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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SUSPENSOES E GRANULADOS 3
NANOTECNOLOGICOS CONTENDO O ANTIOXIDANTE HIDROFILICO
PIRROLOQUINOLINA QUINONA

AUTORA: Milena Libardoni
ORIENTADORA: Scheila Rezende Schaffazick

A pirrologuinolina quinona (PQQ) é uma o-quinona, hidrossolivel, de ocorréncia natural, que tem mostrado
diferentes atividades bioldgicas, dentre elas potente atividade antioxidante. Com o intuito de melhorar seu
desempenho farmacolégico e explorar seu potencial, pode-se associar esta substdncia ativa a sistemas
nanoestruturados liquidos. Nesse trabalho, foram desenvolvidas suspensdes de nanoparticulas poliméricas para a
veiculagdo de PQQ, empregando o método de dupla emulsificacdo-evaporagdo de solvente, com dois polimeros
diferentes, poli(€-caprolactona) (PCL) ou Eudragit® RS 100, e com duas concentragdes do ativo (0,5 ou 1,0
mg/mL), otimizando uma formulagéo a fim de avaliar o perfil de liberacdo de PQQ e sua atividade antioxidante
in vitro contra peroxidagdo lipidica, bem como a estabilidade durante o armazenamento. Posteriormente, com o
proposito de melhorar a estabilidade, a suspensdo nanoestruturada otimizada foi convertida em granulados, pela
técnica de granulagdo via Umida, os quais foram caracterizados fisico-quimica e tecnologicamente e, ainda,
submetidos a andlise da cinética de liberacdo de PQQ e a estabilidade durante 90 dias. Considerando os
resultados, a suspensdo desenvolvida com o polimero PCL apresentou particulas com didmetro micrométrico,
alto indice de polidispersdo (IPd) e reduzida eficiéncia de encapsulamento (EE%; 6,42%). Por sua vez, as
suspensdes preparadas com o polimero Eudragit® RS 100 demonstraram caracteristicas fisico-quimicas
adequadas, com diametro médio de particulas nanométrico (343 — 384 nm; Zetasizer®) e com distribuicdo de
tamanho aceitavel, sendo a formulacéo preparada com PQQ na concentracdo de 0,5 mg/mL a selecionada para o
restante do estudo, visto que apresentou EE% (52,17%) significativamente mais elevada que as demais. A
microscopia de forca atdbmica desta formulagdo confirmou a presenca de particulas coloidais esféricas, com
superficie lisa. A suspensdo nanoestruturada demonstrou atividade antioxidante, in vitro, superior a de PQQ
livre, pelo método TBARS. Foi verificado, preliminarmente, que o nanoencapsulamento protegeu PQQ contra
degradacdo, quando comparado a uma solugdo de PQQ livre. Considerando que, em apenas 15 dias de
armazenamento, a suspensao ja se apresentou instavel, foi necessario o desenvolvimento de granulados, os quais
demonstraram caracteristicas tecnoldgicas (&ngulo de repouso, indice de Carr, fator de Hausner) e fisico-
quimicas (teor, didmetro médio de particulas, 1Pd) adequadas, sendo acondicionados em sachés, como forma
farmacéutica final. Os granulados mantiveram-se estaveis, em todos os pardmetros avaliados, durante 90 dias de
armazenamento. Através de microscopia eletrnica de varredura, foi possivel observar também a presenca de
estruturas nanometricas esféricas nos granulos formados. A suspensdo coloidal otimizada e os granulados
contendo o ativo PQQ nanoencapsulado demonstraram perfis de liberagéo, in vitro, muito semelhantes, seguindo
uma cinética monoexponencial, com mecanismo de liberacdo do tipo transporte anémalo. Diante dos resultados
obtidos, € possivel concluir que a veiculagio de PQQ em nanoparticulas poliméricas favoreceu
significativamente a atividade antioxidante desta substancia, mesmo com encapsulamento parcial, bem como a
sua conversdo em granulados melhorou consideravelmente a estabilidade do sistema, além de promover certo
controle de liberagdo, em comparagdo ao ativo livre. Sendo assim, os granulados contendo o antioxidante
hidrofilico PQQ nanoencapsulado sdo sistemas promissores, principalmente, para explorar seus efeitos na
prevencdo e/ou tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: PQQ. Nanoparticulas poliméricas. Dupla emulsificacdo-evaporacdo de solvente. Atividade
antioxidante. Granulagdo via Umida.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NANOTECHNOLOGY-BASED
SUSPENSIONS/GRANULATES CONTAINING THE HYDROFYLIC
ANTIOXIDANT PYRROLOQUINOLINE QUINONE

AUTHOR: Milena Libardoni
ADVISOR: Scheila Rezende Schaffazick

Pyrroloquinoline quinone (PQQ) is a naturally occurring hydrophilic o-quinone which has shown different
biological activities, as potent antioxidant activity. In order to improve its pharmacological performance and to
exploit its potential, it is possible to associate this active substance to liquid nanostructured systems. In this
work, PQQ-loaded polymeric nanoparticle suspensions were developed, using double emulsification-solvent
evaporation method, with two different polymers, poly(e-caprolactone) (PCL) or Eudragit® RS 100, and with
two concentrations of active (0,5 or 1,0 mg/mL) optimizing a formulation to evaluate the PQQ release profile
and its antioxidant activity in vitro against lipid peroxidation, as well as stability during storage. Later, in order
to improve the stability, the optimized nanostructured suspension was converted into granulates by wet
granulation technique, which were both physicochemical and technologically characterized and also subjected to
the analysis of the kinetics of PQQ release and to stability for 90 days. Considering the results, the suspension
developed with the PCL polymer showed particles with micrometric diameter, high polydispersion index (1Pd)
and reduced encapsulation efficiency (EE%; 6.42%). Conversely, the suspensions prepared with the
Eudragit® RS 100 polymer demonstrated adequate physicochemical characteristics, with nanometric particle size
(343-384 nm; Zetasizer®) and with acceptable size distribution. The formulation prepared with PQQ in
concentration of 0.5 mg/mL was selected to following the study, since it presented EE% (52.17%) significantly
higher than the other ones. The atomic force microscopy of this formulation confirmed the presence of spherical
colloidal particles with a smooth surface. The nanostructured suspension demonstrated antioxidant activity, in
vitro, higher than free PQQ by the TBARS method. In preliminary study, the nanoencapsulation protected PQQ
against degradation, when compared to a solution of free PQQ. Considering that the suspension was unstable in
only 15 days of storage, it was necessary to developgranulates, which demonstrated adequate both technological
(angle of repose, Carr index, Hausner factor) and physicochemical characteristics (average particle diameter,
IPd), being packaged in sachets as the final pharmaceutical form. Granulates were stable in all evaluated
parameters for 90 days of storage. By scanning electron microscopy, it was also possible to observe the presence
of spherical nanometric structures in the granules formed. The optimized colloidal suspension and the granulates
containing the nanoencapsulated PQQ demonstrated very similarin vitro release profiles following
monoexponential kinetics, with anomalous transport as release mechanism. In view of the obtained results, it is
possible to conclude that the use of PQQ in polymeric nanoparticles significantly improve the antioxidant
activity of this substance, even with partial encapsulation, as well as its conversion into granulates considerably
improved the stability of the system, besides promoting some release control, compared to the free active. Thus,
the granules containing the hydrophilic antioxidant PQQ nanoencapsulated are promising systems, mainly, to
explore its effects in the prevention and/or treatment of diseases related to oxidative stress.

Keywords: PQQ. Polymeric nanoparticles. Double emulsification-solvent evaporation Antioxidant activity. Wet
granulation.
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1 INTRODUCAO

Pirroloquinolina quinona (PQQ) é uma o-quinona hidrossoluvel que tem sido
popularmente utilizada como suplemento nutricional, sendo naturalmente encontrada em
vegetais, frutas, ovos, leite, entre outros, e a sua presenca € também observada em tecidos e
fluidos corporais humanos (AKAGAWA; NAKANO; IKEMOTO, 2016; KUMAZAWA et
al., 1995; KUMAZAWA et al., 1992; KUMAZAWA,; SENO; SUZUKI, 1993; MITCHELL et
al., 1999; ZHANG; ZHANG; MENG, 2009). Esta substancia tem demonstrado relevante
interesse cientifico devido aos seus efeitos benéficos observados, sendo que estudos ja
evidenciaram sua acentuada atividade antioxidante na eliminacdo de radicais livres,
principalmente contra espécies reativas de oxigénio (EROs) e na reducdo da peroxidacdo
lipidica, além de atividade anti-inflamatoria, hepatoprotetora, cardioprotetora, neuroprotetora,
efeito protetor sobre o envelhecimento celular, entre outros (GUAN et al., 2015; HARRIS et
al., 2013; HE et al., 2003; JIA et al.,, 2015; LIU et al., 2016; NUNOME et al., 2008;
OHWADA et al., 2008; TAO et al., 2007; TAO et al., 2015; ZHU et al., 2004).

Entretanto, tem-se notado a falta de estudos referentes a formulagbes contendo PQQ
que possam favorecer o seu desempenho farmacoldgico. Assim, torna-se interessante o
desenvolvimento nanotecnoldgico de formas farmacéuticas, a fim de explorar o potencial
desta molécula, uma vez que nanoestruturas tém alcancado grandes avancos na area
terapéutica mediante a sua alta area superficial, maior distribuicdo no trato gastrointestinal,
promocdo de liberacdo controlada de substancias ativas, prolongando a acéo, funcionando
como sistemas reservatorios e possibilitando a reducdo da frequéncia de administracdo de
doses, proporcionando, também, a diminuicdo de toxicidade e, com isso, de efeitos adversos.
Além disto, os sistemas coloidais podem aumentar o potencial terapéutico do principio ativo,
promovendo a vetorizacdo a alvos especificos, bem como protegé-lo da degradacéo,
melhorando sua estabilidade (COUVREUR et al, 2002; GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007; GUTERRES, SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; SCHAFFAZICK
et al., 2003), sendo capazes também de possibilitar o aumento da biodisponibilidade (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; ZHUANG et al., 2010) e do efeito antioxidante de
substancias associadas, como melatonina, idebenona e extratos hidrofilicos de plantas
(BITENCOURT et al., 2016; 2017; PALUMBO et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2005).

Dentre o0s sistemas nanoestruturados, encontram-se as nanoparticulas poliméricas, que
possuem diametro inferior a 1000 nm, sendo geralmente menores que 500 nm. As

nanoparticulas poliméricas compreendem as nanocépsulas, que sdo sistemas vesiculares
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(core-shell), e as nanoesferas, que sdo sistemas matriciais (DIMER et al., 2013; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al, 2003). O
nanoencapsulamento de substancias hidrofilicas é bastante desafiador, e um método que tem
sido comumente utilizado para isto € o método de dupla emulsificacdo-evaporacdo de
solvente (&gua/dleo/agua, A/O/A), o qual tem proporcionado satisfatéria eficiéncia de
encapsulamento para estes tipos de moléculas (IQBAL et al., 2015; MILADI et al., 2015;
MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

As suspensfes nanoestruturadas demonstram limitada estabilidade em funcdo do
tempo de armazenamento devido & instabilidade microbioldgica e fisico-quimica, por se
tratarem de sistemas liquidos dispersos. Nesse sentido, formas farmacéuticas sélidas, como
granulados e comprimidos, tém sido desenvolvidas a partir destas suspensdes, com o intuito
de contornar estes problemas, melhorando a estabilidade do produto e também a futura adesao
do paciente ao tratamento, devido a facilidade na administracdo (FRIEDRICH et al., 2010a,b;
PINHEIRO, 2016). As técnicas de granulacdo via imida ou via seca podem ser empregadas
para 0 desenvolvimento de granulados, sendo que a por via Umida utiliza um liquido de
granulacdo para a formacdo de uma massa Umida, ao misturd-lo com os componentes
pulvéreos da formulagdo (AULTON, 2005; COUTO; ORTEGA; PETROVICK, 2000).
Friedrich e colaboradores (2010a,b) e Pinheiro (2016) empregaram suspensdes de
nanocapsulas de poli(€-caprolactona) ou de etilcelulose, contendo dexametasona ou
vimpocetina, respectivamente, como liquido de granulacdo para a preparacao de granulados,
destinados a conversdo em comprimidos.

A previsdo da utilizacdo de granulados nanotecnol6gicos como forma farmacétuca
final ainda n&o foi explorada na literatura, 0 que pode trazer como vantagem a possibilidade
de maior flexibilidade de dose, além de evitar problemas relativos a limitacdo no tamanho da
unidade de dosagem, como no caso de comprimidos. Para isso, os granulados podem ser
fracionados e acondicionados em sachés, com utilizacdo dependente da dispersdao em agua,
antes do uso.

E importante salientar que, até o momento, ndo foram encontrados estudos relativos a
veiculacdo de PQQ em nanoparticulas poliméricas para fins terapéuticos, que por ser uma
substancia hidrofilica, é de dificil nanoencapsulamento. Diante disso, 0 objetivo deste
trabalho foi desenvolver tecnologicamente uma suspensdo otimizada de nanoparticulas
polimeéricas contendo PQQ, pelo método de dupla emulsificacdo-evaporagéo de solvente, com
a finalidade de avaliar possivel protecdo do principio ativo, controle de liberacédo e a atividade

antioxidante contra peroxidacdo lipidica, in vitro, desta formulacdo em comparacdo a
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substancia ativa na forma livre (solucdo). O estudo também prop6s transformar esta suspensao
nanoestruturada contendo PQQ em granulados, utilizando-a como liquido de granulacéo,
através do método de granulacdo via umida, com o intuito de melhorar a estabilidade deste
sistema, além de acondicionar os mesmos em sachés de aluminio, visando a uma forma

farmacéutica final, avaliando-se a estabilidade.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Preparar e caracterizar fisico-quimicamente suspensdes de nanoparticulas poliméricas
contendo a substancia ativa hidrofilica PQQ e avaliar sua atividade antioxidante in vitro, bem

como desenvolver granulados a partir desses sistemas liquidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar suspensdes de nanoparticulas poliméricas contendo PQQ com os polimeros
Eudragit® RS 100 ou PCL, utilizando o método de dupla emulsificacdo-evaporagéo de
solvente;

e Caracterizar as formulacfes quanto ao didmetro médio de particulas, indice de
polidispersdo, potencial zeta, pH, teor total de PQQ e eficiéncia de encapsulamento;

e Analisar a morfologia das nanoparticulas poliméricas selecionadas, empregando
microscopia de forca atbmica;

e Determinar a cinética de liberacdo, in vitro, de PQQ a partir da formulacdo
selecionada, atraves da técnica de difusdo em sacos de diélise reversa;

e Avaliar a atividade antioxidante, in vitro, da suspensdo coloidal otimizada frente a
peroxidacao lipidica, utilizando lipossomas como substrato;

e Verificar o teor total de PQQ na suspensdo coloidal em comparacao a uma solucdo de
PQQ livre, apds armazenamento em frascos de vidro transparente;

e Efetuar estudo de estabilidade da suspensdo de nanoparticulas selecionada durante 30
dias, em temperatura ambiente e protegida da luz;

e Preparar granulados a partir da suspensdo nanoestruturada, empregando a técnica de
granulacdo via Umida, proceder a caracterizacdo fisico-quimica/tecnoldgica e
acondiciona-los em sachés de aluminio, com o equivalente a 5,0 mg de PQQ;

e Avaliar a cinética de liberacéo, in vitro, de PQQ a partir dos granulados, utilizando a
técnica de diélise reversa;

e Realizar estudo de estabilidade, durante 90 dias, dos granulados contendo o ativo PQQ

nanoencapsulado.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres sdo caracterizados por apresentarem um ou mais elétrons
desemparelhados, sendo substancias altamente reativas e com curta meia-vida e sdo
naturalmente gerados pelo metabolismo celular, nas mitocéndrias, membrana celular e
citoplasma. As espécies reativas de oxigénio (EROs) constituem a principal classe de
estruturas oxidantes geradas in vivo, como por exemplo o anion superéxido (O;"), o radical
hidroxila (OH") e o peroxido de hidrogénio (H,0,), que, embora ndo possua elétrons
desemparelhados (espécie ndo-radicalar), é instavel e reativo. As espécies reativas participam
de fungdes bioldgicas importantes, como na defesa do organismo contra agentes infecciosos,
fagocitose, producdo de energia pela cadeia transportadora de elétrons e sinalizacéo
intercelular (BARBOSA et al., 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; BIRBEN et al.,
2012; VALKO et al., 2007).

Porém, quando h& uma superproducdo de EROs e, portanto, um desequilibrio em
relacdo a capacidade do sistema biologico em neutraliza-las, caracteriza o chamado estresse
oxidativo, que é prejudicial ao organismo por provocar a oxidacdo de biomoléculas, como
lipidios, proteinas e DNA. Dentre os danos que o excesso de EROs pode causar estdo o
cancer, envelhecimento, aterosclerose, desordens neurodegenerativas, como Doenca de
Parkinson e de Alzheimer, e, ainda, doencas inflamatérias como artrite reumatoide
(BARBOSA et al.,, 2010; BIRBEN et al., 2012; HITCHON; EL-GABALAWY, 2004;
MANKE; WANG; ROJANASAKUL, 2013; VALKO et al., 2007).

A neutralizacdo das EROs ¢é realizada por antioxidantes, produzidos pelo organismo
ou absorvidos pela dieta, que sdo substancias responsaveis por reduzir, retardar e/ou impedir o
dano oxidativo, inibindo a formacdo ou a acdo destas espécies reativas ou, ainda, favorecendo
a reconstituicdo das estruturas bioldgicas danificadas (BARBOSA et al., 2010; VALKO et al.,
2007).

Os antioxidantes, geralmente, atuam doando elétrons as EROs e sdo divididos em
enzimaticos e ndo enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos incluem a superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-PXx); ja os antioxidantes ndo enzimaticos
compreendem a glutationa, acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno, entre outros (BARBOSA
et al., 2010; BIRBEN et al., 2012; VALKO et al., 2007). Antioxidantes provenientes da dieta,
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como PQQ, também merecem grande importancia, evitando o acumulo de radicais livres
(BIANCHI; ANTUNES, 1999).

3.2 PIRROLOQUINOLINA QUINONA E SEU POTENCIAL ANTIOXIDANTE

PQQ (Figura 1), 4,5-dioxo-4,5-dihidro-1H-pirrolo[2,3-f]quinolina-2,7,9-acido
tricarboxilico ou metoxantina, € uma o-quinona aromatica triciclica, formada a partir dos
aminoacidos glutamato e tirosina, que foi descoberta em 1979, sendo identificada como um
cofator redox de desidrogenases bacterianas, como alcool e aglcar desidrogenases
(AKAGAWA; NAKANO; IKEMOTO, 2016; MCINTIRE, 1998; SALISBURY et al., 1979;
STITES; MITCHELL; RUCKER, 2000). E uma substancia que possui diferentes pKas (0,3;
1,6; 2,2; 3,3 e 10,3), apresenta coloracdo avermelhada, é anidnica, solivel em &gua e
termoestavel, capaz de reagir com diversos compostos através de seus grupamentos quimicos
(KANO et al.,, 1990; MCINTIRE, 1998; MISRA; RAJPUROHIT; KHAIRNAR, 2012;
RUCKER; CHOWANADISAI; NAKANO, 2009; ZHANG; ZHANG; MENG, 2009). Sua
absorcdo ocorre no intestino (cerca de 62% em 24 horas) e sua excre¢do € realizada
principalmente via renal (aproximadamente 81% em 24 horas) (SMIDT et al., 1991). Também
é importante mencionar que, quando PQQ é administrada por via oral, ndo tem demonstrado
toxicidade e/ou efeitos adversos até uma dose de aproximadamente 60 mg por dia em
humanos e mais de 100 mg/kg em animais, porém, tem apresentado nefrotoxicidade em ratos,
guando administrada via intraperitoneal, em doses maiores que 10 mg/kg (RUCKER;
CHOWANADISAI; NAKANO, 2009; WATANABE et al., 1989).

Figura 1 — Estrutura quimica de PQQ

Fonte: Prépria autora
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Esse composto tem ocorréncia natural, sendo principalmente encontrado em sementes
de soja fermentadas (natto), mas também ocorre em pequenas quantidades (na faixa de ng/g
ou ng/mL) em vegetais, frutas, ovos, cha verde, leite, vinho, entre outros (KUMAZAWA et
al., 1995; KUMAZAWA,; SENO; SUZUKI, 1993; STITES; MITCHELL; RUCKER, 2000).
Pesquisadores também tém demonstrado a presenca de PQQ no leite, em tecidos e fluidos
corporais humanos e em tecidos de ratos (KUMAZAWA et al., 1992; MITCHELL et al.,
1999; SMIDT et al., 1991). Killgore e colaboradores (1989) sugeriram que PQQ possui
importancia nutricional como vitamina ou fator de crescimento, visto que camundongos que
tiveram uma dieta privada de PQQ demonstraram retardo no crescimento e ndo conseguiram
se reproduzir.

Diversas atividades bioldgicas tém sido atribuidas a PQQ, como cardioprotetora (ZHU
et al., 2004), hepatoprotetora (JIA et al., 2015), anti-inflamatéria (HARRIS et al., 2013),
incluindo prevencéo e tratamento da osteoartrite (TAO et al., 2015) e artrite reumatoide (LIU
et al., 2016), anticonvulsivante (SANCHEZ et al., 2000), neuroprotetora (GUAN et al., 2015;
HARA; HIRAMATSU, ADACHI, 2007; NUNOME et al., 2008; OHWADA et al., 2008;
ZHANG et al., 2014) e, principalmente, atividade antioxidante (GUAN et al., 2015; HARA;
HIRAMATSU, ADACHI, 2007; HE et al., 2003; KUMAR; KAR, 2013; KUMAR; KAR,
2015; KUMAR; KAR; PANDA, 2014; NUNOME et al., 2008; TAO et al., 2007; WU et al.,
2017; ZHANG; ROSENBERG, 2002). Estudos também tém evidenciado que PQQ atenua a
neurotoxicidade induzida por agregados f-amiloide, impede a formac&o de fibrilas amiloides
e inibe a citotoxicidade de variantes de a-sinucleina, sendo promissora para o tratamento da
Doenga de Alzheimer e de Parkinson (KIM et al., 2010; KOBAYASHI et al., 2006; ZHANG;
ZHANG; MENG, 2009).

O potencial antioxidante de PQQ na eliminacdo de radicais livres, especialmente
contra EROs, tem sido evidenciado por diversos pesquisadores, tendo significativa capacidade
em reduzir a peroxidacdo lipidica, a qual resulta da geracdo excessiva de radicais livres
(HAMAGISHI et al., 1990; HE et al., 2003; KUMAR; KAR, 2013; KUMAR; KAR, 2015;
KUMAR; KAR; PANDA, 2014; MISRA et al., 2004; NUNOME et al., 2008; TAO et al.,
2007; WU et al., 2017; ZHANG; ROSENBERG, 2002; ZHU et al., 2004). Também é
importante mencionar que essas fungbes bioldgicas demonstradas por esta molécula,
provavelmente, estdo relacionada aos grupos carboxilicos nas posicdes 7 e 9 e a sua estrutura
0-quinona, sendo que o grupo —NH do anel pirrol tem se mostrado essencial para sua
atividade contra peroxidacéo lipidica (HAMAGISHI et al., 1990).
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Guan e colaboradores, em 2015, demonstraram o efeito neuroprotetor de PQQ, de
maneira dose-dependente (30 a 3000 nM), em cultura de células-tronco e progenitoras neurais
contra a neurotoxicidade induzida por glutamato, o que esta associado a diminuicdo da
producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio, ao aumento dos niveis de glutationa, a
diminuicdo da atividade da caspase-3 e ao aumento da atividade das enzimas superdxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Outro estudo também relatou a diminuigdo da
producdo de EROs e aumento dos mecanismos de defesa intracelulares ao avaliar, in vivo, o
efeito de PQQ (1 e 2 mM) sobre a neurotoxicidade induzida por glutamato no cértex cerebral
de ratos (ZHANG et al., 2013).

Segundo Hara, Hiramatsu e Adachi (2007), PQQ (0,3 a 50 puM) apresenta maior
atividade neuroprotetora contra a neurotoxicidade induzida por 6-hidroxidopamina em células
de neuroblastoma humano, quando comparada a outras vitaminas antioxidantes (50 a 150
HM), mesmo em baixas concentragdes. PQQ foi capaz de prevenir a morte celular e a
fragmentacdo do DNA, provavelmente através da reducdo da producdo de EROs, sendo mais
eficaz na eliminacdo de radicais superoxido do que os antioxidantes classicos acido ascorbico
e a-tocoferol.

Recentemente, Wu e colaboradores (2017) avaliaram o efeito de PQQ sobre a
osteoporose induzida pela deficiéncia de testosterona em camundongos orquiectomizados, ja
que esta patologia também pode ser causada pelo estresse oxidativo. Os animais que tiveram
uma dieta suplementada com PQQ (4 mg/kg) demonstraram recuperacdo dos niveis de
enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase, e reducdo significativa das EROs;
verificando que PQQ pode prevenir este tipo de osteoporose através da inibicdo do estresse
oxidativo e do dano ao DNA, o que acaba estimulando a formacdo dssea pelos osteoblastos e
inibindo a reabsorcdo 6ssea osteoclastica.

Com relacdo a atividade de PQQ contra peroxidacdo lipidica, Hamagishi e
colaboradores (1990) verificaram pelo método de TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbiturico), empregando homogeneizado de cérebro de ratos como substrato, que PQQ foi
mais potente em inibir a lipoperoxidagao do que os antioxidantes idebenona e a-tocoferol.

Em um estudo realizado por Kumar e Kar (2013), camundongos foram tratados
durante cinco semanas com propiltiouracil na &gua de beber, a fim de induzir estresse
oxidativo, visto que esta substancia causa reducdo dos hormonios tireoidianos, o que leva ao
estresse oxidativo, principalmente, no figado e coracdo, com consequente peroxidagdo
lipidica. Os grupos de animais que receberam PQQ (1, 5 e 10 mg/kg), via intraperitoneal por

seis dias, apresentaram reducéo significativa na lipoperoxidacao, verificada pelo método de
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TBARS, e aumento dos niveis das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase,
sendo que a dose de 10 mg/kg foi mais eficaz em reduzir a peroxidagdo lipidica (cerca de 86%
no figado e 64% no coracéo).

Em outro estudo semelhante, Kumar, Kar e Panda (2014) também avaliaram o efeito
de PQQ (1, 3 e 5 mg/kg) sobre a peroxidacdo lipidica (TBARS) e sobre antioxidantes
enzimaticos em alguns 6rgdos de ratos, apds inducdo de hipertireoidismo com L-tiroxina (500
pg/kg, via intramuscular), e constataram, mais uma vez, que PQQ foi capaz de reverter a
lipoperoxidacéo e restaurar ou aumentar os niveis de antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT,

GSH-Px) em alguns tecidos analisados.

3.3 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS POLIMERICOS

Os sistemas nanoestruturados possuem tamanho submicrométrico (<1 pm) e
apresentam alta area superficial, o que os torna altamente promissores no desenvolvimento e
aperfeicoamento de produtos destinados a sadde, como na administracdo de farmacos e sao
uma alternativa para superar desvantagens que acabam restringindo o uso clinico dos mesmos.
Algumas das vantagens ja relatadas para estes sistemas sdo o aumento da biodisponibilidade
da substancia ativa, maior eficacia terapéutica devido a alta &area superficial das
nanoestruturas, permitindo maior interacdo entre a substancia ativa e os tecidos, liberacdo
controlada da mesma com maior tempo de circulacdo sistémica, possibilitando menor
frequéncia de administracdo de doses, protecdo do ativo contra degradacdo, aumento do
indice terapéutico e diminuicdo de efeitos toxicos/adversos mediante vetorizacdo do principio
ativo ao alvo terapéutico ou por evitar contato direto do mesmo com os tecidos, reduzindo,
por exemplo, problemas de irritacdo no local de aplicacdo (GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010; MORA-HUERTAS; FESSI,
ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003). Além disso, os sistemas coloidais podem
ser administrados por diferentes vias como oral, tdpica, oftdlmica, parenteral e pulmonar,
sendo a via oral a mais comum para administracdo de medicamentos (MORA-HUERTAS;
FESSI, ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoparticulas polimeéricas (Figura 2) compreendem as nanocapsulas e as
nanoesferas, as quais, em geral, apresentam didmetro médio entre 100 e 500 nm. As
nanocapsulas sdo sistemas vesiculares formados por um invélucro polimérico disposto ao
redor de um nucleo, oleoso ou aquoso, sendo que o farmaco estara dissolvido no nucleo e/ou

adsorvido na parede polimérica. Ja as nanoesferas, séo sistemas matriciais constituidos apenas
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por uma matriz polimérica, na qual o farmaco ficaré retido ou adsorvido (MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003). A escolha do método e materiais a
serem utilizados para a preparacao destes sistemas é um ponto muito importante, devendo ser
considerados alguns fatores como as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
caracteristicas de biodegradabilidade e biocompatibilidade dos materiais a serem empregados,
via de administracdo e tamanho de particulas requeridos (DIMER et al., 2013;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 2 — Representacdo esquematica dos tipos de nanoparticulas poliméricas

ey

Nanocapsula Nanoesfera

@ Polimero Nucleo B Substancia ativa

Fonte: propria autora

Diferentes polimeros podem ser utilizados para a preparacdo de nanoparticulas, sendo
que os polimeros sintéticos, como poliésteres [poli(acido latico), poli(lactideo-co-glicolideo),
poli(€-caprolactona)] e polimetacrilatos, como o Eudragit® RS 100, sio os de uso mais
difundido e, geralmente, apresentam maior pureza e melhor reprodutibilidade do que
polimeros naturais (quitosana, albumina e gelatina). Polimeros semissintéticos, como a
etilcelulose, também tém sido empregados para o desenvolvimento de nanoestruturas
(COUVREUR et al., 2002; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). As caracteristicas do polimero sdo importantes no
controle da liberacdo da substancia ativa, portanto, para a escolha do mesmo deve-se levar em
consideracdo a duracédo da liberacdo desejada. O polimero escolhido deve ser biocompativel e,
dependendo da via de administracdo pretendida, também precisa ser biodegradavel
(GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007).
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Poli(€-caprolactona) (PCL) é um polimero sintético biocompativel, biodegradavel e
atoxico. E um poliéster alifatico e semicristalino que possui lenta degradacio e
permeabilidade elevada para muitos farmacos, sendo adequado para quando se deseja uma
liberacdo prolongada da substéncia ativa (BEHERA; BARIK; JOSHI, 2012; SINHA et al.,
2004). Eudragit® RS 100, um copolimero constituido por 4 a 8% de grupamentos amdnio
quaternério, também é um polimero sintético capaz de promover liberagdo controlada do
ativo; porém, ndo € biodegradavel, é apenas biocompativel, € insoluvel em pH fisioldgico e
apresenta capacidade de inchamento e de mucoadeséo, devido sua carga superficial positiva.
Ambos os polimeros, PCL e Eudragit® RS 100, sio adequados para administracdo por via oral
(JANA et al., 2014; PIGNATELLO et al., 2002).

Quanto a escolha do método para a preparacdo de nanoparticulas, € necessario
conhecer a solubilidade da substancia ativa. A metodologia pode ser baseada na
polimerizacgdo in situ de monémeros dispersos ou na precipitacdo de polimeros pré-formados,
sendo que o Ultimo proporciona maior rendimento e pode incluir a técnica de emulsificac&o-
evaporacdo de solvente (MORA-HUERTAS; FESSI, ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et
al., 2003; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). Considerando a rapida particdo de
substancias ativas hidrofilicas para a fase aquosa dispersante, ao utilizar método de emulséao
simples (&dgua/dleo; A/O), observa-se reduzida eficiéncia de encapsulamento. Dessa forma, o
método de dupla emulsificacdo-evaporacdo de solvente (A/O/A, Figura 3) tem sido muito
empregado para o nanoencapsulamento destes tipos de moléculas (IQBAL et al., 2015;
MILADI et al., 2015; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Este método baseia-se
em uma fase aquosa interna, composta por adgua e substancia ativa, uma fase organica
constituida por polimero (sintético, semissintético ou natural), tensoativo de baixo EHL
(equilibrio hidréfilo-lipéfilo) e um solvente organico totalmente imiscivel ou parcialmente
miscivel em agua, como acetato de etila, e uma fase aquosa externa composta por agua e
tensoativo de alto EHL. A fase aquosa interna é vertida sobre a fase organica, formando uma
emulsdo primaria (A/O), com o auxilio de homogeneizador de alta velocidade, e,
posteriormente, a fase aquosa externa é vertida sobre esta emulsdo, originando uma emulséo
AJ/O/A que é, entdo, levada ao evaporador rotatorio para a eliminacéo do solvente organico e
excesso de agua, sob pressdo reduzida (COUVREUR et al., 2002; IQBAL et al., 2015;
MILADI et al., 2015; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Quanto a caracterizacdo destes sistemas, varios parametros podem ser analisados,
como o diametro médio das particulas, polidispersidade, pH, potencial zeta, teor, eficiéncia de

encapsulamento e perfil de liberacdo do farmaco, sendo importantes para se estimar o seu
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comportamento no organismo (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003). O
tamanho das particulas, polidispersidade, pH e potencial zeta sdo caracteristicas que tém
muita influéncia sobre a estabilidade das formulacfes. Quanto maior a diferenca entre o
tamanho das particulas, maior sera o indice de polidispersdo e, consequentemente, maior a
probabilidade de formar aglomerados entre as particulas e ocorrer problemas com a
estabilidade. Baixo indice de polidispersdo é obtido quando as particulas se encontram em
uma faixa estreita de tamanho em um sistema homogéneo. O monitoramento do pH também é
importante, visto que alteracdes no mesmo podem, por exemplo, indicar degradacdo do
polimero. Com relacdo ao potencial zeta, que reflete o potencial elétrico de superficie, quanto
maior (em modulo) ele for, maior sera a tendéncia da formulagéo apresentar estabilidade, pois
dificultard a formacdo de agregados devido a repulséo entre as particulas (COUVREUR et al.,
2002; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 3 — Representacdo esquematica do método de preparacdo de suspensdes de
nanoparticulas baseado em dupla emulsificacdo-evaporacao de solvente
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externa
Emulsio Emulsido Evaporacio do solvente
primaria (A/O) A/O/A e ajuste do volume final

Fonte: propria autora

A concentracdo de principio ativo associada ao nanocarreador preparado é
estabelecida pela eficiéncia de encapsulamento (EE%), a qual depende das caracteristicas
fisico-quimicas do ativo, do sistema desenvolvido e do seu modo de preparacdo. A EE%
geralmente é determinada pela técnica de ultrafiltracdo-centrifugacdo, que utiliza uma
membrana para separar a fracdo de ativo livre, que se encontra na fase aquosa dispersante
(ultrafiltrado), da fracdo de ativo associado as nanoparticulas, sendo calculada pela diferenca

entre o teor total de substancia ativa na suspensdo e a sua concentragdo na forma livre
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(MOHANRAJ; CHEN, 2006; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

A liberacdo lenta e gradual, ou seja, controlada da substdncia ativa a partir de
nanoparticulas, € uma vantagem que vem sendo relatada por diversos estudos (CORADINI et
al., 2014; PANDEY et al., 2015; PINHEIRO, 2016; ROSA, 2017; SCHAFFAZICK et al.,
2003). A cinética de liberacdo a partir destes sistemas coloidais esta condicionada as
caracteristicas e a concentracdo da substancia ativa empregada, as propriedades do polimero e
também as condigdes experimentais utilizadas, in vitro, como meio de liberacdo e pH,
devendo estas, serem o mais semelhante possivel ao que ocorre in vivo. A difusdo em sacos de
didlise (Figura 4A) é o método, in vitro, mais comumente empregado para o estudo de
liberacdo de substancias, onde o ativo liberado das nanoparticulas difunde através da
membrana de dialise para o meio de liberacdo contido no compartimento exterior. Porém, este
método pode ser realizado de maneira reversa (Figura 4B), onde no interior do saco de dialise
deve conter apenas meio de liberacdo e a formulacdo contendo as nanoestruturas é adicionada
no meio de liberacdo do compartimento externo. Dessa maneira, a amostra estara diluida no
meio e o ativo ird difundir para o interior da membrana, onde serdo realizadas as coletas,
simulando de maneira mais realista 0 que ocorreria in vivo, visto que na diélise convencional
a amostra ndo estara diluida no meio e, portanto, havera uma liberagdo mais lenta do ativo do
que ocorreria in vivo (SOUZA, 2014).

Figura 4 — Representacdo esquematica do método de difusdo em sacos de diélise convencional
(A) e reversa (B)
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Fonte: propria autora

Quanto a estabilidade dos sistemas nanoestruturados, por se tratarem de sistemas

liquidos, apresentam maior tendéncia a instabilidades fisico-quimicas e microbioldgicas em
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funcdo do tempo de armazenamento, incluindo agregacdo e sedimentagdo das particulas,
degradacédo do polimero, da substancia ativa ou dos outros componentes da formulagéo. Nesse
sentido, a fim de minimizar e/ou evitar esses problemas, estudos tém sido desenvolvidos
visando a obtencdo de formas farmacéuticas solidas a partir das suspensées de nanoparticulas,
empregando métodos de liofilizagdo (freeze-drying) (ABDELWAHED; DEGOBERT; FESSI,
2006; SCHAFFAZICK et al., 2003), secagem por aspersao (spray-drying) (SCHAFFAZICK
et al., 2003; SCHAFFAZICK et al., 2006) ou, ainda, convertendo-as em granulados e/ou
comprimidos (FRIEDRICH et al., 2010a,b; PINHEIRO, 2016).

Considerando as vantagens j& relatadas para estes sistemas, as nanoparticulas
poliméricas também tém se mostrado sistemas promissores para a veiculacdo de substancias
antioxidantes, as quais tém recebido ampla atencdo em funcdo do maior conhecimento da
relacdo entre radicais livressEROs com diversas patologias como distdrbios
neurodegenerativos, doencas inflamatdrias, cardiovasculares e cancer (BARBOSA et al.,
2010; BIRBEN et al., 2012; RATNAM et al., 2006). Diversos estudos tém demonstrado que
0s sistemas coloidais podem proporcionar aumento da estabilidade (coenzima Q10, vitamina
C), aléem do aumento da capacidade antioxidante de sustancias, como idebenona, vitamina E,
melatonina e &cido alfa lipoico (ALISHAHI et al., 2011; KULKAMP et al., 2011; KWON et
al., 2002; PALUMBO et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2005; SCHAFFAZICK et al.,
2008; SHEA et al., 2005). Na tabela 1 podem ser observados, brevemente, alguns trabalhos
encontrados na literatura de substancias antioxidantes associadas a nanoparticulas
poliméricas.

E importante mencionar que, at¢ o momento, apenas sdo encontrados trabalhos
veiculando PQQ a nanoparticulas poliméricas e a lipossomas com o objetivo de desenvolver
modelos de biossensores, para estudos de imunoensaios/ensaios de bioafinidade que sejam
sensiveis, permitindo detectar substancias (como DNA e proteina C reativa) em baixas
concentragcdes ou para detectar alteracdes na permeabilidade de membranas que podem ser
ocasionadas por peptideos ou copolimeros antimicrobianos sintéticos (SHEN; MEYERHOFF,
2009; ZIMMERMAN; LEE; MEYERHOFF, 2010; ZIMMERMAN et al., 2011).
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Tabela 1 — Estudos relativos a associacdo de substancias antioxidantes com sistemas
nanoestruturados (NP = nanoparticulas poliméricas; NC = nanocapsulas; NS = nanoesferas)

Sistema Subs?anma Método c1e (;a.racter,lst_lcas Resultados obtidos Referéncias
ativa preparacao fisico-quimicas
126 2236 nm; ero;:\uggolid?dica Schaffazick
NC,NS Melatonina  Nanoprecipitacio = EE% 54 a 55%j; .p . .9 .p ’
in vitro, induzida pelo et al., 2005
-36 a -43 mV . .
radical ascorbil
185 a 585 nm; . .
NP VitaminaC  Gelificagdo ibnica  EE% 30 a 70%; A“me_’?to na Alishahi et
estabilidade al., 2011
49 a 62 mV
<. Deposicao 191 a 349 nm; x
A . . R
NC i oi:::(l)d:/ou interfacial de IPd 0,17 a 0,23; eroxidzdg((;)alti) ?’cajica in Kilkamp et
nfelatonina polimero pré- EE% 63 a 76%; - P %/itro P al., 2011
formado 10,9 a-13,17 mV
Aumento na
- IPd<0 5-
Deslocamento do 176 nm; 1Pd<0,5; estabilidade e na Yusuf et al.,
NP B-caroteno EE% 83%; -16 .
solvente mV atividade 2012
anticonvulsivante
D icé 1 209 nm; . .
Resveratrol . epos!gao 98 a 209 ' Liberagdo controlada e .
NC elou interfacial de IPd 0,08 a0,12; aumento da atividade Coradini et
. polimero pré- EE% 100%, -7,8 .. al., 2014
curcumina antioxidante
formado a -10,2 mV
NS Quercetina Nanonrecipitacio 242 nm; EE% Aumento da atividade ~ Sambandam
Precipiaca0 2 30p: -22,5 mv antioxidante etal., 2015
Deposi¢édo 130 a 161 nm; Liberacédo controlada,
NC Crisina interfacial de IPd 0,09 a2 0,13; aumento da atividade Lorenzoni,
polimero pré- EE% 100%; -10,7 antioxidante e 2015
formado a-12,2 mv antiproliferativa
NS Quercetina Nanoprecipitacao 322153 nm; eCn(;z::](z)lfannaalé\?ievr%zac?e Pandey et
precipitag EE% 51 a 65% _ al., 2015
antitumoral
Aumento da atividade
Extrato antifangica in vitro e
Dupla L .
aquoso das e diminuicdo do estresse  Bitencourt et
emulsificacao- 196 nm; IPd - . ]
NP sementes de - oxidativo relacionado al., 2016;
. evaporagdo de 0,198; -15,11 mV . .
Syzygium a Diabetes Mellitus 2017
.. solvente . .
cumini e/ou infeccdo por
candida em ratos
NP Quercetina  Nanoprecipitacdo 52,7.nm; IPd AU”;‘;;‘:SX?Z;::: I: e Ettekhari et
precipria 0,18; -24 mV ) al., 2017
hepatoprotecdo
Emulsificacao- 77,15 nm; IPd L. .
NP Crisina evaporacdo 0,148; EE% 47%; Melh;r:;tr;i;tg; dade Klgoitfl"
(6leo/agua) -2,22 mV
Melhora na atividade Lietal
NP Curcumina  Nanoprecipitagdo 50 nm; -14,9mV  antioxidante, reducéao 2017 b

da lipoperoxidacéo
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3.4 GRANULADOS

A via oral é a mais comum, facil e conveniente via para administracdo de
medicamentos, 0 que proporciona maior adesdo ao tratamento por parte dos pacientes. Dentre
as formas farmacéuticas que podem ser administradas por esta via, encontram-se 0S
granulados, os quais podem ser preparados por dois diferentes métodos, granulacéo via Umida
ou via seca, sendo desejavel que eles obtenham forma e cor regulares, estreita faixa
granulométrica, adequada fluidez e baixo teor de umidade (AULTON, 2005; COUTO;
ORTEGA; PETROVICK, 2000).

A granulacdo é a aglomeracdo de particulas pulvéreas primarias, formando entidades
multiparticuladas maiores, os granulos. Pode ser realizada a fim de prevenir a segregacao de
constituintes de uma mistura pulvérea, melhorar as propriedades de fluxo e/ou compactacao
de uma mistura de pds, bem como para melhorar a estabilidade de uma formulacdo (ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2007; AULTON, 2005; COUTO; ORTEGA; PETROVICK, 2000).

A técnica de granulagdo via Umida é empregada para substancias ativas que sejam
estaveis frente a umidade e ao calor, pois neste método é formada uma massa Umida,
utilizando um liquido de granulacdo, atoxico e de facil remocgédo apds a secagem (volatil), e
uma mistura de pds que, ap6s atingir o ponto de granulacao, é forcada a passar por um tamis
produzindo grénulos Umidos que, posteriormente, sdo submetidos a secagem. O ponto de
granulacdo é verificado pela consisténcia da massa Umida, que deve apresentar-se firme e ndo
aderente quando comprimida pelas médos (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007; AULTON,
2005). Ja, a granulacdo via seca pode ser empregada para substancias termolabeis e sensiveis
a umidade uma vez que ndo utiliza liquido de granulacdo, porém, forma granulos mais
irregulares (AULTON, 2005).

Na literatura, é possivel encontrar estudos que desenvolveram granulados contendo
nanoparticulas poliméricas, através do método de granulacdo via Umida, e demonstraram
caracteristicas fisico-quimicas e tecnoldgicas adequadas, além de propiciar aumento
significativo na estabilidade das mesmas (FRIEDRICH et al., 2010a; PINHEIRO, 2016).
Friedrich e colaboradores (2010a,b) desenvolveram granulados e comprimidos a partir de
dexametasona veiculada em nanocéapsulas preparadas com o polimero PCL. Ainda, Pinheiro
(2016), com o objetivo de preparar comprimidos contendo vimpocetina nanoencapsulada pela
técnica de granulacdo via umida, desenvolveu granulados a partir da vimpocetina associada a
nanocapsulas de etilcelulose. Os granulados podem ser empregados como forma farmacéutica

intermediéria, para, por exemplo, posterior producdo de comprimidos, ou, ainda, como forma
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farmacéutica final, sendo acondicionados em sachés, o que permite maior flexibilidade na
dosagem, além da facilidade na administracdo por via oral (AULTON, 2005; KRATZ,
MAYORGA; PETROVICK, 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas e outros materiais

Acido tiobarbitdrico — Merck (Alemanha);

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

Acetato de etila — Dindmica (Diadema, SP, Brasil);

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

Agua destilada;

Agua ultrapura — Mega Purity Water Purification;

Celulose microcristalina 102 (Microcel® 102) — Blanver (Itapevi, SP, Brasil);
Croscarmelose sédica (Solutab®) — Blanver (ltapevi, SP, Brasil);

Dispositivo de ultrafiltracdo-centrifugacdo (Amicon® Ultra, 0,5 mL, Ultracel 10 K —
membrana de celulose regenerada, 10.000 MWCO, Millipore);

Eudragit® RS 100 — Réhm GmbH, Pharma Polymers (Alemanha);

Fosfato de potassio monobésico — Exodo Cientifica (Hortolandia, SP, Brasil);

Hidrdxido de sodio — Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

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

L-ascorbato de sédio — Sigma-Aldrich (EUA);

Membranas hidrofilicas (nylon, 0,45 pum, diametro de 13 mm ou 47 mm) — Sartorius
(EUA);

Membranas de celulose para sacos de dialise (10 mm, MWCO de 12.000 a 14.000 Da) —
Sigma-Aldrich (EUA);

Metanol grau HPLC — Merck (Alemanha);

Metanol UV/HPLC — Dinamica (Diadema, SP,Brasil);

Monooleato de sorbitano (Span 80®) — Sigma-Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil);
Pirrologuinolina quinona, teor > 99% (teor declarado 100%)— Pharmanostra (Anéapolis,
GO, Brasil);

Poli(€-caprolactona) M, 10.000 — Sigma-Aldrich (Sao Paulo, SP, Brasil);

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

Polivinilpirrolidona (PVP K-30) — Delaware (Porto Alegre, RS, Brasil);
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e Sulfato de ferro Il heptahidratado (FeSO,4) — Neon (Séo Paulo, SP, Brasil)
e  Tris — Sigma-Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil).

4.1.2 Equipamentos

e Agitador de alta velocidade — Marconi, modelo MA-102/Plus;

e Agitador magnético — Tecnal TE-0851;

e Balanca analitica — Shimadzu AUY220;

e Centrifuga MTD IlI-Plus — Servilab;

e Cromatografo a liquido de alta eficiéncia — Shimadzu LC-20A (Kyoto, Japédo), 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 Estufa de ar circulante — Armando Vilardo & Cia. Ltda.;

e Evaporador rotatdrio — Buchi Rotavapor R-3;

o Karl-Fischer — Metrohm-Tritino Plus 870;

o MasterSizer® 3000 E — Malvern Instruments;

e Microcentrifuga — Sigma 1-14;

e Microscopio de forca atdbmica - Agilent Technologies 5500;

e Microscopio eletrénico de varredura (MEV), modelo Sigma 300 VP - Carl Zeiss,
Inglaterra;

e Microscopio optico — Olympus PM-PBK-3;

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

e Ultrassom — ALT Sonic Clean 3PA,

e VolUmetro de compactacdo — Pharma Test, modelo PT-TD;

e ZetaSizer® Nano series Nano-Zs — Malvern Instrument.
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4.2 METODOS
4.2.1 Otimizacéo da formulagéo

Inicialmente, foram preparadas diferentes suspensdes de nanoparticulas poliméricas a
fim de se obter uma formulacdo otimizada, com adequada eficiéncia de encapsulamento,

considerando a elevada solubilidade de PQQ em agua.

4.2.1.1 Preparacao das suspensdes de nanoparticulas poliméricas

As suspensdes foram preparadas pelo método de dupla emulsificacdo-evaporacédo de
solvente descrito por Miladi e colaboradores (2015), com algumas modificagdes. Uma fase
organica (FO), contendo polimero (Eudragit® RS 100 ou PCL), tensoativo de baixo EHL
(Span® 80) e solvente organico parcialmente miscivel em &agua (acetato de etila), foi
submetida a agitacdo magnética, a 40°C, até completa dissolucdo dos componentes e, entdo,
uma fase aquosa interna (FAI), constituida de agua destilada e PQQ, foi vertida lentamente,
com o auxilio de um funil, sobre a FO formando uma emulsdo primaria A/O, que foi levada
ao agitador de alta velocidade a 7.500 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, uma fase
aquosa externa (FAE), composta por 4gua destilada e tensoativo de alto EHL (Tween® 80) foi
vertida, do mesmo modo, sobre a emulsdo primaria, obtendo-se, assim, uma emulsdo A/O/A,
que também foi submetida ao mesmo agitador a 10.500 rpm por 10 minutos. Em seguida, a
suspensdo foi levada ao evaporador rotatorio, para evaporacdo do solvente organico e ajuste
final do volume para 25 mL; obtendo-se, assim, suspensdes de nanoparticulas (NP) contendo
0,5 ou 1,0 mg/mL de PQQ (Tabela 2).

Para fins comparativos, a formulagdo otimizada também foi preparada sem a
substancia ativa (NP.EUD; Tabela 2). Ainda com essa finalidade, o método de
nanoprecipitacdo (FESSI et al., 1989) foi utilizado para preparar nanoparticulas (nanoesferas)
sem o ativo (NS.EUD; Tabela 2). Neste método, a fase organica, constituida de Eudragit® RS
100, Span® 80 e solvente organico miscivel em agua (acetona), foi mantida em agitacdo
magnética, a 40°C, até dissolucao de todos os componentes. Entdo, a FO foi vertida sobre uma
fase aquosa, contendo Tween® 80 e 4gua destilada. Essa dispersdo foi mantida, sob agitacao
moderada, durante 10 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, levada ao rotavapor,
para evaporacao do solvente orgénico e ajuste do volume final (25 mL). Todas as formulagcbes
foram preparadas em triplicata.
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Tabela 2 — Composicdo quali-quantitativa das suspensdes nanoestruturadas contendo ou nédo

PQQ

Eudragit® PCL Span® Acetato PQQ Agua Tween® Agua

Acetona

Formulagéo RS 100 (%)* 80 (%)* de etila (mL) (%)* FAl 80 (%)* FAE
(%)* plv  plv p/v (mL) p/v.  (mL) p/v (mL)

NP.EUD.PQQ.0,5 0,5 - 0,77 45 - 0,05 5 0,77 100
NP.EUD.PQQ.1 0,5 - 0,77 45 - 0,1 5 0,77 100
NP.PCL.PQQ - 05 0,77 45 - 0,05 5 0,77 100
NP.EUD 0,5 - 0,77 45 - - 5 0,77 100
NS.EUD 0,5 - 0,77 - 50 - - 0,77 100

*Percentuais considerando o volume final (25 mL) de cada formulacéo, apés a evaporagédo do solvente organico
e de 76% da agua empregada durante a preparagdo. Nanoparticulas preparadas com Eudragit® RS100 contendo
PQQ na concentracdo de 0,5 mg/mL (NP.EUD.PQQ.0,5) ou 1,0 mg/mL (NP.EUD.PQQ.1); Nanoparticulas
preparadas com PCL contendo PQQ a 0,5 mg/mL (NP.PCL.PQQ); Nanoparticulas preparadas com Eudragit®
RS100 sem PQQ (NP.EUD); Nanoesferas preparadas com Eudragit® RS100 sem PQQ (NS.EUD).

4.2.1.2 Validacao do método analitico por CLAE-UV para a determinagéo do teor de PQQ

nos sistemas nanoestruturados

O método analitico desenvolvido para a quantificacdo de PQQ foi validado, utilizando
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE-UV) em fase reversa (cromatografo
Shimadzu LC-20A, Kyoto, Japéo, equipado com bomba modelo LC-20AT, detector UV/VIS
SPD-M20A - arranjo de diodos — PDA e sistema controlador CBM-20A), de acordo com 0s
parametros preconizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017) e
pela International Conference on Harmonisation (ICH, 2005): especificidade, linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo. As condi¢cBes cromatogréaficas
validadas foram as seguintes: volume de injecéo de 20 uL, coluna Cg (Inertsil® ODS-3; 5 um;
4,6 mm x 150 mm), pré-coluna Cig (Phenomenex; 4,0 mm x 3,0 mm), metanol:agua (85:15
v/v) contendo 0,1% de trietilamina e acido acético glacial 10% (v/v) para ajuste do pH 7,0
como fase madvel, vazdo de 1,0 mL/min e deteccdo em 275 nm.

A especificidade do método foi avaliada atraveés da pureza do pico do ativo e 0s
cromatogramas obtidos para as suspensées contendo PQQ foram comparados aqueles obtidos
para as suspensdes sem a presenca do ativo.

Para a linearidade, foram preparadas trés curvas analiticas (1,0 - 5,0 ug/mL), em trés
dias diferentes, a partir de trés solucdes-padrdo de PQQ em fase movel (0,25 mg/mL) e os
dados foram avaliados através da regressao linear pelo método dos minimos quadrados (n=3).

A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade (intra-dia, n=6) e da

precisdo intermediaria (entre-dias, n=12). Para isso, foram preparadas seis diluicbes em fase
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movel a partir de uma mesma suspensdo de nanoparticulas contendo PQQ, na concentracdo
tedrica de 3,0 ug/mL, sob as mesmas condigdes, no mesmo dia (intra-dia) e em dois dias
consecutivos (entre-dias), por dois analistas diferentes. Para a extragao de PQQ, 60 uL da
suspensdo foram adicionados em um baldo volumétrico de 10 mL contendo fase modvel, sendo
0 mesmo levado ao ultrassom durante 30 minutos e, entdo, aferido o volume com fase mdvel
a fim de obter uma concentragdo tedrica de 3,0 pg/mL. Em seguida, o conteddo foi
centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante filtrado em membrana de nylon
(0,45 um) e analisado por CLAE-UV. Os resultados foram expressos em desvio padrdo
relativo (DPR%).

Quanto a exatiddo do método, esta foi determinada através da recuperacdo de PQQ.
Foram avaliados trés niveis de concentracdo tedricos [baixo (2,4 pg/mL), médio (3,0 pg/mL)
e alto (3,6 pg/mL)], sendo que o teste consistiu em adicionar 30 puL das suspensdes de
nanoparticulas com PQQ e 36, 60 ou 84 pL da solucdo-padrdo de PQQ (250 pg/mL) para
cada nivel, respectivamente, em balGes volumétricos de 10 mL. As amostras (n=3) foram

preparadas e analisadas conforme descrito no paragrafo anterior.
4.2.1.3 Caracterizacgao fisico-quimica das formulacdes

Cada lote (triplicata de formulacdo) foi analisado logo ap6s a preparacédo, através da
avaliacdo dos seguintes parametros: didmetro médio de particulas, polidispersidade [indice de

polidispersdo (IPd) e span], potencial zeta, pH, teor de PQQ e eficiéncia de encapsulamento.

4.2.1.3.1 Determinacdo do diametro médio de particulas, distribuicdo de tamanho e potencial

zeta

O didmetro médio e o indice de polidispersdo das particulas foram analisados por
espectroscopia de correlacdo de fétons, apds diluicdo (500 vezes) das amostras com agua
ultrapura, e o potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética das particulas em
suspensdo apds diluicdo (500 vezes) das amostras em solucdo aquosa de NaCl 10 mM,
empregando o equipamento Zetasizer® Nano Series, a 25°C.

A distribuicdo de tamanho (span) e o didmetro médio das particulas (D3.2; D4:3; Doa;
Dos € Dog) também foram analisados atraves de difracdo a laser, pelo equipamento

Mastersizer® 3000 E. As amostras foram diluidas em 250 mL de 4gua destilada até atingirem
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a obscuracdo padrdo do equipamento e lidas utilizando o indice de refracdo do polimero
[Eudragit® RS 100 (1,38) ou PCL (1,59)] (CONTRI et al., 2014; LOBATO et al., 2013).

4.2.1.3.2 Determinacdo do pH

Os valores de pH das suspensGes foram determinados, logo ap6s a preparagéo,
empregando potenciémetro (modelo pH 21; HANNA), previamente calibrado com solucao

tampéo (pH 4,0 e 7,0), diretamente nas formulacgdes.

4.2.1.3.3 Determinacdo do teor e da eficiéncia de encapsulamento de PQQ nas suspensdes de

nanoparticulas

A quantificacdo do principio ativo (teor total) foi realizada empregando CLAE-UV em
fase reversa, utilizando as condi¢gdes cromatogréficas, curva analitica e metodologia de
extracdo de PQQ das suspensdes descritas anteriormente no item 4.2.1.2.

A eficiéncia de encapsulamento (EE%) do ativo PQQ associado as nanoparticulas foi
determinada através da diferenca entre o teor total presente na suspensdo e a concentragao de
PQQ livre, de acordo com a equacdo 1, empregando-se o método de ultrafiltracdo-
centrifugagdo. Para a obtengéo do ultrafiltrado, no qual foi determinada a concentragéo de
ativo livre via CLAE-UV, foram pipetados 300 pL das suspensdes para o dispositivo

Amicon® e centrifugados por 10 minutos a 3.615 xg.

Teortotal—Teor jyre

EE% = x 100 (equacéo 1)

Teortotal

4.2.2 Microscopia de forca atbmica (MFA)

Uma analise morfoldgica da suspensdo nanoestruturada otimizada (NP.EUD.PQQ.0,5)
foi realizada empregando microscopia de forca atdmica. A suspensdo foi diluida em agua
ultra-pura (1:100) e gotejada sobre a superficie de mica recém clivada (substrato). As imagens
foram obtidas empregando sondas de alta resolugdo SSS-NCL (Nanosensors; forga constante
= 48 N/m, frequéncia da ressonancia = 154 kHz), a temperatura ambiente, no modo néo-
contato, sendo capturadas e analisadas utilizando software PicoView 1.14.4 (Molecular
Imaging Corporation) e Picolmage 5.1.
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4.2.3 Estudo da cinética de liberacédo de PQQ a partir da suspensdo nanoestruturada

O perfil de liberagdo, in vitro, de PQQ, a partir da suspensdo de escolha
(NP.EUD.PQQ.0,5), foi obtido pela técnica de dialise reversa (ZHUANG et al., 2010),
utilizando sacos de dialise e tampé&o fosfato pH 6,8 como meio de liberacao, simulando o local
de absor¢édo do ativo quando administrado por via oral (intestino). Uma solugéo de PQQ em
agua (PQQ.LIVRE; 0,5 mg/mL) também foi avaliada para fins comparativos, além de uma
suspensdo de nanoparticulas sem PQQ (NP.EUD) para verificar a especificidade do método.
O experimento foi realizado em triplicata de lote (n=3) e consistiu em adicionar 10 mL
(equivalente a concentracdo tedrica de 5 mg de PQQ) de amostra (suspensdes com ou sem
ativo e solugdo de PQQ) em um béquer contendo 240 mL de meio de liberacdo, sob agitacdo
magnética constante (50 rpm) e temperatura de 37°C; sendo que antes de adicionar os 10 mL
de amostra, foi inserido um saco de dialise (13 cm) contendo 2 mL de meio de liberacdo. Em
intervalos de tempo pré-determinados, aliquotas de 1,0 mL foram retiradas de dentro do saco
de dialise e 0 mesmo volume de meio fresco, a 37°C, foi reposto imediatamente. As coletas
foram realizadas durante o periodo de 12 horas.

A porcentagem de substancia ativa liberada foi analisada diretamente nas aliquotas
coletadas, empregando espectrofotémetro. Para isso, foi utilizado o comprimento de onda de
250 nm (maxima absorcdo de PQQ) e preparada uma curva analitica constituida por sete
pontos (concentragdes de 0,5 a 24,5 pg/mL), a partir de uma solucdo-padrédo de PQQ (0,5
mg/mL), usando meio de liberacdo como diluente. Cabe salientar que a linearidade da curva
(triplicata) foi verificada através de regressdo linear e a especificidade do método através da
analise de amostras obtidas a partir da suspensdo de nanoparticulas preparada sem a presenca
de PQQ, que foram submetidas ao mesmo processo de dialise reversa.

Os perfis de liberacdo in vitro de PQQ obtidos foram analisados através de modelagem
matematica (Scientist 2.0 sofware - MicroMath® USA), utilizando a abordagem
modelo-dependente  (ordem zero, monoexponencial, biexponencial) e Lei da
Poténcia/Korsmeyer-Peppas (Equacdo 2) para avaliar o mecanismo de liberacdo do ativo. O
modelo mais adequado (monoexponencial, Equacdo 3) foi escolhido baseando-se no maior
coeficiente de correlagdo (r), maior critério de selecdo do modelo (MSC) e melhor ajuste

grafico. A meia-vida de liberacdo de PQQ foi calculada utilizando a equagdo 4.

f, =a.t" (equacéo 2)
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C = C,.e7kt (equacio 3)
0,693 ~
tig = = — (equagéo 4)

[P 4]

Onde, “f;” é a fracdo de substancia ativa liberada no tempo “t” (horas), “a” é a
constante que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do sistema de liberagao, “n”
é 0 expoente gque indica o mecanismo de libera¢do do ativo, “C” é a concentracdo no tempo
“1”, “Cyp” € a concentragdo inicial do ativo, “k é a constante de velocidade de liberagdo e “t;,”

é o0 tempo para liberar 50% do principio ativo em estudo.

4.2.4 Avaliacdo, in vitro, da atividade antioxidante contra a lipoperoxidacao

O experimento de peroxidacdo lipidica foi realizado utilizando lipossomas como
substrato, sendo esta determinada pelo método de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS, BIRD; DRAPER, 1984), empregando um protocolo adaptado (KULKAMP et al.,
2011; POHLMANN et al., 2010; SCHAFFAZICK et al., 2005). Neste teste, a atividade
antioxidante do ativo PQQ nanoencapsulado (suspensdo otimizada) foi comparada com

aquela de PQQ livre (solucdo) e da suspensdo de nanoparticulas sem PQQ.

4.2.4.1 Preparagao dos lipossomas

Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratacdo de um filme lipidico, com
base em Killkamp e colaboradores (2011), com algumas modificacdes. Para tanto, 1,25 g de
lecitina de soja foi solubilizado em 100 mL de acetato de etila e, entdo, o solvente organico
foi totalmente evaporado, em evaporador rotatorio a 35°C, a fim de obter um filme fino no
baldo, o qual foi ressuspenso, sob agitacdo, com 100 mL de agua (12,5 mg de lipidio/mL de
suspensdo) e levado ao agitador de alta velocidade a 12.000 rpm durante 10 minutos. O
diametro médio das vesiculas foi analisado por difracdo a laser empregando o equipamento
Mastersizer® 3000 E.
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4.2.4.2 Ensaio da lipoperoxidagao

A atividade antioxidante foi realizada empregando um meio de reacdo composto de
substrato (3,35 mg/mL de lipossomas), 2,5 a 75,0 uM de PQQ [solucdo de PQQ em agua
(PQQ.LIVRE) ou suspensédo de nanoparticulas contendo ou ndo PQQ (NP.EUD.PQQ.0,5 ou
NP.EUD)], solucdo aquosa de ascorbato (500 uM) e de FeSO4 (250 uM), tampéo Tris-HCI
pH 7,4 (0,1 M) e agua destilada (gsp 400 pL), que foi incubado a 37°C durante 60 minutos.
Apos esse periodo de incubacdo, acido tricloroacético a 12% e acido tiobarbitdrico a 0,73%
foram adicionados ao meio de reacdo e mantidos a 100°C durante 30 minutos.
Posteriormente, foram resfriados a temperatura ambiente e centrifugados (10.000 xg) por 5
minutos, sendo o sobrenadante analisado em 535 nm, empregando espectrofotdmetro. Os
controles do experimento foram compostos pelo meio de reacdo sem adicdo da formulacao
(controle positivo) e sem adicdo da formulagéo e do par oxidante (controle negativo). As
analises foram conduzidas em triplicata e uma curva analitica (y = 0,2472x + 0,0202; r =
0,9999) de malondialdeido (MDA), com concentragdes entre 0,75 e 6,00 nmol de MDA, foi
utilizada para calcular a concentracdo de MDA (nmol) nas amostras avaliadas.

A protecdo contra a peroxidacdo lipidica foi calculada a partir da equacédo 5, de acordo
com Kilkamp e colaboradores (2011), sendo expressa como atividade antioxidante (AA%).

AAY% =1 — (M) x 100 (equacéo 5)

controle

Onde, Camosra € @ concentracdo de MDA, em nmol, presente em cada amostra
analisada (formulacdes) e Ceontrole € @ concentracdo de MDA, em nmol, na auséncia da

substancia antioxidante (controle positivo).

4.2.5 Andlise de teor da suspensdo nanoestruturada e da solucdo de PQQ apds

armazenamento em frascos transparentes

A suspensdo de nanoparticulas (NP.EUD.PQQ.0,5) e solucéo de PQQ livre (triplicata)
foram armazenadas em frascos de vidro transparente, durante 15 dias, a temperatura ambiente
e sem protecdo contra a luz. Amostras foram coletadas nos tempos 0 e 15 dias para analise do
teor de PQQ.
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4.2.6 Estudo de estabilidade da suspenséo coloidal

A suspensdo NP.EUD.PQQ.0,5 (triplicata) foi armazenada em frasco de vidro ambar,
durante 30 dias, a temperatura ambiente e protegida da luz; sendo coletadas amostras apds o
periodo de tempo de 0, 15 e 30 dias, que foram submetidas as analises de pH, didmetro médio

das particulas, polidispersidade, potencial zeta, teor de PQQ e EE%.

4.2.7 Granulados

4.2.7.1 Preparacdo dos granulados a partir da suspensdo nanoestruturada

Com base em um estudo desenvolvido em nosso grupo de pesquisa (PINHEIRO,
2016), a técnica de granulacdo via Umida foi utilizada para a preparacdo dos granulados
contendo o ativo PQQ nanoencapsulado (GR.NP.PQQ). Celulose microcristalina 102 (CMC
102; 11,51 g), croscarmelose sodica (0,6125 g) e polivinilpirrolidona (PVP K-30; 1,4 g)
foram misturadas, por espatulacdo, durante 10 minutos e, entdo, a mistura de pos resultante
(13,5225 g) foi adicionada, com auxilio de um tamis, a 35 mL da suspenséo de nanoparticulas
contendo PQQ (NP.EUD.PQQ.0,5; equivalente a 17,5 mg do ativo) e homogeneizadas por
mais 10 minutos. Para atingir o ponto de granulacdo, essa mistura final foi mantida a 40°C,
em estufa de ar circulante, durante 6 horas e 30 minutos. Em seguida, a massa Umida formada
foi forcada manualmente a passar por um tamis (ABNT 16), originando os granulados, 0s
quais foram levados a estufa de ar circulante, a 40°C, durante 4 horas para a etapa de secagem
final. Os granulados foram preparados em triplicata de lote. Granulados com PQQ livre (35
mL de solucdo de PQQ 0,5 mg/mL em agua; GR.PQQ) ou com nanoparticulas sem PQQ
(GR.NP) tambem foram preparados para fins comparativos. A tabela 3 mostra a composicéo

quali-guantitativa dos granulados desenvolvidos.

Tabela 3 — Composicdo quali-quantitativa dos granulados contendo ou ndo o ativo PQQ
nanoencapsulado

~ Solucédo

Suspensdo de NP Suspensdo de aquosa de CMC Croscarmelose  PVP
~  contendo PQQ 102 P
Formulacéo (0,5 mg/mL) NP sem PQQ PQQ (%) sodica K-30
(%) plp* 6)plp*  (©5mgiml) 30 (%)plp (%) plp

(%) p/p*
GR.NP.PQQ 5,13 - - 80,75 4,30 9,82
GR.NP - 5,02 - 80,85 4,30 9,83
GR.PQQ - - 0,13 85,01 4,52 10,34

*Peso dos componentes desconsiderando a agua
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4.2.7.2 Caracterizagdo tecnoldgica e fisico-quimica dos granulados

Cada lote de granulado foi analisado logo ap0s a preparacgdo, através dos seguintes
parametros: angulo de repouso (AR), densidade bruta (db), densidade de compactacdo (dc),
indice de Carr (IC), fator de Hausner (FH), umidade, morfologia, didmetro médio de

particulas, indice de polidispersdo e teor de PQQ.
4.2.7.2.1 Angulo de repouso

A determinacdo do angulo de repouso se deu através do escoamento de 10 g de
granulado sobre um cilindro com 2 cm de raio (r). A altura (h) do cone formado pelo
granulado foi medida e utilizada para calcular o angulo correspondente (Equacdo 6),
utilizando a funcéo inversa da tangente (arc tg) (AULTON, 2005; FRIEDRICH et al., 2010g;
GUO; BEDDOW; VETTER, 1985; PRISTA, 2011).

tgo = % (equacéo 6)
4.2.7.2.2 Densidade bruta, densidade de compactacéo, indice de Carr e fator de Hausner

As densidades bruta e de compactacdo foram calculadas de acordo com a equagéo 7.
Para a densidade bruta (db), foi medido o volume (v) ocupado por 10 g (m) de granulado em
uma proveta graduada. Ja, para a densidade de compactacdo (dc) foi utilizado um volumetro
de compactacédo, no qual o produto (10 g) foi submetido a quedas sucessivas de 1.250 vezes
até que a variacdo entre duas leituras consecutivas fosse menor que 1 mL. A partir destas
densidades (db e dc), o indice de Carr (IC) e o fator de Hausner (FH) foram determinados
(Equacbes 8 e 9, respectivamente) (AULTON, 2005; FRIEDRICH et al., 2010a; GUO;
BEDDOW,; VETTER, 1985; PRISTA, 2011).

d=2

v

(equacgéo 7)

IC = (dC;Cdb) (equacio 8)
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FH = — (equacédo 9)

4.2.7.2.3 Teor de umidade dos granulados

Anédlise por Karl-Fischer foi empregada para determinar o teor de umidade de cada
lote dos granulados, produzidos a partir de suspensdes de nanoparticulas contendo PQQ. Para
isso, foi adicionado, no equipamento, 0,1 g de granulado e realizada a titulacdo com iodo e

reagente de Karl-Fischer.

4.2.7.2.4 Analise morfoldgica dos granulados por microscopia Optica e eletrnica

A morfologia dos granulados foi analisada utilizando aumento de 40 vezes em
microscopio optico, apds os mesmos serem distribuidos em uma Iamina e, entdo, a imagem
foi fotografada, através da objetiva, com auxilio de uma camera digital.

Para as andlises, empregou-se também um microscopio eletrénico de varredura (MEV)
modelo Sigma 300 VP (Carl Zeiss, Inglaterra), dotado de filamento de emissdo por campo
(Schotky, filamento de tungsténio recoberto com O6xido de zirconio), equipado com coluna
Gemini (Zeiss, Inglaterra). Amostras de granulado contendo PQQ foram recobertas com
carbono, empregando um metalizador (modelo Q 150R-ES Medium Quorum Technologies,
Inglaterra) e fio de carbono (Nisshin EM CO LTD), para as analises realizadas em alto vécuo.
Os detectores de elétrons secundarios (SE) e InLens, no modo de alto vacuo, foram utilizados

para a obtencdo das imagens.

4.2.7.2.5 Analise do diametro médio e indice de polidispersdo

O didmetro médio dos granulados e o IPd foram analisados empregando o
equipamento Zetasizer® Nano Series, a 25°C, por espectroscopia de correlacdo de fétons.
Uma amostra de 500 mg de granulado foi adicionada a 10 mL de agua ultrapura e levada ao
ultrassom durante 15 minutos e, entdo, uma aliquota de 20 pL foi coletada e diluida em 10
mL de &gua ultrapura, filtrada em membrana de nylon (0,45 um) e analisada (FRIEDRICH et
al., 2010a).
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4.2.7.2.6 Determinacdo do teor de PQQ nos granulados preparados

O teor total de PQQ foi determinado empregando CLAE-UV em fase reversa,
utilizando as mesmas condi¢cdes cromatograficas descritas no item 4.2.1.2. Para a extracao de
PQQ, 250 mg de granulado foram adicionados em baldo volumétrico de 50 mL contendo fase
movel (metanol:dgua — 85:15 — pH 7,0) e ultrassonicado durante 50 minutos. Em seguida, foi
aferido o volume do baldo com fase mdével (6,14 pg/mL de ativo) e centrifugado por 20
minutos a 3.000 rpm. Uma aliquota do sobrenadante foi diluida em baldo volumétrico de 10
mL contendo fase mdvel e submetida ao ultrassom durante 20 minutos, ap6s, completou-se o
volume do baldo com fase movel, gerando uma concentracao tedrica de PQQ de 3,0 pg/mL
(ponto médio da curva analitica); a amostra foi filtrada em membrana de nylon (0,45 pum) e
injetada no cromatografo Shimadzu LC-20A. A curva analitica (1,0 a 5,0 pg/mL) foi
preparada a partir de uma solucéo-padrdo de PQQ em fase movel (0,25 mg/mL), conforme
descrito no item 4.2.1.2.

Cabe mencionar que a linearidade e especificidade do método foram avaliadas através
da regressdo linear a partir de trés curvas analiticas e da pureza de pico do ativo PQQ,

respectivamente.

4.2.7.3 Estudo do perfil de liberacéo, in vitro, de PQQ a partir dos granulados

A cinética de liberacdo de PQQ a partir dos granulados, produzidos com a suspensdo
do ativo nanoencapsulado, também foi realizada pela técnica de dialise reversa (ZHUANG et
al., 2010), utilizando sacos de dialise e tampdo fosfato pH 6,8 como meio de liberagdo.
Granulados com PQQ livre também foram avaliados para fins comparativos, além dos
granulados preparados com a suspensao de nanoparticulas sem o ativo. O experimento foi
realizado utilizando como amostra a massa de granulados equivalente a concentracdo teorica
de 5,0 mg de PQQ (cerca de 4,0 g de granulado) em um béquer contendo 250 mL de meio de
liberacdo, sob as mesmas condi¢Oes ja descritas anteriormente (item 4.2.3).

A porcentagem de substancia ativa liberada foi analisada diretamente nas aliquotas
coletadas, empregando espectrofotdmetro de acordo com o item 4.2.3. E importante
mencionar que a linearidade da curva (triplicata) foi verificada através de regressao linear e a
especificidade do método através da analise de amostras obtidas a partir dos granulados
preparados com a suspensdo de nanoparticulas sem PQQ que foram submetidos a0 mesmo

processo de dialise reversa.
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Os perfis de liberacéo in vitro de PQQ obtidos foram analisados através de modelagem
matematica (Scientist 2.0 sofware - MicroMath® USA), utilizando a abordagem
modelo-dependente  (ordem zero, monoexponencial, biexponencial) e Lei da
Poténcia/Korsmeyer-Peppas (Equacao 4) para avaliar o mecanismo de liberacdo do ativo. O
modelo mais adequado (monoexponencial;, Equacdo 3) foi escolhido baseando-se no maior
coeficiente de correlagdo (r), maior critério de selecdo do modelo (MSC) e melhor ajuste

grafico. A meia-vida de liberacdo de PQQ foi calculada utilizando a equacéo 4.
4.2.7.4 Estudo de estabilidade dos granulados contendo PQQ associada a nanoparticulas

Os granulados foram armazenados em sachés, contendo 5 mg de PQQ, durante 90
dias, a temperatura ambiente e protegidos da luz e da umidade. Amostras destes sachés, apds
o0 periodo de tempo de 0, 15, 30, 45, 60 e 90 dias, foram submetidas as analises de diametro
médio das particulas, indice de polidispersdo e teor de PQQ. O estudo foi conduzido em

triplicata.
4.2.8 Anélise estatistica
A andlise estatistica dos dados foi realizada atraves da andlise de varidncia (ANOVA),

de uma ou duas vias, e teste t ou Tukey, utilizando o software GraphPad Prism®, sendo

considerado como significativo p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DAS NANOPARTICULAS POLIMERICAS CONTENDO
PQQ

5.1.1 Preparacdo das suspensdes de nanoparticulas poliméricas

A preparacdo das formulacdes de nanoparticulas poliméricas, contendo PQQ, foi
realizada empregando o método de dupla emulsificagdo-evaporacéo do solvente com base em
Miladi e colaboradores (2015), com algumas adaptacdes. Este método tem sido bastante
utilizado para o desenvolvimento de nanoparticulas contendo substancias ativas hidrofilicas
por proporcionar maior eficiéncia de encapsulamento das mesmas, jA que o ativo é
solubilizado na fase aquosa interna da formulagdo (IQBAL et al., 2015).

Durante o estudo de pré-formulagdo, foram realizados diversos testes, como a
preparacdo de outro sistema nanoestruturado (lipossomas), modificacdes na metodologia de
preparacdo (diferentes tempos e velocidades de agitacdo no homogeneizador de alta
velocidade) e alteracfes na composicao das suspensdes (tensoativos, volume dos solventes).

Inicialmente, as suspensdes nanoestruturadas foram preparadas utilizando o polimero
PCL (M, 10.000) com diferentes estabilizantes (alcool polivinilico, poloxadmer 407 ou
Tween® 80) em duas concentracdes (0,77 ou 1,0% p/v). Tween® 80 (0,77% p/v) foi escolhido
como tensoativo de alto EHL para dar continuidade ao estudo, visto que as formulacGes
preparadas com o0s demais estabilizantes precipitavam logo apds a preparacao.
Posteriormente, foram definidos o volume de agua (50 a 100 mL) a ser utilizado na fase
aquosa externa, optando-se pelo maior volume testado (100 mL), e também o melhor tempo
de agitacdo (5 a 15 minutos) e velocidade (6.000 a 12.000 rpm) a serem utilizados no
homogeneizador de alta velocidade para a obtencdo das emulsdes A/O e, na sequéncia,
AJO/A. O tempo de 10 minutos para ambas emulsdes, velocidades de agitacdo de 7.500 rpm
para a emulsdo primaria (A/O) e de 10.500 rpm para a emulsdo A/O/A foram selecionados,
considerando que ndo houve precipitagdo visivel apds a preparacdo e proporcionaram
diametro de particulas e indice de polidispersidade mais adequados.

Por fim, com o intuito de aumentar a eficiéncia de encapsulamento e otimizar a
formulacdo, foi proposta a utilizacdo do polimero Eudragit® RS 100, além do PCL,
originando, entdo, as suspensfes de nanoparticulas efetivamente empregadas neste estudo

conforme descrito no item 4.2.1.1.
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5.1.2 Validagdo do método analitico por CLAE-UV para a determinacéo do teor de PQQ

nos sistemas nanoestruturados

O método desenvolvido para a quantificacdo de PQQ, presente nas formulacbes
desenvolvidas neste trabalho, foi validado segundo os parametros de especificidade,
linearidade, precisdo e exatidao (BRASIL, 2017; ICH, 2005). Para isso, foram utilizadas as
suspensdes NP.EUD.PQQ.0,5 e NP.EUD, considerando que a primeira foi a formulacdo que
obteve 0s melhores resultados na caracterizacdo fisico-quimica (formulacdo otimizada)
conforme seré detalhado no decorrer deste estudo.

Quando um método é capaz de medir exatamente a substancia de interesse, sem que
ocorra a interferéncia de impurezas ou dos outros componentes da formulagdo, este é
considerado especifico (BRASIL, 2017). A partir da sobreposicdo dos cromatogramas
referentes as suspens@es contendo ou ndo PQQ (Figura 5), foi possivel observar que o método
utilizado é especifico para a determinacdo de PQQ, visto que ndo houve interferéncia dos
componentes da formulacdo no pico do ativo e que o indice de pureza deste pico, obtido
através de um detector do tipo PDA, foi de 1,0000.

Figura 5 — Sobreposicdo dos cromatogramas das formulacdes contendo PQQ
(NP.EUD.PQQ.0,5) e das formulac¢des sem a substancia ativa (NP.EUD)

ol NPEUDPQQOS _ J | T

__NPEUD

Um método é considerado linear quando demonstra uma relacdo diretamente
proporcional entre o sinal emitido pelo equipamento e a concentragdo de principio ativo na
amostra, empregando pelo menos cinco concentragdes diferentes (BRASIL, 2017). As curvas
analiticas (n=3) descritas pela equacdo y = 49.210x — 5.270 apresentaram coeficiente de

correlagéo (r) maior que 0,99 (0,9996) e regressdo linear significativa (ANOVA, p<0,05),
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demonstrando que o método proposto neste trabalho € linear na faixa de concentracéo
analisada (1,0 — 5,0 pg/mL).

A precisdo de um método é a avaliacdo da concordancia entre os resultados de uma
série de analises de uma mesma amostra e deve ser avaliada através da precisdo intra-dia
(repetibilidade) e da precisdo entre-dias (precisdo intermediéria) (BRASIL, 2017). Os
resultados destas analises estdo descritos na tabela 4, confirmando que o método desenvolvido

é preciso para o fim proposto, apresentando desvio padrao relativo inferior a 2%.

Tabela 4 — Andlise de precisao

Concentracdo Concentracéo
Amostra tedrica (ug/mL)  experimental (ug/mL) Teor (%) DPR (%)
Dia 1 (n=6) 3,00 2,83+£0,04 94,39+ 1,43 1,51
Dia 2 (n=6) 3,00 2,76 £0,03 91,93+1,02 1,11
Entre-dias (n=12) 3,00 2,79+0,05 93,16 £ 1,75 1,88

Um método € considerado exato quando permite obter resultados proximos ao valor
verdadeiro (BRASIL, 2017). Para verificar a exatiddo do método desenvolvido, foram
analisados trés diferentes niveis de concentracdo de PQQ (baixo, médio e alto), sendo a
recuperacdo média em torno de 98% (Tabela 5), indicando que o método é exato para o fim
proposto.

Tabela 5 — Andlise de exatidao

. Amostra Concentracéao ~
Nivel de . . Recuperacéo
concentragsio conhecida adicionada (%)
(Hg/mL) (Mg/mL)
Baixo 1,50 0,90 97,58 £ 2,02
Médio 1,50 1,50 97,85+ 1,00
Alto 1,50 2,10 98,27 + 2,00

Portanto, a partir destes resultados, é possivel concluir que o método analitico
proposto é adequado para a quantificacdo de PQQ nas formulagBes nanoestruturadas

desenvolvidas.
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5.1.3 Caracterizacdo fisico-quimica das suspensoes e selecao da formulacao otimizada

Apds a validacdo do método analitico e preparacdo, em triplicata de lote, das trés
diferentes formulagbes propostas (NP.EUD.PQQ.0,5, NP.EUD.PQQ.1 e NP.PCL.PQQ),
utilizando dois diferentes polimeros (PCL e Eudragit® RS 100) e duas diferentes
concentracdes de PQQ com o polimero Eudragit® RS 100, as mesmas foram caracterizadas
quanto aos aspectos macroscépico e fisico-quimicos.

Quanto a analise macroscopica (Figura 6), todos os sistemas desenvolvidos se
apresentaram homogéneos, com coloragdo rosada, devido a presenca de PQQ, aspecto leitoso
e opalescéncia azulada, caracterizando o efeito Tyndall, como resultado da formacdo das
nanoparticulas (GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007).

Figura 6 — Aspecto macroscopico das suspensdes de nanoparticulas contendo PQQ,
NP.EUD.PQQ.0,5, NP.EUD.PQQ.1 e NP.PCL.PQQ, respectivamente

A caracterizacdo fisico-quimica das suspensfes coloidais desenvolvidas, realizada
logo apds a preparacdo das mesmas, envolveu avaliagdo do didmetro médio de particulas, IPd,
potencial zeta, pH, didmetro médio de superficie (Ds.2), didmetro médio de volume (D),
didmetros de volume cumulativos (Dg1; Dos € Dog), span, teor de PQQ e eficiéncia de
encapsulamento. Os resultados destes parametros estdo apresentados na tabela 6; ja, nas
figuras 7, 8 e 9 podem ser visualizados os graficos referentes a distribui¢do de tamanho de
particulas obtida por espectroscopia de correlacdo de fotons, potencial zeta e distribuicdo de

tamanho de particulas obtida através de difracéo a laser, respectivamente.
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Tabela 6 — Caracteristicas fisico-quimicas, logo ap0s a preparacdo, das suspensdes
nanoestruturadas (n=3) contendo PQQ (0,5 ou 1,0 mg/mL)

PARAMETRO NP.EUD.PQQ.05 NP.EUD.PQQ.1  NP.PCL.PQQ

Diametro médio (nm) 384 £ 14 344 + 35 231+ 32
IPd 0,25+ 0,02 0,30 £ 0,05 0,51+£0,05
Potencial zeta (mV) -2,64 £ 0,38 -2,83£0,30 -6,96 £ 0,17
pH 3,80 £ 0,02 3,74 +0,03 3,74+£0,01
D3, (nm) 303+5 313+3 807 + 18
D43 (Nnm) 419+ 12 465 + 29 1157 £ 15
Do 1 (nm) 165+ 2 166+ 1 496 +£5
Dos (nm) 355+9 371 +4 833 +23
Dog (nm) 768 + 28 842 + 17 1890 + 131
Span* 1,70 £ 0,03 1,82 £ 0,02 1,67 £0,10
Teor (%) 94,48 + 0,96 106,23 + 3,56 104,11+ 1,51
EE (%) 52,17 £ 0,40 33,27+ 2,34 6,42 + 2,96

*Span = Dgg-Dg,1/Dgs, onde Dgg, Do € Dgs correspondem a 90%, 10% e 50% da distribuicdo cumulativa dos
diametros, equivalentes a volume de esferas.

Figura 7 — Distribuicdo de tamanho de particulas das suspensdes coloidais contendo PQQ
(n=3), obtida através de espectroscopia de correlacdo de fotons
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Figura 8 — Potencial zeta das suspensdes de nanoparticulas contendo PQQ (n=3)

Figura 9 — Distribuicdo de
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No desenvolvimento de sistemas nanométricos, € de fundamental importancia a
andlise do diametro médio das particulas e da polidispersidade, pois sdo caracteristicas que
podem ter grande impacto na capacidade de liberacdo e distribuicdo, in vivo, da substancia
ativa, toxicidade e também na estabilidade dos sistemas durante o armazenamento,
considerando que quanto menor o didmetro e mais homogéneo o sistema, maior serd a area
superficial (MOHANRAJ; CHEN, 2006). A andlise destes parametros por difracdo a laser
assegura uma ampla faixa de medicdo, possibilitando a deteccdo de particulas maiores que
possam estar presentes nas formulacdes desenvolvidas, diferentemente da espectroscopia de
correlacdo de fotons que ndo é capaz de detectar estas particulas, mas é muito eficaz em
determinar didmetros de particulas nanométricas, por isso uma técnica complementa a outra
(KECK; MULLER, 2008).

Conforme demonstrado na tabela 6, quando analisadas por espectroscopia de
correlacdo de fétons, as nanoparticulas desenvolvidas com o polimero Eudragit® RS 100
apresentaram didmetro médio na faixa de 344 a 384 nm, ja as preparadas com o polimero PCL
obtiveram um diametro inferior (cerca de 231 nm), o que condiz com a faixa de tamanho
médio de 250 a 500 nm geralmente obtida para nanoparticulas preparadas a partir de
polimeros pré-formados e com tamanhos de nanoparticulas poliméricas obtidos em outros
estudos que também empregaram estes polimeros e o método de dupla emulsificacdo-
evaporagdo de solvente (LOVEYMI et al., 2012; MILADI et al., 2015; MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010; RITU; MEENAKSHI, 2013; TSHWEU et al., 2013). Na analise
através de difracdo a laser, as suspensdes também apresentaram didmetro médio (baseado em
volume ou superficie) na faixa nanométrica, com excec¢do das nanoestruturas preparadas com
PCL que apresentaram diametro médio de volume (D43 € Do g) na ordem micrométrica.

A polidispersidade, representada neste trabalho pelo indice de polidispersdo e span
(Tabela 6), indica a homogeneidade de distribuicdo de tamanho das particulas pertencentes ao
sistema desenvolvido, sendo que valores inferiores a 0,2 e 2,0, respectivamente, indicam, em
geral, sistemas homogéneos e unimodais (GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN,
2007; OURIQUE et al., 2014). Porém, o método de dupla emulsificacdo-evaporacdo de
solvente tende a formar particulas maiores e menos uniformes, por isso o IPd muitas vezes é
superior a 0,2 e, preferencialmente, inferior a 0,5, visto que indices superiores a este estdo
relacionados a ampla faixa de distribuicdo de tamanho (IQBAL et al. 2015, LOBATO et al.,
2015, 2013; WU; ZHANG; WATANABE, 2011). As nanoparticulas preparadas com
Eudragit® RS 100 e 0,5 mg/mL de PQQ (NP.EUD.PQQ.0,5) apresentaram 0 menor IPd
(0,25), condizente com o método de preparacdo utilizado neste estudo, corroborando com o
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span obtido para esta formulagdo (1,70), indicando homogeneidade adequada do sistema.
Outros estudos também observaram IPd maior que 0,2 ao empregar este método de
preparacdo e outras substancias ativas/polimeros (RITU; MEENAKSHI, 2013; TSHWEU et
al., 2013; VARMA et al., 2015).

O potencial zeta reflete a carga superficial das particulas, sendo capaz de predizer a
estabilidade das suspensdes desenvolvidas, uma vez que quanto maior ele for, em mddulo,
maior sera a repulsdo eletrostatica entre as particulas e, consequentemente, menor a tendéncia
destas em se aglomerar (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003). Além disso,
a estabilizacdo estérica, devido a utilizacgdo de um tensoativo ndo-ibnico na interface
particulas/dgua, como polissorbato 80, também estd relacionada com a estabilidade das
suspensdes (CORADINI et al., 2014; RIGO et al., 2015). A formulacdo desenvolvida
utilizando o polimero PCL apresentou potencial zeta negativo (Tabela 6), o que esta de acordo
com a natureza deste polimero (poliéster), conforme ja relatado em outros estudos (ROSA,
2017; SCHULTZE et al., 2014).

As suspensdes preparadas empregando Eudragit® RS 100 também apresentaram
potencial zeta negativo (Tabela 6), porém, este polimero possui natureza catiénica (CHAVES
et al., 2017; JANA et al., 2014). A composicao das particulas e sua dispersdo no meio, 0
método de preparacdo, o pH do meio, a natureza do polimero e do agente estabilizante
empregados sdo alguns fatores que podem influenciar no potencial zeta (GUTERRES;
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MOHANRAJ; CHEN, 2006; MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003). Nesse sentido, a fim de verificar o
potencial zeta negativo apresentado pelas formulacdes preparadas com o polimero Eudragit®
RS 100, considerando se tratar de um polimero com carga positiva devido a presenca em sua
estrutura quimica de grupamentos de amonio quaternario, foram preparadas suspensdes sem o
ativo e também utilizando outra metodologia de preparacdo, a nanoprecipitacdo, mantendo-se
a mesma concentracdo final dos componentes das formulagcbes com PQQ. Tanto as
nanoparticulas poliméricas sem PQQ (NP.EUD) preparadas pelo método de dupla
emulsificacdo-evaporacdo do solvente quanto aquelas preparadas por nanoprecipitacdo
(NS.EUD) obtiveram valores negativos para o potencial zeta, -4,33 £ 0,28 mV e -2,29 £+ 0,49
mV, respectivamente. Diante disso, o valor negativo do mesmo, provavelmente, ndo esta
relacionado a presenca da substancia ativa, nem ao metodo de preparagdo, mas possivelmente
ao método analitico empregado, o qual utiliza uma solucdo de NaCl para diluicdo das
formulaces. Dillen e colaboradores (2006) também desenvolveram suspensdes de

nanoparticulas com o polimero Eudragit® RS 100 e RL 100, utilizando dupla emulsificagéo-



58

evaporacdo de solvente, e, ao avaliarem o potencial zeta, encontraram valores positivos ao
diluir as suspensdes com &gua e negativos ao utilizar uma solugéo eletrolitica como diluente,
indicando que a diminuicdo do potencial de superficie provavelmente esta relacionada a
presenca de sais no meio de diluicdo que podem neutralizar as cargas elétricas presentes na
superficie das particulas. Ritu e Meenakishi (2013) também encontraram potencial zeta
negativo ao desenvolver nanoparticulas com Eudragit® RS 100 por este mesmo método, para
encapsular cloridrato de tizanidina.

Outra andlise importante é a do pH, visto que alterac6es significativas neste parametro
podem indicar degradacdo de algum componente presente na formulacdo coloidal ou, até,
difusdo da substéncia ativa das nanoparticulas para o meio dispersante, fornecendo
informacdes relevantes a cerca da estabilidade dos sistemas nanoestruturados (GUTERRES et
al., 1995; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI,
ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al, 2003). Neste estudo, as formulagdes
desenvolvidas com o ativo apresentaram pH acido (Tabela 6), com valores entre 3,74 e 3,80,
sem diferenca significativa entre as suspensdes (p>0,05). Cabe mencionar que a suspensdo
nanoestruturada sem a presenca de PQQ (NP.EUD) também demonstrou pH éacido (4,70 £
0,01). Chaves e colaboradores (2017), ao desenvolverem nanocapsulas com 0s polimeros
Eudragit® RS 100 e PCL, também obtiveram valores 4cidos para o pH (5,8 a 6,8).

As formulagOes apresentaram teor total de PQQ adequado, de aproximadamente 95%
para a formulacdo contendo a concentracdo tedrica de 0,5 mg/mL de PQQ e o polimero
Eudragit® RS 100 (NP.EUD.PQQ.0,5). J4, nas demais formulagdes, foi superior a 100% e
com desvio padrdo um pouco mais elevado (Tabela 6).

O encapsulamento de substancias hidrofilicas é algo bastante desafiador, visto que a
agua é a fase dispersante da suspensdo, 0 que, consequentemente, faz com que o ativo tenha
uma tendéncia a permanecer nesta fase e/ou migrar/difundir rapidamente para a fase aquosa
externa (HOFFART et al., 2002; IQBAL et al., 2015; RITU; MEENAKSHI, 2013). A
eficiéncia de encapsulamento do ativo PQQ obtida ao empregar o polimero catidnico
Eudragit® RS 100 (polimetacrilato) foi de aproximadamente 5 a 8 vezes maior em
comparacdo ao poliéster PCL (Tabela 6), sendo, portanto, influenciada pela natureza quimica
do polimero. Em 2002, Hoffart e colaboradores, também observaram EE% significativamente
maior ao preparar nanoparticulas contendo ativo hidrofilico anionico (heparina de baixo peso
molecular) com polimeros catidnicos (Eudragit® RS e RL) do que com poliésteres (PCL e

PLGA), havendo influéncia na interacdo da substancia ativa com o polimero.
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A partir destes resultados de caracterizagdo fisico-quimica, foi selecionada a
suspensdo nanoestruturada para dar continuidade ao estudo. Conforme pode ser observado na
tabela 6, a suspensdo de nanoparticulas preparada com o polimero PCL ndo obteve
homogeneidade adequada quando analisada empregando o equipamento Zetasizer®, nem
valores adequados de didmetro via Mastersizer®, com D3 e Dy Na ordem micrométrica, além
de eficiéncia de encapsulamento muito baixa. Por outro lado, a suspenséo desenvolvida com o
polimero Eudragit® RS 100 e 0,5 mg/mL de PQQ demonstrou resultados adequados nos
parametros avaliados e eficiéncia de encapsulamento do ativo hidrofilico significativamente
(p<0,05) mais elevada que as demais formulagdes, sendo, portanto, a formulacdo considerada
otimizada (NC.EUD.PQQ.0,5).

5.2 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA DA FORMULACAO OTIMIZADA

Diversos pesquisadores utilizam a técnica de microscopia de forca atbmica (MFA)
para avaliar a morfologia da superficie de nanoestruturas, detalhando-a em nivel atémico e
fornecendo imagens tridimensionais em alta resolucdo, sendo uma das técnicas mais
populares de microscopia de varredura por sonda (CHOW et al., 2015; DORDEVIC et al.,
2015; GOTO; SIQUEIRA-MOURA,; TEDESCO, 2017; KLAPETEK et al., 2011; LEITE et
al., 2005; RONEY et al., 2005; SCHAFFAZICK et al., 2003).

A figura 10 mostra o resultado da analise por MFA da formulagdo otimizada, sendo
que as nanoparticulas obtidas apresentaram morfologia aproximadamente esférica, superficie

lisa e didmetro coloidal.

Figura 10 — Imagens bidimensionais (A e B) e tridimensionais (C) obtidas por microscopia de
forca atdmica da suspensdo NP.EUD.PQQ.0,5
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5.3 ESTUDO DA CINETICA DE LIBERACAO DE PQQ A PARTIR DA SUSPENSAO
NANOESTRUTURADA

A cinética de liberacdo, in vitro, de PQQ foi realizada pelo método de dialise reversa,
sendo conduzida durante 12 horas, a 37°C e agitacdo constante, em meio tampéo fosfato pH
6,8, conforme descrito anteriormente. Os perfis de liberagédo (Figura 11) foram obtidos a partir
da suspensdo nanoestruturada (NP.EUD.PQQ.0,5) em comparacdo a uma solugdo aquosa de
PQQ (PQQ.LIVRE) na concentracdo tedrica de 0,5 mg/mL. Cabe salientar que o método
analitico empregado apresentou-se linear na faixa de concentracdo de 0,5 a 24,5 pg/mL
(ANOVA, p<0,05), com coeficiente de correlagdo maior que 0,99 (r = 0,9995), equacdo y =
0,05868x + 0,0064 (obtida a partir de trés curvas analiticas) e especifico, visto que o meio de
liberacdo, bem como a suspensdo de nanoparticulas sem o ativo, ndo interferiram na
quantificacdo de PQQ.

De acordo com a figura 11, é possivel notar que a suspensdo de nanoparticulas foi
capaz de modificar a liberacdo do ativo hidrofilico, apresentando uma liberacdo de PQQ
relativamente mais lenta quando comparada com a solucdo de PQQ livre. Apo6s 12 horas de
experimento, a suspensdo otimizada liberou 82,70 + 1,02% da substancia ativa, enquanto que
a solucdo aquosa difundiu 94,32 + 0,87% do ativo (p<0,05). Diante disso € importante
mencionar que, considerando a suspensdo, mais de 40 % de PQQ ndo se encontra encapsulado
e que um dos fatores que pode interferir na liberacdo de substancias ativas, a partir de
nanoestruturas, é a solubilidade do ativo, além de outros, como a concentracdo utilizada de
polimero, método de preparacdo e condi¢des do experimento, como o meio de liberacdo
utilizado (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SINGH; LILLARD, 2009).

O modelo que melhor descreveu o comportamento de liberacdo de PQQ, a partir da
modelagem matematica dos dados obtidos (Scientist 2.0 sofware - MicroMath®), foi o
monoexponencial (Equacdo 3, pagina 42), demonstrando adequado coeficiente de correlacdo
(r), alto critério de selecdo de modelo (MSC) e ajuste grafico satisfatorio (Tabela 7 e Figura
12). O modelo monoexponencial (cinética de primeira ordem) indica que a liberacdo foi
dependente da concentracdo da substancia ativa, ocorrendo em uma etapa, sem efeito burst.
Apesar de uma fracdo do ativo estar livre e outra encapsulada, o perfil de liberagdo apresentou
adequado ajuste a este modelo. A partir da constante de velocidade de liberacdo (k) foi
possivel obter a meia-vida de liberacdo de PQQ (Tabela 7), sendo de 4,50 horas para a
suspensdo de nanoparticulas e de 3,06 horas para a solugdo de PQQ livre, evidenciando que as

nanoestruturas proporcionaram um aumento de aproximadamente 1,5 vezes na meia-vida de
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liberacdo do ativo PQQ. Também é importante mencionar que em ambos os parametros, k e
tip, houve diferenca significativa (p<0,05) entre as formulagcdes (NP.EUD.PQQ.0,5 e
PQQ.LIVRE), evidenciando a capacidade das nanoestruturas poliméricas em promover

controle de liberagéo do ativo hidrofilico, o qual esta parcialmente encapsulado.

Figura 11 — Perfis de liberacdo, in vitro, de PQQ a partir da suspensdo de nanoparticulas em
comparacao a substéncia ativa livre. Resultados expressos em média e DP (n=3)
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Tabela 7 — Pardmetros calculados a partir do modelo monoexponencial e Lei da Poténcia para
a suspensao de nanoparticulas e solucdo de PQQ (n=3)

NP.EUD.PQQ.0,5 PQQ.LIVRE
Monoexponencial
r 0,9975 + 0,0009 0,9968 + 0,0016
MSC 4,8562 + 0,1864 4,3549 + 0,2777
k (h™) 0,1541 + 0,0057 0,2263 + 0,0019
tyz (h) 4,5013 + 0,1697 3,0620 £ 0,0260
Lei da Poténcia
r 0,9918 + 0,0009 _
0,2162 + 0,0064

0,6354 +0,0105
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Figura 12 — Ajuste grafico do modelo monoexponencial para os dados de liberacdo de PQQ a
partir da suspensdo de nanoparticulas e da solugédo de PQQ livre
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O mecanismo de liberacdo de PQQ a partir das nanoparticulas desenvolvidas (Tabela
7) foi avaliado empregando um modelo simples, que relaciona exponencialmente a liberacao
da substéncia ativa com o tempo, a Lei da Poténcia (Korsmeyer-Peppas). Este € um modelo
muito utilizado para formas farmacéuticas poliméricas quando seu mecanismo de liberacdo
ndo é conhecido, ou entdo, quando pode ocorrer mais de um tipo de mecanismo de liberacéo.
O comportamento pode ser Fickiano (caso I) ou nao Fickiano (transporte andmalo e caso II)
de acordo com o expoente de liberacdo que caracteriza 0 mecanismo (n); para sistemas de
liberacéo esféricos o0 mecanismo de difusdo Fickiana ocorre quando n = 0,43, para valores de
n entre 0,43 e 0,85 0 mecanismo de liberacdo do ativo é por transporte andmalo e para n >
0,85 ¢ transporte caso Il (LOBO; COSTA, 2001; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002;
RITGER; PEPPAS, 1987).

Conforme pode ser observado na tabela 7, o0 modelo apresentou adequado ajuste aos
dados experimentais (r > 0,99) e o valor de n foi de 0,63, indicando que o mecanismo € do
tipo transporte anémalo, apresentando comportamento ndo Fickiano, sendo a liberacdo de
PQQ, a partir das nanoparticulas, dependente do relaxamento das cadeias poliméricas e
difusdo da substancia ativa para 0 meio. Esse tipo de mecanismo geralmente é observado
quando a temperatura do sistema é inferior a temperatura de transi¢do vitrea (Tg) do polimero,
como em sistemas compostos por polimeros vitreos, o que corrobora com o resultado
encontrado neste trabalho, visto que a temperatura de 37°C empregada no experimento é
inferior & Tg do polimero Eudragit® RS 100 (Tg de 65°C) utilizado neste estudo (AGNES;
GONZALEZ-ORTEGA, 2003; GUPTA; KUMAR; SACHAN, 2015).

Ritu e Meenakshi (2013) avaliaram 0 mecanismo de liberacdo do farmaco soltvel em
agua, cloridrato de tizanidina, a partir de nanoparticulas desenvolvidas empregando o método

de dupla emulsificacdo-evaporacdo de solvente e os polimeros Eudragit® RS 100 e E 100
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(proporcdo 7:2), com EE% de 56,6%. Neste estudo, também verificaram se tratar de
transporte andmalo, ndo Fickiano, com liberacdo sustentada do farmaco. O mesmo foi
observado por Miladi e colaboradores (2015), apds a preparacdo de nanoparticulas de PCL,
por este mesmo método, contendo o farmaco alendronato de sodio, com EE% de 23 a 34%.
Em outro estudo, Dillen e colaboradores (2006) desenvolveram nanoparticulas
utilizando os polimeros PLGA [poli(4cido latico-co-4cido glicélico)], Eudragit® RS 100 e/ou
Eudragit RL® 100 para veicular o farmaco cloridrato de ciprofloxacino. As nanoparticulas
poliméricas preparadas demonstraram EE% entre 60 e 70% e liberacdo prolongada da

substancia ativa, sem efeito burst.

5.4 AVALIACAO, IN VITRO, DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE CONTRA A
LIPOPEROXIDACAO

O TBARS é um método, in vitro, que tem como finalidade verificar a capacidade de
um composto em reduzir a peroxidacdo lipidica de um substrato através da determinacao da
guantidade de malondialdeido (MDA) formado, que é o principal produto obtido na
lipoperoxidacdo, o qual ao reagir, sob aquecimento e em meio &cido, com o &cido
tiobarbiturico forma um complexo de coloracéo rosada que possui absorbancia ideal entre 532
e 535 nm (BIRD; DRAPER, 1984; KULKAMP et al., 2011; POHLMANN et al., 2010;
SCHAFFAZICK et al., 2005). Neste experimento, lipossomas, preparados pelo método de
hidratacdo de um filme lipidico, foram utilizados como substrato (modelo de membrana
lipidica) para a peroxidacao lipidica.

A figura 13 mostra a representacdo gréafica, obtida por difracdo a laser, da analise do
tamanho de particulas dos lipossomas desenvolvidos empregando lecitina de soja. Os mesmos
apresentaram homogeneidade adequada, com span de 1,572, e tamanho submicromeétrico,

com Dj3., de aproximadamente 500 nm e Dy.3 cerca de 900 nm.

Figura 13 — Distribuicdo de tamanho de particulas dos lipossomas

No método utilizado neste trabalho, o Fe**, ao se oxidar a Fe**, reage com o ascorbato
originando o radical livre ascorbil que, por sua vez, induz a peroxidacéo lipidica do substrato
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utilizado levando a formacdo de MDA. A concentracdo de MDA formada neste processo
(nmol de MDA/mL de meio de reacéo) foi calculada a partir da absorbancia de cada amostra,
empregando a equacao da reta (y = 0,2472x + 0,0202; r > 0,99) obtida através da curva
analitica preparada. Por sua vez, a atividade antioxidante (AA%) de PQQ foi determinada
utilizando a concentragcdo de MDA formada em cada amostra em relag&o ao controle positivo
(amostra com oxida¢do maxima).

Neste estudo, foram empregados diferentes volumes das amostras (solu¢do ou
suspensdo nanoestruturada) a fim de se obter diferentes concentracdes de PQQ (2,5 a 75 uM)
no meio reacional. A tabela 8 mostra a lipoperoxidacdo, induzida pelo radical ascorbil em
lipossomas, expressa em nmol de MDA/mL de meio de reagdo. A concentracdo de MDA
obtida para o controle positivo foi 6,23 + 0,25 nmol/mL e para a suspensdo de nanoparticulas
contendo PQQ foi de 3,57 £ 0,08 a 5,30 = 0,04 nmol/mL.

Tabela 8 — Concentracdes de MDA resultantes da peroxidacdo lipidica, expressas em nmol de
MDA/mL de meio de reacdo (n=3). *Diferenca significativa em relacdo ao controle positivo
(p<0,05)

Peroxidacao lipidica

Amostra (nmol MDA/mL)
PQQ.LIVRE 2,5 uM 6,10 £ 0,04
PQQ.LIVRE 5,0 uM 6,53 £ 0,07
PQQ.LIVRE 50 uM 5,17 + 0,10*
PQQ.LIVRE 75 uM 4,63 + 0,08*
NP.EUD 2,5 pM 6,63 + 0,27
NP.EUD 5,0 pM 6,90 £ 0,11
NP.EUD 50 uM 5,11 +0,07*
NP.EUD 75 uM 4,67 +0,08*
NP.EUD.PQQ.0,52,5 uM 5,30 +0,04*
NP.EUD.PQQ.0,55,0 uM 4,57 +0,10*
NP.EUD.PQQ.0,550 uM 3,57 £0,08*
NP.EUD.PQQ.0,5 75 pM 3,69 + 0,06*

Na figura 14, é possivel observar a atividade antioxidante apresentada pela solucéo de
PQQ livre e pelas suspensdes de nanoparticulas poliméricas contendo ou ndo PQQ. Em todas
as concentragdes avaliadas neste estudo, a formulacdo nanoestruturada contendo PQQ
demonstrou um aumento significativo (p<0,05) na atividade antioxidante em relacdo a

solucdo do ativo e a suspensdo sem a presenca de PQQ.
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Figura 14 — Atividade antioxidante (AA%) das suspensdes de nanoparticulas contendo ou néo
PQQ (NP.EUD.PQQ.0,5 e NP.EUD, respectivamente) e da solucdo do ativo livre
(PQQ.LIVRE). *Diferenca significativa entre a atividade do ativo PQQ livre (solugédo) e da
suspensdo nanoestruturada contendo PQQ. *Diferenca significativa da atividade das
nanoparticulas contendo PQQ em relacéo a das nanoparticulas sem PQQ
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Para a solucdo de PQQ livre e para a suspensdo de nanoparticulas sem a presenca de
PQQ houve diferenca significativa entre as concentracbes maiores. Tanto para a solucdo de
PQQ quanto para as nanoparticulas sem o ativo, a maior atividade antioxidante foi
demonstrada pela concentragdo correspondente a 75 UM, sendo de aproximadamente 25%. J&
para as nanoparticulas contendo PQQ, as concentracdes de 50 e 75 M apresentaram a maior
AA% (42,71 + 1,22% e 40,71 + 0,89%, respectivamente), ndo diferindo significativamente
(p>0,05). Entre as concentragdes de 2,5 a 50 uM houve diferenga significativa (p<0,05).

Conforme observado neste trabalho, nanoparticulas sem a presenca da substancia ativa
podem apresentar atividade antioxidante, assim como ja relatado em outros estudos que
propbem que a mesma ndo depende apenas do ativo empregado, mas também das
caracteristicas fisicas do sistema coloidal desenvolvido, bem como pela liberagdo mais
prolongada do ativo (KUMAR et al., 2015; LINDNER et al., 2015; ROSA, 2017).

Bitencourt e colaboradores (2017) desenvolveram nanoparticulas poliméricas
contendo extrato aquoso de Syzygium cumini, utilizando o método de dupla emulsificacdo-
evaporacdo de solvente, e verificaram que 0 nanoencapsulamento proporcionou aumento na
atividade antioxidante do extrato sobre o estresse oxidativo em ratos diabéticos infectados por
Candida albicans. Eftekhari e colaboradores (2017) prepararam nanoparticulas contendo
quercetina, pelo método de nanoprecipitacdo, e também observaram que a quercetina

nanoencapsulada demonstrou maior atividade antioxidante do que na forma livre, sendo mais
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eficiente em reduzir os niveis de MDA (TBARS) induzidos pela aflatoxina B1 em hepatocitos
de ratos.

E importante salientar que estudos também ja relataram a expressiva capacidade de
PQQ, na forma livre, em reduzir a peroxidacao lipidica (HAMAGISHI et al., 1990; HE et al.,
2003; KUMAR; KAR, 2015; TAO et al., 2007; ZHU et al., 2004). Corroborando com estes
resultados encontrados, He e colaboradores (2003), empregando o método de TBARS e
solugdes aquosas de PQQ em diferentes concentracdes (2,5 a 50 uM), demonstraram que
PQQ também diminuiu significativamente a peroxidacao lipidica de maneira dose-dependente
em mitocondrias (substrato) expostas ao estresse oxidativo induzido pelo par oxidante
ferro/ascorbato, sendo que na concentragdo de 50 M inibiu completamente a
lipoperoxidacéo.

A potente atividade antioxidante de PQQ também foi demonstrada por Kumar e Kar,
em 2015. Neste trabalho, foi induzida diabetes mellitus, por estreptozotocina, em
camundongos, os quais foram tratados durante 15 dias com PQQ (5, 10 ou 20 mg/kg) ou
vitamina C (50 mg/kg), via intraperitoneal. Considerando que a estreptozotocina leva a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio, apds o tratamento, um dos estudos
realizados no figado, rim e musculo dos animais foi quanto ao estresse oxidativo, através da
avaliacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS) e de antioxidantes celulares como
catalase, superdxido dismutase, glutationa, entre outros. PQQ, em todas as doses testadas, foi
capaz de reduzir significativamente a lipoperoxidacdo tecidual e aumentar os niveis dos
antioxidantes, sendo 20 mg/kg a dose mais efetiva. Também é importante mencionar que

PQQ apresentou atividade antioxidante mais efetiva quando comparada a vitamina C.

5.5 ANALISE PRELIMINAR DE TEOR DA SUSPENSAO NANOESTRUTURADA E DA
SOLUCAO DE PQQ APOS ARMAZENAMENTO EM FRASCOS TRANSPARENTES

Uma das vantagens dos sistemas nanoestruturados como carreadores de ativos é a
possibilidade de protecdo do principio ativo, como por exemplo, contra degradacdo
(AMORIM et al., 2010; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et
al., 2003; SINGH; LILLARD, 2009). A fim de verificar, de maneira preliminar, uma possivel
protecdo proporcionada pelas nanoparticulas em relagéo ao teor total de PQQ, a suspenséo de
nanoparticulas otimizada e a solucédo de PQQ livre (0,5 mg/mL) foram armazenadas durante

15 dias, a temperatura ambiente, em frascos de vidro transparente, permitindo que as
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formulagcGes entrassem em contato com a claridade, visto que ndo foram protegidas contra a
luz.

Conforme pode ser observado na figura 15, ap6s 15 dias de armazenamento, o teor de
PQQ da solucdo do ativo livre (PQQ.LIVRE) foi significativamente menor (p<0,05) quando
comparado ao tempo inicial, com uma queda de 10,47% no teor da substancia ativa (de
103,03 + 1,58% para 92,56 = 1,81%), 0 que ndo ocorreu com a suspensao nanoestruturada
(NP.EUD.PQQ.0,5), a qual apresentou maior estabilidade com reducdo de 4,41% no teor
(94,48 + 0,96% para 90,08 + 0,20%, p>0,05), indicando que o nanoencapsulamento parcial de
PQQ foi capaz de conferir certa protecdo quimica em funcdo do tempo. O estudo nédo

prosseguiu devido a precipitacdo do sistema, apds 30 dias de armazenamento.

Figura 15 — Teor de PQQ na suspensdo de nanoparticulas e na solucdo de PQQ livre,
armazenadas por 15 dias sem protecdo contra a luz. *Diferenca significativa em relacdo ao
tempo inicial (p<0,05)

1201

90 A

Bl Tempo inicial
Bl 15 dias

60 A

Teor (%)

301

NP.EUD.PQQ.0,5 PQQ.LIVRE

Amorim e colaboradores (2010) desenvolveram nanoparticulas contendo o
antioxidante lipofilico idebenona, empregando como polimero a quitosana ou a N-
carboximetilquitosana, e avaliaram a estabilidade das nanoparticulas em comparacdo a
idebenona livre. Apds 45 dias de armazenamento, a 40°C e 75% de umidade relativa, as
nanoestruturas proporcionaram uma protecdo 10 vezes maior a idebenona do que esta na
forma livre, considerando o teor de idebenona residual.

Em outro estudo, Alishahi e colaboradores (2011) nanoencapsularam o antioxidante
hidrofilico vitamina C, utilizando quitosana como polimero, e avaliaram sua vida Gtil. Para
isso, vitamina C encapsulada ou nédo foi adicionada na alimentacdo de peixes e armazenada
durante 20 dias a temperatura ambiente, sendo o teor do antioxidante analisado em intervalos

de tempo pré-determinados. O nanoencapsulamento possibilitou aumento na estabilidade da
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vitamina C, visto que o teor da mesma permaneceu em aproximadamente 90% ap06s os 20 dias

de armazenamento, enquanto que o teor da forma livre reduziu para cerca de 30%.

5.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE DA SUSPENSAO COLOIDAL OTIMIZADA

Um fator muito importante a ser avaliado é a estabilidade das suspens@es coloidais,
através da reandlise, ap0Os certo periodo de tempo, das caracteristicas fisico-quimicas dos
sistemas nanoestruturados, pois pode haver a ocorréncia de aglomeracao das particulas com
consequente sedimentacgdo, instabilidade do ativo, do polimero ou dos demais componentes
da formulagdo (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al.,
2003; WU; ZHANG; WATANABE, 2011).

Nesse sentido, a suspensdo NP.EUD.PQQ.0,5 foi armazenada durante 30 dias, a
temperatura ambiente e protegida da luz para a reavaliacdo do aspecto macroscopico, tamanho
médio de particulas, polidispersidade, potencial zeta, pH, teor de PQQ e eficiéncia de
encapsulamento.

Quanto ao aspecto macroscépico, a suspensdao manteve-se com coloragdo rosada,
aspecto leitoso e opalescéncia azulada. A homogeneidade do sistema foi verificada durante 15
dias de armazenamento e, em 30 dias, ocorreu sedimentacdo das particulas, mas foi possivel
ressuspendé-las.

O teor de PQQ na formulacdo (Figura 16) ndo demonstrou reducdo significativa apos
15 dias de armazenamento (p>0,05), o que aconteceu apds 30 dias da preparacdo (p<0,05).

Porém, manteve-se acima de 90%.

Figura 16 — Teor de PQQ na suspensdao NP.EUD.PQQ.0,5 armazenada durante 30 dias.
*Diferenca significativa em relagcdo ao tempo inicial (p<0,05)

1201
90 A

60 4

Teor (%)

304

0 15 30

Tempo (dias)



69

A eficiéncia de encapsulamento também foi um pardmetro avaliado durante a
estabilidade, ja que substancias hidrofilicas tendem a difundir para a fase aquosa externa
(HOFFART et al., 2002; IQBAL et al., 2015), fato que poderia alterar esse parametro. Para o
ativo hidrofilico PQQ, apds 30 dias de armazenamento, a EE% (Figura 17) demonstrou-se

estavel, sem alteracdo significativa (p>0,05).

Figura 17 — Eficiéncia de encapsulamento de PQQ na suspensdo nanoestruturada ap6s 30 dias
de armazenamento
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Alteracbes nos valores de pH podem indicar degradacdo dos componentes da
formulacdo, como, por exemplo, do polimero, sendo capaz de impactar diretamente na
estabilidade da suspensdo (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003). O pH
(Figura 18) da suspensdo desenvolvida neste estudo, ap6s 30 dias de armazenamento,

permaneceu em torno de 3,78, mantendo-se estavel, sem alteracdo significativa (p>0,05).

Figura 18 — Valores de pH da suspensdo de nanoparticulas apés 30 dias da preparacao
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Outro parametro relevante para as suspensdes nanoestruturadas é o diametro médio de
particulas, pois a agregacdo das mesmas acarreta em alteracdes neste parametro impactando
no desempenho destes sistemas (GUTERRES et al., 1995). Tanto na andlise por
espectroscopia de correlacdo de fotons (Figura 19) quanto por difracdo a laser (Figura 20),

ocorreu alteracdo significativa (p<0,05) no didametro médio das particulas, com presenca de
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estruturas na ordem micrométrica, mesmo apds 15 dias de armazenamento. Apds 30 dias da
preparacédo, os valores obtidos por difragdo a laser (Figura 20) foram: Ds., de 400 = 43 nm,
D43 de5+2um; Doy de 177 £ 7 nm; Dgs de 474 £ 61 nm e Dgg de 16 = 8 um.

Figura 19 — Diametro médio da suspensao de nanoparticulas, empregando espectroscopia de
correlacdo de fotons, apds 30 dias de armazenamento. *Diferenca significativa em relacdo ao
tempo inicial (p<0,05)
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Figura 20 — Distribuicdo de tamanho da suspensdo de nanoparticulas, empregando difracdo a
laser, ap6s armazenamento de 30 dias
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Quanto a polidispersidade do sistema, logo apds 15 dias de armazenamento houve
aumento significativo (p<0,05) no IPd (Figura 21) e apds 30 dias também foi observado span
(Figura 22) significativamente maior (p<0,05) quando comparado ao tempo inicial, indicando
falta de homogeneidade no sistema, considerando, ainda, as populacdes micrométricas

detectadas.

Figura 21 — indice de polidispersdo das suspensdes nanoestruturadas, empregando
espectroscopia de correlacdo de fotons, apds 30 dias de armazenamento. *Diferenca
significativa em relacdo ao tempo inicial (p<0,05)
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Figura 22 — Valores de span referentes as suspensdes nanoestruturadas, empregando difracéo
a laser, ap6s armazenamento de 30 dias. *Diferenca significativa em relacdo ao tempo inicial
(p<0,05)
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O potencial zeta também é um fator que necessita ser avaliado, pois pode ter relacdo
direta com a estabilidade de formulacdes coloidais, uma vez que quanto menor, em mddulo,
pode favorecer a agregacdo das particulas (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al.,
2003). Conforme pode ser observado na figura 23, o potencial zeta tendeu a alteracdo,
sobretudo apo6s 30 dias, mas ndo de maneira significativa (p>0,05), apresentando elevada

variacdo entre lotes.

Figura 23 — Potencial zeta das suspensdes de nanoparticulas armazenadas durante 30 dias

Potencial zeta (mV)
@

-4
-5
-6 T T T
0 15 30

Tempo (dias)

Com este estudo de estabilidade foi possivel verificar que alguns pardmetros, como
teor e eficiéncia de encapsulamento, permaneceram adequados mesmo apds 30 dias de
armazenamento. Porém, outros, como diametro médio e polidispersidade sofreram
modificagdes significativas. Diante disso, com o intuito de contornar estes problemas e
melhorar a estabilidade das nanoparticulas poliméricas contendo PQQ, considerando que
suspensdes nanoestruturadas, por serem sistemas liquidos aquosos, tendem a uma estabilidade
limitada em funcdo do tempo de armazenamento e com isso baixa aplicabilidade industrial,

formas farmacéuticas solidas, como granulados, contendo nanoestruturas tém sido
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desenvolvidas e recebido crescente interesse (FRIEDRICH et al., 2010a; PINHEIRO, 2016;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

5.7 GRANULADOS

5.7.1 Preparacdo e caracterizacao fisico-quimica dos granulados desenvolvidos

Os granulados (GR.NP.PQQ) foram preparados, em triplicata, pelo método de
granulacdo via Umida, empregando a suspensdo otimizada de nanoparticulas contendo 0,5
mg/mL de PQQ (NP.EUD.PQQ.0,5) e excipientes em concentracbes preconizadas pelo
Handbook of Pharmaceutical Excipients (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Conforme
descrito anteriormente, PVP K-30 (aglutinante), CMC 102 (diluente) e croscarmelose sddica
(desintegrante) foram utilizados como excipientes.

Assim como a suspensdo nanoestruturada, os granulados apresentaram coloragéo
rosada e 0 aspecto macroscopico dos mesmos, apds secagem em estufa, pode ser observado

na figura 24.

Figura 24 — Aspecto macroscopico dos granulados obtidos empregando a suspensdo de
nanoparticulas contendo PQQ

Ja na figura 25, é possivel verificar a imagem dos granulados, obtida através de
microscopio Optico (A) e eletrénico (B), indicando homogeneidade de tamanho e
aglomeracdo das particulas pulvéreas, respectivamente. Em aumentos maiores, através de
MEV, é possivel identificar a presenca de estruturas nanométricas distribuidas nos granulos,

em conformidade com a suspensao de origem, utilizada como liquido de granulacéo.
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Figura 25 — Morfologia dos granulados obtida através de microscépio optico (A, aumento de
40 vezes) e eletronico (B e C, detector SE2, 200x/barra 200 um e 15.000X/barra 1 pm,
respectivamente; D, E e F, detector InLens, 20.000x/barra 2 pum, 25.000x/barra 1 pm e

50.000x/barra 200 nm, respectivamente)

Como forma farmacéutica final, os granulados desenvolvidos foram acondicionados

em sachés de aluminio (Figura 26), contendo o equivalente a 5,0 mg de PQQ.

Figura 26 — Sachés contendo granulados com o equivalente a 5,0 mg de PQQ

Ap0s a preparacdo, a fim de verificar a capacidade de fluxo dos granulados contendo o

ativo PQQ nanoencapsulado, foram analisados o angulo de repouso (AR), densidade bruta,
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densidade de compactacdo, indice de Carr (IC) e fator de Hausner (FH). Os granulados
também foram caracterizados quanto ao teor de umidade, didmetro medio de particulas e 1Pd
apos dispersdo em agua, e quanto ao teor de PQQ. Essas analises foram realizadas em

triplicata de lote e os resultados obtidos estao descritos na tabela 9.

Tabela 9 — Caracteristicas fisico-quimicas e tecnologicas dos granulados contendo o ativo
PQQ associado as nanoparticulas poliméricas

Parametro GR.NP.PQQ
Angulo de repouso (°) 27,79 + 0,76
Densidade bruta (g/mL) 0,22 + 0,01
Densidade de compactagao (g/mL) 0,26 + 0,01
indice de Carr (%) 12,97 +2,10
Fator de Hausner 1,15+0,03
Umidade (%0) 5,95+ 0,12
Didmetro médio de particulas (nm
apos dispersdo em éZua/fiItrag;o ’ 188,37+ 6,40
indice de polidispersdo 0,448 + 0,03
Teor (%) 98,21 +1,48
Teor (mg/g de granulado) 1,20 £ 0,04

O angulo de repouso, o indice de Carr e o fator de Hausner sdo parametros muito
importantes a serem avaliados para estimar as propriedades de fluxo de granulados
(AULTON, 2005; FRIEDRICH et al., 2010a,b), a fim de verificar a viabilidade da producéo
industrial dessa forma farmacéutica, considerando reprodutibilidade de enchimento, por
exemplo, garantindo fluxo de alimentacdo regular/uniforme para acondicionamento em
sachés. Os granulados desenvolvidos apresentaram propriedades de fluxo adequadas (Tabela
9), ndo sendo necessaria a adicdo de substancias promotoras de fluxo, como agentes
deslizantes, tendo em vista que AR entre 20 e 30°, IC de 12 a 18% e FH menor que 1,25 sdo
indicativos de bom fluxo (AULTON, 2005).

O teor de umidade pode influenciar nas caracteristicas fisico-quimicas/tecnoldgicas e
na estabilidade dos granulados, sendo de extrema importancia a avaliagdo do mesmo. Os
granulados demonstraram teor de umidade proximo a 6,0% (Tabela 9), superior ao
preconizado na literatura (entre 1,0 a 3,0%); porém, ndo foi observada interferéncia negativa
da umidade sobre os parametros tecnoldgicos da forma farmacéutica final. Outros trabalhos

obtiveram granulados com umidade superior a encontrada neste estudo e, mesmo assim,
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também conseguiram caracteristicas tecnoldgicas adequadas (FRIEDRICH et al., 2010a;
PINHEIRO, 2016).

O didmetro médio de particulas (Tabela 9, Figura 27), obtido apds dispersdo dos
granulados em agua, seguida de filtracdo, permaneceu na faixa nanométrica, apresentando-se
inferior ao da suspensdo de origem, apds processamentos da formulagdo e da amostra para a
andlise. O indice de polidispersdo também foi aceitavel, considerando a conversdo para 0

estado solido da formulacéo e possivel interferéncia dos demais componentes da mesma.

Figura 27 — Distribuicdo de tamanho dos granulados contendo o ativo PQQ associado as
nanoparticulas (n=3), obtida através de espectroscopia de correlacdo de fotons
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Os granulados apresentaram teor total de PQQ (Tabela 9) de aproximadamente 98%,
semelhante ao encontrado para a suspensdo de nanoparticulas contendo PQQ, indicando que o
método empregado para a preparacdo dos granulados foi adequado. Esse teor foi
correspondente a 1,20 + 0,04 mg de PQQ/g de granulado. Cabe mencionar que o método
analitico utilizado para a analise de teor apresentou-se linear na faixa de concentracdo de 1,0 a
5,0 pg/mL (ANOVA, p<0,05), com coeficiente de correlacdo maior que 0,99 (r = 0,9993),
equacdo y = 40.871x - 1.357 (obtida a partir de trés curvas analiticas) e especifico, visto que
ndo houve interferéncia dos componentes da forma farmacéutica no pico de PQQ.

Em nosso grupo de pesquisa, Pinheiro (2016) desenvolveu granulados contendo
vimpocentina nanoencapsulada. Os granulados apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados neste estudo, com teor de aproximadamente 92%, didametro médio de particulas
cerca de 130 nm, IPd em torno de 0,30 e adequadas caracteristicas de fluxo (AR de 30°; IC
por volta de 16% e FH menor que 1,25). Friedrich e colaboradores (2010a) também
desenvolveram granulados com nanocapsulas contendo dexametasona, 0s quais demonstraram
teor de farmaco entre 84 e 94%, umidade de 7,83%, diametro de particulas de 188 nm, IPd
igual a 0,25 e fluxo considerado razoavel (IC de 24,34%; FH maior que 1,25 e AR maior que
35°).
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Para fins comparativos, além dos granulados preparados a partir da suspensdo de
nanoparticulas contendo PQQ, também foram produzidos granulados a partir de uma solugdo
de PQQ livre e de uma suspensao nanoestruturada sem PQQ, conforme pode ser observado na

figura 28.

Figura 28 — Aspecto macroscopico dos granulados contendo PQQ livre (A), ativo PQQ
nanoencapsulado (B) e com nanoparticulas sem a presenca de PQQ (C)

5.7.2 Estudo do perfil de liberacdo, in vitro, de PQQ a partir dos granulados

A cinética de liberagdo, in vitro, de PQQ a partir dos granulados também foi realizada,
em triplicata, pelo método de dialise reversa, durante 12 horas, conforme descrito
anteriormente. O método analitico empregado apresentou-se especifico, visto que o meio de
liberacdo, bem como os granulados preparados com a suspensdo de nanoparticulas sem o
ativo (GR.NP), ndo interferiram na quantificacdo de PQQ, além de linear na faixa de
concentracdo de 0,5 a 24,5 pg/mL (ANOVA, p<0,05), com coeficiente de correlagdo maior
que 0,99 (r = 0,9997) e equacdo y = 0,05718x + 0,0155 (obtida a partir de trés curvas
analiticas).

Na figura 29, é possivel observar os perfis de liberagcdo de PQQ a partir dos granulados
contendo nanoparticulas com PQQ (GR.NP.PQQ) em comparac¢do aos granulados preparados
com solucdo aquosa de PQQ (GR.PQQ), sendo utilizada a massa de granulado equivalente a
concentracdo tedrica de 5,0 mg de PQQ. Em 10 horas de experimento, GR.NP.PQQ liberou
aproximadamente 75% de PQQ, engquanto que GR.PQQ liberou cerca de 88% e ao final do
experimento (apds 12 horas) liberaram 84,88 + 1,80% e 95,70 + 0,64%, respectivamente,
evidenciando uma liberacdo/difusdo mais lenta para GR.NP.PQQ, assim como evidenciado

para a suspensdo de nanoparticulas de origem (NP.EUD.PQQ.0,5). Diferenca significativa
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(p<0,05) em todos os tempos de coleta foi observada entre os granulados contendo

nanoparticulas e aqueles contendo PQQ livre, excetuando-se os primeiros 10 minutos.

Figura 29 — Perfis de liberagdo in vitro de PQQ a partir dos granulados contendo
nanoparticulas (GR.NP.PQQ) ou ndo (GR.PQQ). Resultados expressos em média e DP (n=3)
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Assim como para a suspensdo de nanoparticulas, o0 modelo que melhor descreveu o
comportamento da liberacdo de PQQ para os granulados, a partir da modelagem matemaética
dos dados obtidos (Scientist 2.0 sofware - MicroMath®), foi 0 monoexponencial (Equacéo 3,
pagina 42), com adequado coeficiente de correlacdo (r), alto critério de selecdo de modelo
(MSC) e ajuste grafico coerente (Tabela 10 e Figura 30), sendo a liberacdo dependente da
concentracdo do principio ativo. A meia-vida de liberacdo de PQQ (Tabela 10) obtida para os
granulados contendo nanoparticulas foi de 4,44 horas, enquanto que para os granulados com
PQQ livre foi de 3,10 horas, apresentando diferenca significativa (p<0,05) na meia-vida e na
constante de velocidade de liberacdo, entre os granulados desenvolvidos. Essas analises
evidenciam a influéncia da barreira polimérica a liberacdo do ativo PQQ, parcialmente
encapsulado na formulacdo, corroborando com a eficiéncia de encapsulamento determinada

na suspensao de origem.
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Tabela 10 — Parametros calculados a partir do modelo monoexponencial e Lei da Poténcia
paraa GR.NP.PQQ e GR.PQQ (n=3)

GR.NP.PQQ GR.PQQ
Monoexponencial
r 0,9959 + 0,0008 0,9971 + 0,0012
MSC 4,5596 + 0,1203 4,2758 + 0,1828
k (h™) 0,1562 + 0,0081 0,2235 + 0,0058
ty2 (h) 4,4443 = 0,2225 3,1016 £ 0,0807
Lei da Poténcia

0,9912 + 0,0002 _

0,2052 + 0,0089 _

0,6546 + 0,0196

Figura 30 — Ajuste grafico do modelo monoexponencial para os dados de liberacdo de PQQ a
partir dos granulados
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A partir da Lei da Poténcia (Korsmeyer-Peppas), foi obtido o mecanismo de liberacédo
de PQQ a partir dos granulados nanotecnolégicos (Tabela 10), sendo que o modelo
apresentou adequado ajuste aos dados experimentais (r > 0,99) e o valor de n foi de 0,65,
indicando que o mecanismo também é do tipo transporte andbmalo, sendo a liberacdo de PQQ
dependente do relaxamento das cadeias poliméricas e difusdo da substancia ativa para o meio,
equivalente ao encontrado para a suspensdo nanoestruturada.

A partir destes resultados é possivel verificar que tanto a suspensdo quanto 0s
granulados contendo nanoparticulas, bem como a solugdo de PQQ e os granulados com PQQ
ndo encapsulado, demonstraram uma cinética de liberagdo muito semelhante, além de nédo
apresentarem diferenga significativa (p>0,05) na constante de velocidade e na meia-vida de
liberacdo entre as formas farmacéuticas, indicando que a conversdo da suspensdo
nanoestruturada em uma forma farmacéutica solida ndo afetou as caracteristicas de liberacdo

da substancia ativa.
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5.7.3 Estudo de estabilidade dos granulados contendo o ativo PQQ nanoencapsulado

Conforme o estudo de estabilidade descrito anteriormente, a suspensdo de
nanoparticulas contendo PQQ desenvolvida neste trabalho (NP.EUD.PQQ.0,5) demonstrou-se
instavel, pincipalmente quanto ao didmetro medio de particulas e indice de polidispersao, que
em apenas 15 dias de armazenamento ja sofreram alteragdes significativas. Diante disso, essa
suspensdo nanoestruturada foi transformada em uma forma farmacéutica sélida, ou seja, em
granulados contendo nanoparticulas, a fim de verificar o potencial em melhorar a estabilidade
da mesma e, consequentemente, viabilizar sua possivel produgdo/utilizacao futura.

Assim, os granulados desenvolvidos (GR.NP.PQQ), a partir da suspensdo coloidal,
foram armazenados em sachés de aluminio, como um produto final, durante 90 dias, a
temperatura ambiente e protegidos da luz e da umidade para reavaliacdo (triplicata) do
didmetro médio das particulas, indice de polidispersdo e teor total de PQQ, nos tempos 0, 15,
30, 45, 60 e 90 dias de armazenamento.

Na figura 31, é possivel observar que, durante todo o periodo de armazenamento, 0S
granulados ndo apresentaram alteracdes no aspecto macroscopico, ressaltando que a coloragédo

permaneceu inalterada apo6s os 90 dias.

Figura 31 — Aspecto macroscépico dos granulados apds a preparacdo (A) e apds 90 dias de
armazenamento (B)

De acordo com as figuras 32, 33 e 34, o teor de PQQ, o didmetro médio de particulas e
o IPd, respectivamente, mantiveram-se estaveis ap6s os 90 dias de armazenamento, sem
diferenca significativa (p>0,05).



80

Figura 32 — Teor de PQQ nos granulados contendo nanoparticulas armazenados durante 90
dias
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Figura 33 — Didmetro médio dos granulados contendo nanoparticulas, ap6s dispersao/filtracdo
das amostras, empregando espectroscopia de correlacdo de fdtons, apos 90 dias de
armazenamento
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Figura 34 — Indice de polidispersdo dos granulados contendo nanoestruturas, utilizando
espectroscopia de correlacdo de fétons, apos 90 dias de armazenamento
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O presente estudo evidenciou que a transformacdo da suspensao nanoestruturada em

uma forma farmacéutica sélida favoreceu a estabilidade das nanoparticulas, aumentando o
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potencial para a aplicacdo industrial das mesmas, bem como apresentou uma
formulac@opromissora para explorar os possiveis efeitos terapéuticos do antioxidante PQQ.
Destaca-se também que este trabalho constitui uma plataforma tecnoldgica para a
preparacdo de formulacdes com vistas a associacdo de PQQ a outras substancias ativas
antioxidantes/neuroprotetoras, uma vez que granulados poderiam ser preparados a partir de
duas suspensfes nanoestruturadas, como liquido de granulacdo, almejando a diferentes

objetivos terapéuticos, gerando novas perspectivas de continuacdo desta dissertacéo.
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento das suspensdes de nanoparticulas poliméricas, empregando o
método de dupla emulsificagdo-evaporacdo de solvente, para a veiculagdo de PQQ, mostrou-
se viavel, em especial aquelas preparadas utilizando o polimero Eudragit® RS 100. A
suspensdo coloidal desenvolvida com o polimero PCL ndo obteve caracteristicas fisico-
quimicas satisfatorias, considerando o alto indice de polidispersdo, a baixa eficiéncia de
encapsulamento e a presenca de particulas com didmetro na ordem micrométrica. Ja as
suspensoes preparadas com o polimero Eudragit® RS 100 apresentaram caracteristicas fisico-
quimicas adequadas, sendo que a suspensao que continha PQQ na concentracao de 0,5 mg/mL
demonstrou eficiéncia de encapsulamento significativamente maior que as demais, e,
portanto, foi a formulacgéo selecionada para dar seguimento ao estudo.

A andlise da formulacdo escolhida, realizada por microscopia de forca atbmica,
possibilitou verificar a morfologia esférica e superficie lisa das nanoparticulas poliméricas
desenvolvidas, além de confirmar a presenca de particulas com didmetro na ordem
nanometrica.

A suspenséo coloidal contendo 0,5 mg/mL de PQQ apresentou atividade antioxidante,
in vitro, contra peroxidago lipidica, significativamente superior & da substancia ativa livre e a
suspensdo de nanoparticulas sem PQQ, evidenciando uma atividade concentracdo-dependente
até a concentragdo de 50 puM.

Foi possivel verificar, de maneira preliminar, uma provavel protecdo conferida pelo
nanoencapsulamento parcial de PQQ contra sua degradacédo e, consequente, queda no teor da
suspensdo, apOs armazena-la durante 15 dias em frascos de vidro transparentes (sem protecao
contra a luz), quando comparada a uma solucdo de PQQ livre submetida as mesmas
condi¢des. Em outro estudo, a suspensdo nanoestruturada, armazenada durante 30 dias em
frascos de vidro ambar, protegidas da luz e em temperatura ambiente, demonstrou alteragdes
significativas, principalmente no didmetro médio e polidispersidade das particulas, revelando
a instabilidade da mesma e reforcando a necessidade de converté-la em uma forma
farmacéutica s6lida, como os granulados.

Os granulados desenvolvidos, a partir da suspensdo de nanoparticulas contendo PQQ,
empregando a técnica de granulacdo via Umida, obtiveram caracteristicas fisico-quimicas e
tecnoldgicas adequadas, sendo, entdo, acondicionados em sachés, como forma farmacéutica
final, contendo o equivalente a 5,0 mg de PQQ. Os granulados mantiveram-se estaveis

durante 90 dias de armazenamento, sem alteracGes macroscopicas, bem como no teor de
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PQQ, didametro médio de particulas e indice de polidispersdo, favorecendo a estabilidade das
nanoparticulas poliméricas desenvolvidas.

A suspensdo coloidal otimizada e os granulados contendo o antioxidante PQQ
nanoencapsulado demonstraram perfis de liberacdo, in vitro, muito semelhantes, sendo estes
moderadamente mais lentos em comparacdo a solucdo e aos granulados contendo PQQ na
forma livre, respectivamente. A meia-vida de liberacdo encontrada para as formas
farmacéuticas contendo o ativo encapsulado foi significativamente mais elevada do que para
PQQ na forma livre. A cinética de liberacdo foi monoexponencial, com apenas uma fase de
liberacdo, apesar de parte da substancia ativa estar livre e parte encapsulada no sistema, e 0
mecanismo de liberacgdo foi estimado como sendo do tipo transporte andmalo.

O conjunto de resultados obtidos, até 0 momento, demonstra o potencial antioxidante
de PQQ veiculado na suspensdo de nanoparticulas, além de evidenciar um aumento
significativo na estabilidade deste sistema coloidal ao transforma-lo em uma forma
farmacéutica sélida de base nanotecnoldgica. Frente ao exposto, é possivel verificar que os
granulados contendo a substancia ativa hidrofilica PQQ nanoencapsulada séo sistemas
promissores para prevencdo e tratamento das diversas patologias associadas a suas atividades
terapéuticas ja relatadas, em especial aquelas relacionadas a sua potente atividade

antioxidante.
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