA-VP {\

—_ — S
NC-ABA
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Uma relagdo linear entre a area do pico e a concentracdo de vimpocetina foi obtida
para a faixa de concentracdo de 2 pg/mL a 10 pg/mL, ja que as curvas analiticas (n=3)
descritas pela equacdo y = 45.988 x — 5.645 apresentaram coeficiente de correlagdo (r) de
0,9961 e regressdo linear significativa (ANOVA, p<0,05).

As analises da repetibilidade (preciséo intra-dia) e da precisao intermediaria (preciséo
inter-dias) estdo descritas na Tabela 2, observando que o0s ensaios apresentaram DPR
aceitaveis (ANVISA, 2003), demonstrando que o método é preciso. Vale ressaltar que para as

analises de precisdo e exatidao foi escolhida a formulacdo contendo TCM.

Tabela 2 — Andlise de precisao das suspensdes de nanocapsulas contendo vimpocetina

Concentragéo Concentracéo

Amostra tedrica experimental Teor (%) DPR (%)
(Hg/mL) (Hg/mL)

Dia 1 (n=6) 6,00 584+0,14 97,39+ 2,30 2,36

Dia 2 (n=6) 6,00 561+0,114 93,57 +2,34 2,50

Int_er-dlas 6.00 5,73 +0,18 95,48 + 2,98 3,12

(n=12)

Quanto a analise de exatiddo, as amostras foram analisadas em trés niveis diferentes de
concentracdo do farmaco (baixo, médio e alto), onde os valores de recuperacdo estdo descritos
na Tabela 3, indicando que o método apresentado € exato na faixa de concentracdo estudada
(ANVISA, 2003; ICH, 2005).
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Tabela 3 — Andlise de exatiddo das suspensdes de nanocapsulas contendo vimpocetina

Nivel de Amostra Concentragdo  Concentracao RecUDeracio

concentracio conhecida adicionada obtida (&)) ¢
(Hg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL)

Baixo 3,00 1,80 478+009 10245+ 197

Médio 3,00 3,00 504+0,12 101,33+ 2,04

Alto 3,00 4,20 6,87 £ 0,18 97,41 + 2,49

Os resultados demonstraram que foi possivel quantificar a vimpocetina presente nas
suspensdes coloidais preparadas com PCL, levando em questdo todos os parametros

avaliados, confirmando que o método empregado mostrou-se adequado.

5.1.3 Caracterizacdo fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas contendo

vimpocetina

Os triglicerideos de cadeia média (TCM) sdo comumente utilizados em trabalhos
envolvendo o desenvolvimento de sistemas nanotecnoldgicos, a exemplo da composicdo do
ntcleo de nanocépsulas poliméricas (CHARAO et al., 2015; LORENZONI, 2015; OURIQUE
etal., 2011; SANTOS et al., 2013; RIBEIRO et al., 2016; SAVIAN et al., 2015). Nosso grupo
de pesquisa também vem trabalhando com o mesmo 0leo na producdo de nanocépsulas com
vimpocetina, empregando etilcelulose como polimero, para liberacdo oral do farmaco, com
caracteristicas fisico-quimicas adequadas (BOLSON, 2015; PINHEIRO, 2016).

Ja o dleo de abacate apresenta excelente qualidade nutricional e agéo antioxidante por
apresentar tocoferois (JORGE et al., 2015; SALGADO et al., 2008), entretanto, existem
poucos trabalhos envolvendo o mesmo na preparacdo de sistemas nanotecnolégicos (EID et
al., 2013; EID et al, 2015; ESMAEILI; GHOLMI, 2015).
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Um estudo preliminar de solubilidade do farmaco nos 6leos, empregados para compor
0 nucleo das nanocéapsulas, foi realizado. A partir das analises por CLAE, verificou-se que a
solubilidade da vimpocetina foi de 8,97 mg/mL e 8,94 mg/mL, em TCM e em Oleo de
abacate, respectivamente, indicando semelhanca neste parametro. Ferreira e colaboradores
(2016) avaliaram a solubilidade do cetoprofeno no 6leo de semente de roma, para o
desenvolvimento de nanoemulsdes. Neste estudo, o farmaco apresentou solubilidade de 3,08
mg/mL, inferior aos valores obtidos no presente trabalho, mas também resultou em alta
eficiéncia de encapsulamento para o farmaco em estudo (>90 % para o cetoprofeno).

Apo6s a validacdo do método analitico, trés lotes de cada suspensdo, contendo os
diferentes 6leos, foram preparados e caracterizados quanto ao aspecto macroscopico e as
caracteristicas fisico-quimicas.

Quanto o aspecto macroscopico (figura 9), ambas as formulacGes apresentaram
aspecto homogéneo, com coloracdo branca leitosa, opalescente azulada, caracterizando o
efeito Tyndall (GUTERRES et al., 2007).

Figura 9 - Aspecto macroscopico das suspensdes de nanocédpsulas de PCL contendo
vimpocetina, empregando os diferentes 0Oleos (NC-TCM-VP e NC-ABA-VP,

respectivamente)

NC-TCM-VP NC-ABA-VP
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Os resultados obtidos na caracterizagdo das formulagdes (n=3) estdo descritos na
Tabela 4, cuja composicdo quali-quantitativa estd descrita na Tabela 1. Os gréficos referentes
a distribuicdo de tamanho de particulas e potencial zeta (n=3) podem ser visualizados nas
figuras 10 e 11.

Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de nanocapsulas de PCL, com TCM

ou 6leo de abacate, contendo vimpocetina (0,5 mg/mL), ap0s a preparacao (n=3)

Diametro .
- A Potencial Zeta Teor total EE**
*
Suspensdo m( r<]ed|)o Pdl (mV) pH (%) (%)

NC TCM-VP 200+09 0,12+0,02 -11,92+1,68 6,75+0,05 94,89+ 3,37 97,67

NC ABA-VP 211+04 0,13+0,01 -11,42+342 6,83+0,10 92,51+1,48 97,53

*Pdl: Indice de polidispersio; **Eficiéncia de encapsulamento
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Figura 10 — Gréficos de distribuicdo de tamanho de particulas das suspensdes de nanocapsulas

de PCL contendo vimpocetina (n=3), obtidos atraves de espalhamento de luz dindmico
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Figura 11 — Gréficos do potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas de PCL contendo

vimpocetina (n=3)
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Como pode ser observado na Tabela 4, os didmetros médios das nanocéapsulas foram
proximos a 200 nm, estando de acordo com os tamanhos de nanocépsulas obtidos em outros
estudos, através do mesmo método de preparacio (BENVEGNU et al., 2012; CORADINI et
al., 2014; FLORES et al., 2011; FROZZA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2016; SAVIAN et al.,
2015). Diante destes valores, o tipo de dleo ndo interferiu no tamanho das particulas
originadas (p>0,05). Outros estudos, com nanoestruturas contendo diferentes farmacos/dleos,
também evidenciaram que o 6leo ndo influenciou neste parametro (CORADINI et al., 2014;
RIGO et al., 2015). Quanto a analise de Pdl, em ambas as formulacgdes, os valores ficaram
abaixo de 0,2, indicando homogeneidade adequada dos sistemas, resultando em valores
satisfatorios. N@o houve diferenca significativa (p>0,05) entre as formulacBes neste
parametro. Didmetros de particulas de até 200 nm e Pdl baixos sdo adequados para
administracdo de nanoparticulas via parenteral, como intravenosa (ZHANG;
MUROWCHICK; YOUAN, 2011).

Para uma melhor avaliacdo do tamanho dos sistemas, o perfil granulométrico foi
observado por difracéo a laser, utilizando o equipamento Masterziser® 3000E (tabela 5, figura
12). Esta técnica é uma ferramenta Util e importante para a verificacdo de sistemas unimodais,
pois apresenta ampla faixa de medi¢do (0,1 um a 1000 um), podendo detectar particulas
maiores em sistemas coloidais (KECK; MULLER, 2008), complementando a andlise por

espalhamento de luz dinamica.

Tabela 5 — Didmetros das suspensdes de nanocéapsulas de PCL, obtidos por difracdo a laser
(n=3).

x d(0,1) d(0,5) d(0,9) Span*
Formulacéo (nm) (nm) (nm)
NC TCM-VP 280+ 3 402+ 6 554 +46 0,755 +0,028
NC ABA-VP 288 +13 418 +2 1217 £ 1006 2,217+ 2,424

*Span= d(0,9)-d(0,1)/d(0,5), onde d(0,9), d(0,1) e d(0,5) correspondem a 90%, 10% e 50% da distribuicdo
cumulativa dos diametros, equivalentes a volume de esferas.



68

Conforme a tabela 5, 90% das particulas que compde as suspensdes de nanocapsulas,
preparadas com TCM, apresentaram diametros menores do que 554 nm, possuindo valor de
span abaixo de 2,0, demonstrando distribuicdo de tamanho estreita, confirmando a
homogeneidade dos sistemas (BENDER et al., 2012), corroborando com os baixos valores de
Pdl (0,12). Ja as formulagbes preparadas com o6leo de abacate tenderam a uma menor
homogeneidade de distribuicdo de tamanho, com grande variagdo no valor do span entre a
triplicata.

Lobato e colaboradores (2013), desenvolveram nanocapsulas contendo o antioxidante
bixina, pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-formado, contendo PCL e TCM.
Esses sistemas apresentaram 90% das particulas com didmetros inferiores a 124 nm (Dgo) €
span de 1,4. Estreita distribuicdo de tamanho para suspensdes de nanocapsulas de PCL,
contendo melatonina, também foi confirmada através dos baixos valores de Pdl (0,09) e de
span (1,75), obtidos por espalhamento de luz dindmica e por difracéo a laser, respectivamente
(CHARAO et al., 2015).
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Figura 12 — Distribuicdo de tamanho de particulas obtida a partir das suspensfes de
nanocépsulas contendo vimpocetina, através de difracdo a laser (n=1)

NC-TCM-VP

NC-ABA-VP

As suspensdes com PCL/TCM desenvolvidas neste estudo tém sido consideradas um
tipo particular de nanocapsulas, constituidas, na fase interna, de uma dispersdo de
monoestearato de sorbitano (Span®60) e TCM no nicleo, envoltas por PCL e estabilizadas
por polissorbato 80, constituinte da fase externa. Estes sistemas, por apresentarem uma
substancia lipidica solida no nicleo (Span®60), apresentam ntcleo de maior viscosidade que
as demais nanocapsulas, sendo assim, denominadas de nucleo lipidico pelos autores
(CHARAO etal., 2015; JORNADA et al., 2012; VENTURINI et al., 2011).

Vale salientar que, no método de nanoprecipitacdo, a natureza e a concentracdo do
polimero, a polaridade do solvente, relacdo entre as fases, bem como a natureza e
concentragdo dos tensoativos, sdo elementos primordiais, que acabam determinando o
tamanho das particulas (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Neste método, as
nanocapsulas sdo formadas, mediante agitacdo moderada, quando o solvente difunde para a
fase aquosa, e o polimero precipita ao redor das goticulas de éleo (LETCHFORD; BURT,
2007). O diametro de particulas submicrométrico é de extrema importancia, pois fornece

grande area superficial, sendo essa, uma caracteristica que possui relacdo direta com as
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respostas bioldgicas no organismo, pela capacidade que os sistemas nanométricos possuem de
atravessarem as barreiras biologicas (JORNADA et al., 2012; FRANK et al., 2015).

A carga de superficie das particulas, refletida pelo potencial zeta, influencia a
interacdo dos nanossistemas com o meio aquoso (CHO et al., 2013). Este parametro pode ser
avaliado por técnicas de eletroforese (SCHAFFAZICK et al., 2003). Pode-se observar que o
potencial zeta (tabela 4), independentemente do tipo de 6leo empregado, apresentou valores
negativos, muito proximos, sem diferenca significativa entre as formulagdes (p<0,05). O
potencial zeta alto em mddulo € indicativo de estabilidade, entretanto, neste trabalho, os
valores apresentaram-se proximos a -11 mV. Porém, outros fatores podem explicar a
estabilidade destes sistemas, como a estabilizacdo estérica, consequéncia da utilizacdo de um
tensoativo nao-iénico (polissorbato 80) na interface particulas/dgua (CORADINI et al., 2014;
RIGO et al., 2015). Os mesmos tipos de sistemas (nanocapsulas de PCL e TCM), preparados
por Schultze e colaboradores (2014), também apresentaram resultados negativos (-12,7 e -
11,0 mV), muito préximos aos valores obtidos neste trabalho, devido & natureza quimica do
polimero/tensoativo dispostos na interface.

A medicdo do pH é um parametro importante, pois alteracbes nos valores de pH
podem indicar alteragdes nos componentes presentes nas formulacbes coloidais, ou até
mesmo difusdo do farmaco das nanoparticulas para o0 meio aquoso (GUTERRES et al., 1995).
Os valores de pH das formulagbes deste estudo apresentaram-se entre 6,75 e 6,83, sem
diferenca significativa entre as mesmas (p>0,05). Esses valores, ligeiramente acidos, podem
ser explicados pela presenca dos grupos carboxilicos terminais das cadeias poliméricas
presentes no polimero estudado (RIGO et al., 2015).

O teor de vimpocetina também ndo diferiu significativamente entre as formulagdes
estudadas (p>0,05), apresentando valores de, aproximadamente, 93 a 95%, considerando a
concentragdo tedrica de 0,5 mg/mL (Tabela 4).

A EE obtida para as diferentes nanocéapsulas foi proxima a 100%, isso se deve a
natureza lipofilica da vimpocetina, que por apresentar baixa solubilidade em agua, apresenta
maior afinidade pelas nanocépsulas do que pela fase externa da formulacdo constituida de
agua. A EE da vimpocetina nas suspensdes de nanocapsulas foi proxima para ambas as
formulacdes, provavelmente, devido a solubilidade semelhante do farmaco nos dois tipos de
oleos testados. Altas EE da vimpocetina associada a diferentes nanoparticulas foram relatadas
em outros estudos, como as NLS de Luo e colaboradores (2006), com EE, de

aproximadamente, 98%; os prolipossomas de Xu e colaboradores (2009), com EE de 86,3%;
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0s CLN de Zhuang e colaboradores (2010), com EE de 94,9% e as nanocépsulas de
etilcelulose desenvolvidas anteriormente pelo nosso grupo, com EE proxima a 100%
(BOLSON, 2015; PINHEIRO, 2016).

A viscosidade das formulacBes desenvolvidas neste estudo foi determinada atraves de
viscosimetro capilar, sendo necesséaria a determinacdo prévia da densidade das suspensoes,
utilizando picnémetro. A unidade dindmica (Sistema CGS) de viscosidade é o poise (P;
frequentemente cP, centipoise). J& no sistema internacional, a unidade que corresponde ao cP
é o mili.Pascal.segundo (mPa.s). A viscosidade da agua (1,004 cP a 20° C) é empregada como
referéncia para a determinacdo de liquidos de baixa viscosidade, adotando-se os valores de
sua viscosidade conforme a temperatura do experimento (ANVISA, 2010; LACHMAN, 2001,
p.213).

De acordo com os resultados, valores significativamente diferentes de viscosidade
(p<0,05) foram obtidos para as suspensfes de nanocapsulas conforme o 6leo empregado, de
maneira que as formulagdes com TCM (1,40 = 0,01 cP) apresentaram menor viscosidade em
relacdo aquelas preparadas com o 6leo vegetal e (1,60 + 0,02 cP). Em hipdtese, diferentes
nimeros de particulas ou a mais ampla distribuico de tamanho observada (Mastersizer®) para
as formulagdes com 6leo de abacate poderiam influenciar a reologia dos sistemas, apesar de
ndo ter sido detectada influéncia significativa nos diametros médios de particulas medidos por
espalhamento de luz dindmica. Por definigdo, a viscosidade expressa a resisténcia de liquidos
ao deslocamento de parte de suas moléculas sobre outras vizinhas. Neste sentido, a
viscosidade representa a resisténcia ao escoamento, sendo que esta provém do atrito interno

(forgas de coeséo entre moléculas relativamente juntas) (ANVISA, 2010).

Eltayebe e colaboradores (2016) empregaram viscosimetro de rotina Cannon-Fenske
(75 mL) para correlacionar a viscosidade de soluc@es (&cido estearico/etilvanilina; 0,82 a 1,18
mPa.s) com o tamanho de nanoparticulas lipidicas (52 a 65 nm), para aplicacdo na area
alimenticia. Yang e colaboradores (2015), empregando viscosimetro Cannon-Fenske (n° 25;
0,5-2,0 cP), verificaram que, com o aumento da concentragdo de dodecilsulfato de sodio,
houve um aumento na viscosidade da solucao/dispersdo, em estudos voltados a estabilidade
de dispersdes aquosas de nanoparticulas de dioxido de titanio, em oposicdo a aglomeracéao e

sedimentagé&o.

Outras tecnicas tém sido empregadas para avaliar a viscosidade de formulagdes
nanotecnoldgicas, como viscosimetro rotacional, usado, por exemplo, para avaliar a

viscosidade das suspens@es de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo bixina (11,4 + 0,24
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mPa.s). O comportamento destas formulagdes coloidais (PCL/TCM/Span®60/polissorbato
80), contendo o carotenoide, foi tipico de fluidos Newtonianos (LOBATO, et al, 2013).
SuspensBes de nanocépsulas de PCL (nucleo lipidico), contendo licopeno, apresentaram
viscosidade de 1,09 £ 0,03 mPa.s, determinada em viscosimetro rotacional, esperando-se
comportamento Newtoniano, devido a baixa viscosidade, similar & da &gua, bem como o
sistema ser constituido de pequenas particulas e apresentar-se homogéneo (dos Santos et al.,
2015). Rigo e colaboradores (2014) também verificaram comportamento Newtoniano para
suspensdes de nanocapsulas de PCL preparadas com diferentes o0leos, empregando
viscosimetro rotacional, sendo que as formadas com d4leo de soja (1,36 + 0,01 mPa.s)
apresentaram menor viscosidade em relacdo aquelas contendo 6leo de farelo de arroz (1,58 +
0,02 mPa.s) ou de girassol (1,56 + 0,06 mPa.s).

Viscosimetro vibracional também tem sido utilizado para avaliar a viscosidade de
formulagdes nanométricas. Assim, Teoesferas de manteiga de cacau/TCM (140 nm),
preparadas por homogeneizacao a alta presséo, e suspensdes de nanocéapsulas de PCL/TCM
(inferiores a 200 nm), preparadas por deposicdo interfacial de polimero pré-formado,
desenvolvidas para encapsular a-bisabolol, ndo apresentaram diferencas significativas nos
valores de viscosidade, mesmo sendo sistemas preparados por métodos e materiais diferentes
(1,03-1,16 mPa.s), estando muito préximas a viscosidade da &gua (TERROSO et al., 2016).

O viscosimetro de rotina Cannon-Fenske (n° 25) é um aparato apropriado para fluidos
que apresentem uma faixa de viscosidade entre 0,5 e 2,0 cP, com comportamento newtoniano
presumido. Para esta técnica, é necessario pouco volume de amostra (12 mL), além de ser
bastante simples e de baixo custo (YANG et al., 2015).

A viscosidade é importante para o desenvolvimento de nanoestruturas, pois, a partir
dela, é possivel obter comparagéo entre diferentes formulagdes, além de ser outro pardmetro
de controle de qualidade/avaliagéo de reprodutibilidade entre lotes (YANG et al., 2015),
principalmente quando se trata de formulagdes destinadas a administracdo parenteral (RIGO
et al., 2015).
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5.1.4 Microscopia de forga atbmica

A microscopia de forca atbmica é uma das técnicas de microscopia de varredura por
sonda mais populares (KLAPETEK et al.,, 2011), utilizada para avaliar a morfologia da
superficie das nanoestruturas (LEITE et al., 2005). Esse tipo de metodologia é capaz de
fornecer imagens em alta resolucéo, tridimensionais, detalhando a superficie em nivel atdmico
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Na literatura, € possivel encontrar trabalhos que avaliam a
morfologia de sistemas nanométricos pela técnica de microscopia de forca atbmica (CHOW et
al., 2015; DORDEVIC et al., 2015; LEITE et al., 2015; RONEY et al., 2005).

No presente trabalho, na figura 13, em ambas as imagens das suspensdes de
nanocapsulas, é possivel observar particulas esféricas, com superficie lisa.

As nanocépsulas contendo TCM (NC-TCM-VP) apresentaram distribuicdo de
tamanho de particulas mais homogénea em comparacdo aquelas preparadas com Oleo de
abacate (NC-OABA). Estes resultados, obtidos por microscopia, corroboraram com o indice
de span obtido por difratometria a laser, onde este se demonstrou menor para as nanocapsulas
contendo TCM, confirmando que essas apresentam distribuicdo mais homogénea de tamanho
de particulas. Foram observadas, na figura 13, particulas com dimensdes estimadas de 42,4
nm x 32,8 nm a 126,0 nm x 60,3 nm para nanocapsulas com TCM. Para as nanocépsulas com
6leo de abacate, foram estimadas particulas maiores, com dimensdes de 30,9 nm x 36,0 nm a
306,0 nm x 134 nm.
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Figura 13 — Imagens obtidas por microscopia de forca atbmica (MFA). NC-TCM-VP (Figura
13 A e 13 C), NC-ABA-VP (Figura 13 B e 13 D). Figuras 13 C e 13 D demostram as imagens
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5.2 ESTUDO DO PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO DA VIMPOCETINA A PARTIR
DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

O estudo de liberagdo da vimpocetina foi realizado pelo método de difusdo em sacos
de diélise, conduzido por 72 horas, a uma temperatura de 37°C, sob agitacdo constante, em
meio tampdo fostato, pH 7,4 e etanol. Os perfis foram obtidos a partir das suspensfes de
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nanocépsulas de PCL (figura 13) em comparacdo a uma solu¢do metanolica de vimpocetina
livre (0,5 mg/mL), de maneira que o processo de difusdo do farmaco, no meio de liberacéo,
foi garantido pela manutencdo da condicdo sink. O método analitico empregado no estudo
mostrou-se especifico, uma vez que o meio de liberacdo (tampdo fosfato pH 7,4: etanol) ndo
interferiu na quantificagdo da vimpocetina, linear na faixa de concentra¢do de 0,125 a 3,0
pg/mL (ANOVA, p<0,05), com coeficiente de correlagcdo > 0,99 e equagdo y=101.425x +

794, obtida a partir de 3 curvas analiticas.

Conforme a figura 14, ambas as suspensdes de nanocapsulas apresentaram liberacao
lenta da vimpocetina. Segundo Pohlmann e colaboradores (2013), o polimero PCL é relatado
por apresentar uma velocidade de liberagdo mais lenta que outros polimeros empregados para
a preparacdo de nanocapsulas, pois possui maior cristalinidade e, por consequéncia, maior
tortuosidade para a liberacdo da substancia ativa quando comparado com polimeros amorfos.
Além disso, nas nanocapsulas de nucleo lipidico, como as obtidas neste estudo (NC-TCM-
VP), ndo somente o polimero presente na formulacdo que é capaz de controlar a difusdo do
farmaco, mas um componente que também pode atuar no controle da liberacdo é o
monoestearato de sorbitano (Span® 60), que forma nicleos mais viscosos nestes tipos de
sistemas, capazes de auxiliar no controle da liberacdo do farmaco, diferente das nanocéapsulas
convencionais, de nucleo oleoso, que apresentam somente uma Unica barreira (polimero). As
formulacBes compostas de TCM apresentaram liberacdo média da vimpocetina de 45,48 +
2,80%, enquanto que as formulacdes empregando 6leo de abacate liberaram 50,56 + 2,85% de
farmaco (p<0,05), em 72 horas. Ja a solu¢do de vimpocetina livre praticamente completou sua

difusdo em 14 horas.
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Figura 14 - Perfis de liberacdo in vitro da vimpocetina a partir das diferentes nanocapsulas
(NC-TCM-VP e NC-ABA-VP), em comparac¢do a difusdo do farmaco livre (VP). Resultados

expressos em média e DP (n=3)
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Quanto & modelagem matematica dos dados (Scientist® 2.0 software, Micromath), o
modelo que melhor descreveu o comportamento da liberacdo do farmaco foi o
monoexponencial (equacdo 6, pag. 48), apresentando coeficiente de correlacdo (r) adequado,
alto critério de selecdo de modelo (MSC) e coerente ajuste grafico (figura 15), independente
da formulagdo. A partir dos valores de k, foi possivel obter a meia-vida de liberacdo, que se
demonstrou sem diferenca (p> 0,05) para as suspensdes de nanocapsulas, estando entre 66 e
78 horas (tabela 6). J& a meia-vida para a difusdo do farmaco livre foi de 3,6 horas. Apesar
das diferentes formulagcbes apresentarem distintos valores de viscosidade e distribuicdo de
tamanho, estes parametros ndo foram capazes de influenciar significativamente a velocidade
de liberacdo (valores de k, p>0,05). O modelo monoexponencial indica que a liberacédo
ocorreu em uma etapa, sem efeito burst, isso se deve, provavelmente, a alta hidrofobicidade
desta moléecula, que, possivelmente, encontra-se aprisionada no nucleo das nanocépsulas,

corroborando com a alta eficiéncia de encapsulamento obtida neste trabalho.
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Tabela 6 — Parametros calculados através do modelo monoexponencial e Lei da Poténcia para

as nanocépsulas (NC-TCM-VP e NC-ABA-VP) e a solucdo do farmaco. Resultados expressos

em media e DP (n=3)

Nanocéapsulas Nanocéapsulas Solugéo
(NC-TCM-VP) (NC-ABA-VP) (VP)
Monoexponencial
r 0,9984 + 0,0006 0,9974 £+ 0,0006 0,9990 + 0,0001
MSC 5,4704 £ 0,1392 5,0304 + 0,2636 4,8088 + 0,1158
k (h'l) 0,0089 + 0,0006 0,0105 £ 0,0011 0,1908 £ 0,0023
tiz (h) 78,36 + 5,37 66,52 + 6,59 3,63 + 0,04
Lei da Poténcia
r 0,9984 + 0,0008 0,9974 + 0,0008 -
a 0,0335 £ 0,0021 0,0392 £ 0,0062 -
n 0,8020 = 0,0165 0,7697 = 0,0355 -

Figura 15 — Graficos indicando o ajuste grafico ao modelo monoexponencial para os dados da

liberacdo da vimpocetina a partir das suspensdes de nanocapsulas contendo os diferentes

6leos e em relagdo ao farmaco livre

Farmaco liberado (%)
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O mecanismo de liberacdo da vimpocetina a partir das suspensdes de nanocapsulas
poliméricas desenvolvidas foi avaliado empregando a Lei da Poténcia (Korsmeyer-Peppas),
um modelo simples, que relaciona a liberacdo do farmaco com o tempo. Esse modelo é
bastante utilizado para estudar a liberacdo de formas farmacéuticas que empregam polimeros,
onde o mecanismo de liberagdo destas ndo é bem conhecido ou, entdo, quando é possivel se
ter mais de um tipo de mecanismo de liberagcdo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002). Para
sistemas de liberacéo esféricos, o expoente de liberacdo que caracteriza 0 mecanismo (n) pode
ser: (a) difusdo Fickiana para n = 0,43; (b) transporte anémalo para 0,43 < n < 0,85, ou (c)
transporte de caso Il para n > 0,85 (RITGER; PEPPAS, 1987). Assim, este modelo apresentou
bom ajuste (r>0,99, tabela 5) aos dados experimentais e os valores de n obtidos neste estudo
foram 0,80 para nanocépsulas contendo TCM e 0,78 para nanocapsulas contendo 6leo de
abacate (tabela 5), indicando mecanismo do tipo transporte andmalo para ambas as
suspensdes. Deste modo, a liberagdo da vimpocetina apresentou um comportamento néo
Fickiano, liberando o farmaco devido ao relaxamento das cadeias poliméricas e difusdo do
principio ativo para o meio.

Deve-se ressaltar que o estudo de liberacdo das suspensdes de nanocéapsulas de PCL
contendo vimpocetina corroborou com a literatura, uma vez que ja é amplamente conhecido
que as nanoparticulas possuem propriedade de controlar a liberacdo de diversos ativos
(CORADINI et al., 2014; LINDNER et al., 2015; SANTOS et al., 2014; SAVIAN et al.
2015).

Nanocapsulas desenvolvidas em nosso grupo de pesquisa (Lorenzoni, 2015),
empregando o polimero etilcelulose e os 6leos TCM, amendoim e coco, para veicular o
flavonoide crisina, também apresentaram liberacdo do tipo transporte andmalo. As primeiras
nanocapsulas desenvolvidas, em nosso grupo, contendo vimpocetina (1 mg/mL), preparadas
com etilcelulose de diferentes pesos moleculares e 6leos (TCM ou 6leo de coco), também
apresentaram liberacdo controlada, comparadas a vimpocetina livre. Os sistemas contendo
etilcelulose de menor peso molecular liberaram, aproximadamente, 50% do farmaco; ja os
que continham etilcelulose de maior peso molecular liberaram, aproximadamente, 45% do
farmaco no periodo de 72 horas. O modelo que melhor descreveu os perfis de liberacdo
também foi 0 monoexponencial, sem efeito burst, e 0 mecanismo de liberacdo da vimpocetina
a partir das nanocapsulas contendo 6leo de coco foi por transporte anémalo, ja a formulagéo
contendo TCM apresentou mecanismo do tipo transporte de caso Il (BOLSON, 2015). Mais

recentemente, Pinheiro (2016) desenvolveu suspensGes de nanocapsulas, também com
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etilcelulose (TCM ou 6leo de coco), porém, mais concentradas (3 mg/mL de vimpocetina), as
quais também foram capazes de controlar a liberacdo da vimpocetina, em relagdo ao farmaco
livre. O experimento foi conduzido por 120 horas, em que foram liberados 38% do farmaco
presente nas nanocapsulas, apresentando mecanismo de liberagdo por transporte anémalo,
corroborando, assim, com os resultados encontrado no presente estudo, com as suspensoes de
PCL.

5.3 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS
CONTENDO VIMPOCETINA

Ap0s o desenvolvimento das suspensées de nanocépsulas de PCL, um estudo capaz de
analisar a estabilidade fisico-quimica dos sistemas contendo vimpocetina foi realizado,
durante 60 dias. O tamanho médio de particulas, o potencial zeta, o pH e o teor de farmaco
sdo parametros normalmente utilizados para avaliar a estabilidade de formulagcbes coloidais
baseadas em polimeros (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Analisando 0 aspecto macroscopico, as suspensfes de nanocédpsulas de TCM
mantiveram-se homogéneas, com coloracdo branca/aspecto opalescente, sem presenca de
precipitados visiveis, durante os 60 dias de armazenamento, diferentemente das formulacbes
contendo o 6leo de abacate.

O teor de farmaco foi um fator de escolha da melhor formulacdo, sendo que as
suspensdes de nanocapsulas de 6leo de abacate ndo apresentaram teor adequado nos primeiros
30 dias de armazenamento (abaixo de 80 %), havendo a presenca de precipitados e queda
significativa no teor de vimpocetina (p<0,05). Embora a solubilidade da vimpocetina nos
diferentes oOleos tenha sido semelhante, os sistemas sdo complexos e apresentaram
comportamento diferente. Diante disso, as formulacdes de 6leo de abacate apresentaram
visivelmente menor estabilidade em relacdo aquelas contendo TCM, a qual foi escolhida para
dar seguimento aos proximos estudos e os resultados podem ser vistos nas figuras a seguir.

O teor de vimpocetina na formulacgdo NC-TCM-VP (figura 16) demonstrou-se
adequado no periodo de 30 dias, proximo ao valor tedrico (0,5 mg/mL), com redugéo

significativa (p<0,05) apenas apds 60 dias da preparacao.



80

Figura 16 — Teor de farmaco nas suspensdes de nanocéapsulas de PCL (NC-TCM-VP),
armazenadas por 60 dias. Resultados expressos em média + DP, em triplicata. (*) Diferenca
significativa em relacdo ao tempo inicial. ANOVA seguida de teste de Tukey (p<0,05)
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Como pode ser observado na figura 17, ndo foram observadas mudancas no diametro
médio das particulas, demostrando-se estaveis durante o periodo de armazenamento, proximo
a 200 nm, sem diferenca significativa (p>0,05) quando comparado ao tamanho inicial das
particulas nas suspensfes aquosas. O diametro médio de particulas € um parametro essencial
qguando se refere a suspensbes coloidais, ja que quando ocorre agregacdo destas ocasiona
alteracdes nestes parametros (GUTERRES et al., 1995), que podem impactar na performance
dos sistemas.
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Figura 17 — Diadmetro médio das suspensbes de nanocapsulas de PCL (NC-TCM-VP),
armazenadas por 60 dias. Resultados expressos em média + DP, em triplicata.
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Quanto ao Pdl, indices abaixo de 0,2 sugerem homogeneidade adequada dos sistemas
coloidais, ja demonstrado em outros trabalhos (FROZZA et al., 2013; SANTOS et al., 2013;
NICULAE et al., 2014; SANTOS et al., 2016; PINTO et al., 2016). Neste trabalho, ndo houve
diferenga significativa (p>0,05) durante os 60 dias (figura 18). Os resultados de tamanho e
indice de polidispersdo indicam que as propriedades nanotecnoldgicas das particulas foram
mantidas nos sistemas ao longo do periodo de armazenamento, corroborando com outras
nanocapsulas de nacleo lipidico desenvolvidas com os mesmos constituintes (CORADINI et
al., 2014). Adicionalmente, a analise granulométrica obtida através de difracdo a laser ndo
demonstrou diferenca significativa no valor do span (p>0,05) apd6s os 60 dias de

armazenamento (span= 0,866 * 0,055).
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Figura 18- indice de polidispersdo das suspensdes de nanocapsulas de PCL (NC-TCM-VP),
armazenadas por 60 dias. Resultados expressos em média £ DP, em triplicata.
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O potencial zeta também é um parametro importante que deve ser avaliado e pode
apresentar relacdo direta com a estabilidade das formulacdes (SCHAFFAZICK et al., 2003).
Na figura 19, pode-se observar que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) para a
formulacdo NC-TCM-VP durante os 60 dias de armazenamento.

Figura 19 - Potencial zeta das suspensdes de nanocépsulas de PCL (NC-TCM-VP),
armazenadas por 60 dias. Resultados expressos em média + DP, em triplicata.
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O pH (figura 20) também é um fator que pode impactar diretamente na estabilidade
das formulagdes, e alteragdes no valor do mesmo podem indicar, inclusive, degradacdo do
polimero ou de outros componentes. Suspensbes de nanocapsulas geralmente abrangem
valores de pH entre 3,0 a 7,5, quando obtidas pelo método de nanoprecipitacdo (MORA-
HUERTAS et al., 2010). Neste estudo, a formulagéo apresentou valores similares de pH, sem
diferenca significativa (p>0,05), estando em torno de 6,5 nos 60 dias de armazenamento.

Figura 20 — Valores de pH das suspensdes de nanocéapsulas de PCL (NC-TCM-VP) durante
60 dias de armazenamento. Resultados expressos em média = DP, em triplicata.
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Através do estudo de estabilidade, foi possivel concluir que as suspensdes contendo
TCM foram estaveis fisico-quimicamente durante 30 dias. As propriedades nanométricas,
como o tamanho e potencial zeta apresentaram estabilidade durante os 60 dias do estudo, mas

com leve gqueda no teor do farmaco.

5.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO CONTRA LIPOPEROXIDACAO

Para o estudo de peroxidacgéo lipidica, lipossomas foram preparados pelo método de

hidratagdo de um filme lipidico para serem utilizados como substrato (modelo de membrana
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lipidica). O método utilizado neste trabalho explora a capacidade que um composto possui em
reduzir a peroxidagdo de um substrato de lipossomas (SCHAFFAZICK et al., 2005;
KULKAMP et al., 2011). Este teste in vitro mede a quantidade de malondialdeido formado,
que é o principal produto obtido da peroxidacdo lipidica, onde o método mais amplamente
empregado para determinar este produto é baseado na reagdo com o &cido tiobarbiturico. Esta
reacdo forma uma solugdo de coloracdo rosada, que apresenta absorbancia ideal em 532-535
nm. Existem varias modificacdes que séo introduzidas no protocolo do método do TBARS,
entretanto, o0 aquecimento da amostra com TBA a um pH é&cido é comum em todos os
procedimentos existentes (BIRD; DRAPER, 1984).

As vesiculas dos lipossomas apresentaram tamanho submicrométrico, com Das3 de,

aproximadamente, 0,600 pum e span adequado (1,579), podendo ser observado na figura 21.

Figura 21 — Representacdo grafica da analise do tamanho de particulas obtido por difracdo a

laser, do lipossoma de lecitina de soja empregado para os estudos de lipoperoxidacao

Siee Clatges [urn)

A tabela 7 mostra a peroxidacgdo lipidica expressa por nmol de MDA/mL de reacéo,
nas diferentes formulacdes testadas. A concentracdo de MDA foi de 4,38 + 0,13 nmol/mL no
controle positivo e 2,40 + 0,25 a 2,44 £ 0,17 nas suspensdes de nanocépsulas contendo

vimpocetina.
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Tabela 7 — ConcentracBes de MDA resultante da lipoperoxidagdo lipidica induzida pelo
radical livre ascorbil, empregando lipossomas como substrato. Resultados expressos em
média e DP (n=3)

Peroxidacao lipidica
Amostra/dose de VP (mM) (nmol MDA/mL)

Veiculo (mesmo volume da dose 0,4)

4,44 + 0,46
Veiculo (mesmo volume da dose 0,6) 5925 + 0 80
VP o4 3,62 +0,34*
VP os 4,12 40,20
NC-TCM (mesmo volume da dose 0,4) 2 57 +0.13*
NC-TCM (mesmo volume da dose 0,6) 271 +0.23*
NC-TCM-VP 0,4 244 + 0 17*
NC-TCM-VP 0,6 240 + 0.25*

* p<0,05 em relacdo ao controle positivo. ANOVA seguida de teste Tukey

A figura 22 mostra os valores para a atividade antioxidante, obtida a partir da
peroxidacdo lipidica do modelo de membrana empregando lipossomas. No estudo, foi
empregado diferentes concentracdes das amostras. A atividade antioxidante obtida a partir da
vimpocetina livre foi de 17,28 + 7,76 e 5,99 + 4,51 % para as concentracdes de 0,4 mM e 0,6
mM, respectivamente, sem diferenca observada nas duas concentragdes testadas (p>0,05). Ja
para a vimpocetina associada as nanocapsulas foi possivel observar um aumento significativo
na atividade antioxidante (p<0,05) de 44,20 + 3,85 e 45,09 + 5,70 % comparada ao farmaco
livre, sem diferenca significativa nos valores entre as duas concentragdes utilizadas para o
farmaco nanoencapsulado (p>0,05). Portanto, ndo foi observada diferenca significativa entre

doses de vimpocetina nanoencapsulada e vimpocetina livre.
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Figura 22 — Avaliacdo da atividade antioxidante (AA) a partir das suspensdes de nanocapsulas
contendo farmaco ou ndo (NC-TCM-VP e NC-TCM), e da vimpocetina livre (VP). Os valores
foram obtidos através da concentracdo de MDA obtida na peroxidacéo lipidica. Os resultados
foram expressos como a atividade antioxidante observada em relagdo a uma amostra maxima
oxidada (controle positivo). * Diferenca significativa entre as nanocapsulas e o farmaco livre.
Resultados expressos em meédia + DP, em triplicata. ANOVA seguida de teste Tukey
(p<0,05).
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Neste mesmo estudo, ndo foram observadas diferencas significativas na atividade
antioxidante das nanocapsulas contendo farmaco ou ndo (p>0,05), resultado também
encontrado no estudo de Lindner e colaboradores (2015), que desenvolveram nanoparticulas
de PLA e Tween®80, contendo resveratrol. Ao avaliar a protecdo antioxidante das
nanoparticulas de resveratrol na formacéo de malondialdeido no tecido cerebral, induzido por
MPTP, um indutor de Parkinson, foi observado que as nanoparticulas aumentaram o efeito
protetor do resveratrol livre, entretanto, ndo foi possivel observar diferenca significativa entre
as nanoparticulas com farmaco e seu respectivo controle (nanoparticulas sem farmaco), efeito
também observado neste trabalho in vitro. Deste modo, os autores sugeriram que a atividade
antioxidante ndo depende somente do farmaco, mas também das caracteristicas fisicas dos
sistemas coloidais. Em outro estudo, envolvendo distinto método de avaliacdo (método do
DPPH) in vitro, Kumar e colaboradores (2015) reportaram que nanoparticulas de quitosana

apresentaram certo efeito inibidor do radical (10-28%).
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Outros estudos ja demostraram que a vimpocetina na forma livre apresenta atividade
antioxidante avaliada pelo meétodo de substancias reativas ao 4&cido tiobarbitdrico
(HERRARA-MUNDO; SITGES, 2013; RUIZ-MIYAZAWA et al., 2015). O efeito da
vimpocetina em neutralizar a formagdo de danos oxidativos nas membranas lipidicas em
terminacGes nervosas isoladas (sinaptossomas) de ratos foi avaliada pelo método de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Para o estudo foi avaliada a producéo
de TBARS a partir de amostras tratadas com 5 mM de 3-NPA, uma toxina mitocondrial
inibidora da succinato desidrogenase (enzima atuante no ciclo de Krebs) e que apresenta
capacidade de induzir formacdo de EROS. Neste trabalho, amostras contendo 3-NPA
aumentaram cerca de 37% a producdo de TBARS e ja 25 UM de vimpocetina foi capaz de
reduzir em 24% a peroxidacao lipidica, em comparacdo ao controle. O farmaco demostrou um
efeito até melhor do que o antioxidante a-tocoferol que foi testado em uma dose 2 vezes
maior (HERRERA-MUNDO; SITGES, 2013).

O efeito antioxidante da vimpocetina em tecido inflamado também foi avaliado em
amostras de homogeneizados de pele de patas de camundongos, tambem utilizando o método
de TBARS. Os camundongos foram tratados 1 hora antes (30 mg/kg de vimpocetina via p.o.)
da inducdo da inflamacdo com lipopolissacarideo, e as amostras de pele foram coletadas 3
horas ap6s a inducdo da inflamacgdo. A vimpocetina foi capaz de reduzir o estresse oxidativo
induzido pela injecdo do lipopolissacarideo.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE IN VIVO

A atividade anticonvulsivante foi avaliada a fim de verificar a capacidade das
suspensdes de nanocapsulas na liberagdo cerebral da vimpocetina e, por consequéncia, sua
eficacia no futuro tratamento de distdrbios epiléticos. A BHE protege 0 sistema nervoso
central, além de regular o transporte de substancias enddgenas, sendo um problema na
liberacdo de farmacos, pois exerce controle na absorcdo, efluxo e metabolismo destas
moléculas (GARCIA-GARCIA, et al.; 2005; REIMOLD et al., 2008). N& é o caso do
farmaco deste estudo, que ja comprovou atravessar a BHE e apresentar efeito
anticonvulsivante potente, em diferentes doses (a partir de 2 mg/Kg), quando administrado na
forma livre, via i.p. em diferentes modelos animais (GOMEZ; BUWS; SITGES, 2014;
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NEKRASSOV; SITGES, 2004; SITGES et al., 2016). Entretanto, diversificados sistemas
nanoparticulados tém encapsulado distintas moléculas com potencial anticonvulsivante, a fim
de vetoriza-las ao cérebro, promovendo um aumento da atividade terapéutica, sendo
considerados eficazes no tratamento da epilepsia (LEYVA-GOMEZ, et al., 2014; NAIR et al.,
2012; WILSON et al., 2014; YUSUF et al., 2012). E importante salientar que, embora a
vimpocetina j& tenha sido associada a diferentes sistemas nanométricos, ainda ndo foi
publicado nenhum estudo dedicado a avaliacdo de seu efeito anticonvulsivante associado a
estes carreadores.

A primeira parte do estudo foi realizada empregando a dose de 10 mg/Kg de
vimpocetina livre e encapsulada e seus respectivos controles (veiculo e nanocapsulas sem
farmaco). Apds o tratamento, a inducdo das convulsdes com PTZ (50 mg/Kg) foi realizada
apos um intervalo de 4 horas. Este periodo de tempo foi, inicialmente, avaliado considerando
que a vimpocetina poderia ser liberada de forma lenta, devido aos testes de liberacdo in vitro,
realizados anteriormente, de acordo com a metodologia empregada. Outro fator levado em
consideracdo foi a meia-vida da vimpocetina, relatada na literatura em 1- 2 horas (BONOCZK
et al., 2000). Assim, em hipotese, a vimpocetina encapsulada teria potencial para prolongar o

efeito em relacdo a forma livre, apos este periodo.

Conforme os resultados, a figura 23 mostra o efeito da vimpocetina (10 mg/Kg i.p.) na
laténcia para mioclonia induzida por PTZ/primeiros espasmos visualizados nos animais (A),
convulsdes generalizadas (B), numero de episodios convulsivos (C), tempo de duracdo das
convulsdes (D) e escala de Racine (E). Considerando a formulacdo, vimpocetina
nanoencapsulada (NC-TCM-VP) ou vimpocetina livre (VP), e a presenca de
anticonvulsivante (veiculo ou vimpocetina), as analises ndo paramétricas de duas vias
revelaram aumento na laténcia das convulsdes miocldnicas para a vimpocetina associada as
nanocapsulas (NC-TMC-VP) comparada ao veiculo do farmaco livre (A) (p<0,025; x* =
4,05). J& na laténcia para convulsdes tonico-clonicas generalizadas (B), foi observada uma
tendéncia ao aumento da laténcia na presenca de vimpocetina, embora, sem diferir
significativamente (p>0,025). Entretanto, as NC-TCM-VP (p<0,025; x*> = 5,76) apresentaram
maior tempo de duracdo das crises convulsivas (figura 23 D) em relagéo ao farmaco livre e ao
veiculo, mas ndo diferiu das NC-TCM. N&o foi possivel observar diferenca significativa
(figura 23 C e E) nos outros parametros avaliados (p>0,025).
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Figura 23 — Efeito da vimpocetina livre (VP) ou nanoencapsulada (NC-TCM-VP) (10 mg/Kg;
i.p.) apds inducdo das convulsées com PTZ (50 mg/Kg; i.p.). (A) laténcia para mioclonia; (B)
laténcia para convulsdes tonico-clénicas generalizadas; (C) nimero de episddios convulsivos;
(D) tempo de duracéo das convulsdes; (D) Escala de Racine. Efeitos obtidos apds 4 horas de
tratamento. Anélise ndo paramétrica de duas vias, seguida de teste de Mann-Whitney; dados
apresentados como mediana + intervalo interquartil, para n = 6-9 em cada grupo. * Diferenga
significativa para p<0.025 em comparacéo ao veiculo. @ Diferenga significativa para p<0.025

em comparacao ao farmaco livre.
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Com base na literatura, onde foi demonstrado que o farmaco em estudo apresenta
atividade anticonvulsivante em modelos animais a partir da dose de 2,0 mg/Kg (GOMEZ;
BUWJS, SITGES, 2014; NEKRASSOV; SITGES, 2008; NEKRASSOV; SITGES, 2008;
SITGES, ALDANA, REED, 2016) e que diferentes sistemas nanotecnolégicos, contendo
distintas moléculas com potencial anticonvulsivante, apresentaram atividade ap0s curtos
periodos de tratamento (30 minutos), um novo experimento foi delineado. Assim, 0 mesmo
protocolo anterior foi empregado, com algumas modificacdes, sendo que a dose escolhida de
vimpocetina a ser administrada foi de 5 mg/Kg (livre ou encapsulada) e o periodo de

tratamento, que precedeu a inducdo das convulsdes, foi de 30 minutos.

Neste sentido, a figura 24 mostra o efeito da vimpocetina (5 mg/Kg) nas convulsdes
induzidas por PTZ (50 mg/Kg), nos mesmos parametros avaliados na figura 23, porém, apos
tratamento de 30 minutos. Considerando a formulacdo [vimpocetina nanoencapsulada (NC-
TCM-VP) ou livre (VP)] e a presenca de anticonvulsivante (veiculo ou vimpocetina) como
dois fatores, as analises ndo paramétricas de duas vias evidenciaram aumento na laténcia das
crises convulsivas tonico-clénicas generalizadas (B) nos animais que receberam NC-TCM-
VP, em comparagio ao seu controle (NC-TCM) e ao farmaco livre (VP) (p<0,025; x? = 4,13).
Com este resultado, observou-se que somente houve efeito da vimpocetina quando foi
administrada na forma nanoencapsulada, segundo o protocolo estudado.

J& na laténcia para a mioclonia (figura 24 A), ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos (p>0,025). A figura 24 D mostra o tempo de duracdo dos episédios
convulsivos, onde diferencas significativas (p<0,025) foram observadas entre as suspensdes
de nanocépsulas sem o farmaco (NC-TCM) e aquelas com o farmaco NC-TCM-VP (p<0,005)
(x? = 6,72), havendo reducio deste pardmetro devido & presenca da vimpocetina. Em relagio a

vimpocetina livre, houve também diferencga significativa entre essa e NC-TCM.

A partir da escala de Racine (24 E), que avalia a gravidade das convuls6es, foi
possivel observar que o tratamento com a formulacdo (NC-TCM-VP) reduziu a gravidade dos
episddios convulsivos em comparagdo com seu controle (NC-TCM) (p<0,025; x> =3,87). Este
resultado corrobora com a literatura, onde j& foi observada redugdo na escala de Racine nos
animais tratados com clonazapam (benzodiazepinico potente) associado as NLS, empregado
como tratamento de segunda linha para epilepsias (LEYVA-GOMEZ et al., 2014). Embora
tenha sido observada uma tendéncia a reducdo do numero de episddios convulsivos nos
animais tratados com NC-TCM-VP, esta reducdo ndo foi significativa (figura 24 C)
(p>0,025).
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Cabe evidenciar que 3 animais ndo convulsionaram ao receberem o tratamento com as
suspensdes de nanocépsulas contendo vimpocetina (NC-TCM-VP), fato que ndo ocorreu com

0s outros tratamentos, em que todos convulsionaram.
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Figura 24 - Efeito da vimpocetina livre (VP) ou nanoencapsulada (NC-TCM-VP) (5 mg/Kg;
i.p.) apds inducdo das convulsées com PTZ (50 mg/Kg; i.p.). (A) laténcia para mioclonia; (B)
laténcia para convulsdes tonico-clénicas generalizadas; (C) nimero de episddios convulsivos;
(D) tempo de duracdo das convulsdes; (E) Escala de Racine. Efeitos obtidos ap6s 30 minutos
de tratamento. Analise ndo parameétrica de duas vias, seguida de teste de Mann-Whitney;
dados apresentados como mediana e intervalo interquartil, além de média + DP para (C); n =
4-7 em cada grupo. @ Diferenca significativa para p<0,025 em comparacao ao farmaco livre;
# Diferenca significativa para p<0,025 em comparacdo ao seu controle (NC-TCM); ##

Diferenca significativa para p<0,005 em comparacao ao seu controle (NC-TCM)
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No presente estudo, os resultados foram mais pronunciados quando o tratamento foi
feito 30 minutos antes da administracdo do convulsivante, em relacdo ao periodo de 4 h. Este
resultado corrobora com a literatura, em que o tempo usual para testar a efetividade de
diferentes farmacos associados a sistemas nano-organizados (poliméricos ou lipidicos) €
correspondente a 30 minutos antes da indugéo das crises convulsivas, independentemente do
farmaco estudado. Tempos maiores ndo tém sido relatados. Lipossomas (fosfatidilcolina de
soja/colesterol) contendo nimodipino, preparados pelo método de hidratacdo de um filme
lipidico (107 nm, Pdl de 0,303, potencial zeta negativo, EE de 99%), foram avaliados em
relagdo aos parametros sinal colinérgico, movimentos estereotipados e tremores, bem como a
taxa de mortalidade. Os lipossomas contendo nimodipino ndo foram capazes de reduzir a
ocorréncia dos sinais colinérgicos periféricos, entretanto, diminuiram o0s movimentos
estereotipados e tremores nos animais, aléem de reduzir 100% das crises e das crises seguidas
de morte, induzidas por pilocarpina (ap6és 30 minutos), em todas as doses testadas em
camundongos (0,1; 1,0; 10,0 mg/Kg i.p.). Esses resultados ndo foram observados com o
farmaco livre, em que na dose mais alta, além de ndo haver reducéo nos sinais colinérgicos e
tremores, ndo houve efetividade em diminuir as convulsbes e as taxas de mortalidade
(GAYOSO e MORENQO et al 2014; GAYOSO e MORENO et al., 2015). Em outro protocolo,
nanoparticulas de albumina contendo gabapentina (142 nm; potencial zeta negativo),
preparadas pelo método de coacervacdo, foram administradas em camundongos, que
receberam os tratamentos (50 mg/Kg ip.) e, ap6s 30 minutos, as convulsdes foram induzidas
por PTZ (70 mg/Kg) e eletrochoque, técnica também muito utilizada (50 mV, 0,2 s). As
formulagBes contendo Tween® 80 foram capazes de reduzir todas as fases das convulsdes,
além da duracdo destas, em comparacdo as outras formulagdes (farmaco livre e nanoparticulas
sem Tween® 80), quando utilizado o eletrochoque. Nas convulsdes induzidas por PTZ, as
nanoparticulas contendo gabapentina e Tween® 80 reduziram significativamente as
convulsdes tonico-clénicas generaliadas, comparadas as nanoparticulas sem farmaco e ao
farmaco livre. Assim, as nanoparticulas com polissorbato 80 auxiliaram na melhoria da
atividade antiepilética (WILSON et al., 2014).

Uma vez que estudos detalhados se tornam dificeis de serem realizados em humanos,
modelos animais de epilepsia acabam sendo muito estudados. Existem trés principais
mecanismos de acdo responsaveis pelo efeito antiepilético de diferentes farmacos:
potencializagdo da acdo do GABA, inibicdo da funcdo dos canais de sédio e inibicdo da
funcdo dos canais de célcio (RANG; DALE, p. 542-544, 2012). O PTZ é um antagonista do
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receptor GABAA, capaz de induzir crises convulsivas, promovendo um dos modelos mais
estudados para avaliar farmacos antiepiléticos (LUTTJOHANN; FABENE; LUIJTELAAR,
2009).

O efeito antiepilético da vimpocetina em modelos animais empregando PTZ também
ja foi relatado (NEKRASSOV, SITGES, 2004). Entretanto, 4-aminopiridina (4-AMP) tem
sido o principal indutor de epilepsia estudado em animais tratados com vimpocetina,
provavelmente, devido a atividade anticonvulsivante da vimpocetina in vivo estar relacionada
com a inibicdo dos canais de Na* dependentes de voltagem (PATYAR et al., 2011; SITGES;
CHIU, NEKRASSQV, 2006; SITGES, REED, CHIU, 2015). A vimpocetina ao inibir esses
canais, consequentemente, inibe a liberagdo do neurotransmissor glutamato, efeito observado
em terminacgdes nervosas isoladas. A atividade antiepilética da vimpocetina ja foi observada
em concentracbes menores que outros antiepiléticos amplamente utilizados, como a
carbamazepina (SITGES; CHIU, NEKRASSOV, 2006; SITGES; ALDANA; REED, 2016),
fenitoina, oxcarbamazepina, lamotrigina, topiramato e acido valproico (SITGES; ALDANA,;
REED, 2016).

As altas doses de farmacos antiepiléticos para cessar as crises convulsivas acabam
levando a efeitos adversos, por isso o pronunciado efeito anticonvulsivante da vimpocetina
livre, além da sua capacidade em melhorar as funcbes cognitivas, pode fazer com que este
farmaco se torne uma alternativa promissora no tratamento desta desordem cerebral
(NEKRASSOV; SITGES, 2004; SITGES; CHIU, NEKRASSQV, 2006). O presente estudo,
com o proposito de veicular este farmaco altamente lipofilico em suspensdes agquosas de
nanocapsulas, como carreadores coloidais para liberacdo cerebral, vem a contribuir neste
sentido, ao demonstrar atividade anticonvulsivante in vivo, por vezes mais efetiva do que 0s

veiculos ou farmaco livre.

Pesquisas tém demonstrado que as nanoparticulas possuem capacidade de vetorizar
farmacos a sitios especificos no cérebro, aumentando sua eficacia. Embora o mecanismo de
liberacdo de farmacos mediado por nanoparticulas ainda ndo tenha sido completamente
esclarecido (GARCIA-GARCIA et al., 2005), existem evidéncias de que o polissorbato 80,
presente na superficie destas estruturas submicrométricas, facilite a interagdo das mesmas
com os receptores presentes nas células endoteliais do cérebro, como o de LDL, por exemplo,
além de apresentar propriedades de reverter o efluxo gerado pela glicoproteina P (P-gP). Essa
interacdo pode promover endocitose e transcitose das nanoparticulas através das células
endoteliais (KREUTER, 2014).
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Yusuf e colaboradores (2012) desenvolveram nanoparticulas de PLGA contendo -
caroteno, revestidas ou ndo por polissorbato 80, eficazes para o tratamento da epilepsia, uma
vez que foram capazes de aumentar a laténcia e diminuir a duracdo das crises convulsivas, em
uma dose menor em comparacao ao composto na sua forma livre. As formulacdes contendo
polissorbato 80 foram mais eficazes nos pardmetros avaliados. Resultados também
observados no estudo de Wilson e colaboradores (2014), em que nanoparticulas de albumina
com gabapentina, contendo ou nao polissorbato 80, aumentaram a concentracdo do farmaco
no cérebro, além da melhora na resposta ao tratamento ao empregar nanoparticulas revestidas
com o polissorbato 80. Estes estudos com nanoparticulas poliméricas, veiculando substancias
anticonvulsivantes, corroboram com os resultados obtidos com as nanocépsulas contendo

vimpocetina, desenvolvidas neste trabalho, revestidas com polissorbato 80.

Interessante ressaltar também que apesar das nanocapsulas de TCM preparadas sem
farmaco indicarem atividade antioxidante in vitro, nas condicdes testadas neste trabalho, estes
sistemas ndo apresentaram efeito anticonvulsivante in vivo, diferindo em alguns parametros

das formulac@es coloidais contendo vimpocetina.

Como perspectivas desta pesquisa, estudos adicionais podem ser realizados no sentido
de explorar mais os potenciais beneficios do nanoencapsulamento da vimpocetina, como
quantifica-la no tecido cerebral e avaliar o seu efeito em outros modelos de inducdo de
convulsdo, em comparagdo ao farmaco livre, bem como avaliar 0 registro

eletroencefalografico e permeacao a BHE.
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6 CONCLUSAO

Foi vidvel o desenvolvimento de suspensfes de nanocapsulas de PCL, empregando
diferentes 6leos (triglicerideos de cadeia média ou abacate), para a veiculagdo de vimpocetina,
em uma concentracdo de 0,5 mg/mL, através do método de deposicéo interfacial de polimero
prée-formado. As suspensbes coloidais desenvolvidas, neste estudo, apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas adequadas, além de alta eficiéncia de encapsulamento do
farmaco. Os Oleos empregados no estudo ndo influenciaram significativamente as
caracteristicas das particulas, somente na viscosidade relativa das formulagdes, bem como na
distribuicdo de tamanho de particulas. Foi possivel verificar também morfologia relativamente
esférica para ambos os sistemas por microscopia de forca atbmica, confirmando a presenca de
particulas coloidais, as quais foram aparentemente mais homogéneas nas formulacdes
preparadas com TCM, em comparacdo ao 6leo vegetal, corroborando com os resultados

obtidos através de difracdo a laser.

No estudo de liberacdo in vitro, foi possivel observar que as nanocéapsulas possuem
propriedade de controlar a liberagdo do farmaco em comparacdo a vimpocetina livre, sem
apresentar efeito burst, seguindo cinética de primeira ordem, com apenas uma fase de
liberacdo. Segundo o ajuste ao modelo da Lei da Poténcia, o tipo de mecanismo de liberacéo
encontrado para a vimpocetina, a partir das nanocépsulas, foi transporte andmalo,

independentemente do éleo empregado.

Através do estudo de estabilidade das formulac@es, definiu-se que a suspensdo mais
adequada para continuar o trabalho foi aquela preparada com TCM, a qual também
apresentou maior homogeneidade de distribuicdo de tamanho de particulas. Esses sistemas
apresentaram atividade antioxidante in vitro superior ao farmaco livre, pelo método TBARS,
assim como as suspensdes sem farmaco, empregando lipossomas como substrato para a
peroxidacdo lipidica, induzida por ferro/ascorbato. Este fato poderd, em hipoOtese,

futuramente, beneficiar os efeitos terapéuticos da vimpocetina.

No experimento biologico, em camundongos, foi possivel verificar que as suspensdes
de nanocapsulas de PCL, preparadas com TCM, foram capazes de melhorar o efeito
anticonvulsivante da vimpocetina livre ou em relacdo ao veiculo/nanoestruturas sem farmaco,

em alguns parametros avaliados, principalmente apds o tratamento da dose de 5 mg/kg de
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farmaco, administrada 30 minutos (via i.p.) antes da indugdo das convulsdes por PTZ. A
administracdo de dose maior (10 mg/kg), em 4 horas antes da inducdo das convulsdes, néo

resultou em melhores efeitos.

Até o momento, o conjunto de resultados obtidos demonstra que as suspensdes de
nanocépsulas de PCL contendo vimpocetina sdo sistemas com caracteristicas fisico-quimicas
adequadas e promissores para a veiculacdo desse neuroprotetor lipofilico, delineados para a
liberacdo cerebral controlada, podendo ser uma plataforma tecnoldgica Util para o tratamento

futuro de disturbios neuroldgicos, como a epilepsia.
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