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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULQS POLIMERICAS COM DIFERENTES
REVESTIMENTOS PARA A LIBERACAO CEREBRAL DE VIMPOCETINA

AUTORA: Maria Gilda De Marco
ORIENTADORA: Scheila Rezende Schaffazick

A vimpocetina (VP) € usada em desordens neurodegenerativas e pesquisas tém
indicado um promissor efeito anticonvulsivante relacionado a esse farmaco. No entanto, ele
apresenta algumas limitagcbes como baixa solubilidade em agua e curta meia-vida. Sistemas
nanoparticulados poliméricos sdo descritos na literatura como alternativas para aumentar a
solubilidade de substancias, promover o controle de liberagdo, bem como melhorar a
capacidade de liberacdo cerebral de moléculas ativas. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver nanocapsulas biodegradaveis de poli(e-caprolactona) (PCL Mn 10.000), com
diferentes revestimentos, para a liberacdo cerebral de vimpocetina, avaliando-se as
caracteristicas fisico-quimicas, capacidade de controle de liberacéo e de alteracéo ou nédo da
permeabilidade/integridade das juncfes intercelulares da barreira hematoencefalica (BHE).
As nanocéapsulas (NCs) foram obtidas pelo método de deposicao interfacial de polimero pré-
formado (n=3), sendo preparadas formulagbes definidas de acordo com o0s seus
revestimentos/estabilizantes  [polissorbato 80 (NCs-VP-P80), polissorbato 80 e
polietilenoglicol 4000 (NCs-VP-P80/P4000) ou polissorbato 80 e polietilenoglicol 6000 (NCs-
VP-P80/P6000)]. As NCs apresentaram tamanho submicrométrico (em torno de 200 nm,
Zetasizer®), estreita distribuicdo de tamanho (IPd < 0,11), potencial zeta negativo, teor de
vimpocetina préximo ao teérico (96 — 98%) e elevada eficiéncia de encapsulamento (EE >
99%). O tamanho nanomeétrico foi confirmado por andlises através de difracdo a laser. O tipo
de revestimento das NCs influenciou significativamente a viscosidade relativa desses
sistemas (p<0,05), determinada por viscosimetro capilar. As suspensbes de NCs foram
estaveis por 60 dias ap0s a preparacdo, havendo decaimento no teor e aumento significativo
do tamanho de particulas ap6s 90 dias de armazenamento, sem influéncia da presenca ou
nao de PEG. A liberacdo in vitro, a partir das NCs, foi realizada utilizando sacos de dialise e
tampéo fosfato pH 7,4/etanol (70:30 v/v) como meio. Essas estruturas foram capazes de
controlar a liberacéo da vimpocetina em comparacédo ao farmaco livre, sem efeito burst, sendo
gue a cinética de liberag&o néo foi afetada pela presenga de PEG ou por seu peso molecular.
Entretanto, o PEG afetou o mecanismo de liberacdo da vimpocetina. As nanocapsulas
apresentaram morfologia esférica e tamanho coloidal, quando analisadas por microscopia
eletrdnica de varredura, apos a liofilizagdo dos sistemas empregando trealose (10% p/v). No
estudo in vivo, avaliou-se a integridade da BHE em camundongos, por via intraperitoneal,
usando fluoresceina de s6dio como marcador de abertura, uma vez que ela ndo atravessa a
BHE integra. Os resultados demostraram que n&o houve diferenga significativa (p>0,05) entre
o tratamento com as NCs contendo ou ndo o farmaco em relagédo aos controles (VP livre e
salina), considerando a relacdo cérebro/sangue de concentracdo de fluoresceina. Assim,
esses sistemas ndo promoveram alteragdo ou ruptura da BHE, segundo o estudo realizado,
sendo um indicio de seguranca. Neste sentido, as NCs de PCL desenvolvidas séo sistemas
promissores para a liberacdo cerebral de vimpocetina, tendo em vista o tratamento futuro de
distUrbios neurolégicos, como a epilepsia.

Palavras-chave: Nanoparticulas poliméricas. Neuroprotetor. Poli(¢e-caprolactona). Barreira
hematoencefélica. Fluoresceina.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF POLYMERIC NANOCAPSULES WITH DIFFERENT
COATINGS FOR VIMPOCETINE BRAIN DELIVERY.

AUTHOR: Maria Gilda De Marco
ADVISOR: Scheila Rezende Schaffazick

Vinpocetine (VP) is used in neurodegenerative diseases, and researches have
indicated a promising anticonvulsant effect of this drug. However, it shows some limitations as
low aqueous solubility and short half-life. Polymeric nanoparticulate systems are described in
the literature as alternatives to increase the solubility of substances and to promote controlled
release of drugs, as well as these systems are able to improve the brain delivery of active
molecules. The objective of this study was to develop biodegradable poly(e-caprolactone)
(PCL Mn 10,000) nanocapsules (NCs), with different coatings, for cerebral delivery of
vinpocetine, evaluating the physico-chemical characteristics, the ability for the control drug
release and the alteration or not of the permeability/integrity of the blood-brain barrier (BHE)
intercellular junctions. NCs were obtained by the interfacial deposition of preformed polymer
(n = 3) and the formulations were defined according to their coatings/ stabilizers (polysorbate
80 (NCs-VP-P80), polysorbate 80 and polyethylene glycol 4000 (NCs-VP P80/P4000) or
polysorbate 80 and polyethylene glycol 6000 (NCs-VP-P80/P6000)]. NCs presented a
submicrometric size (around 200 nm, Zetasizer®), narrow size distribution (IPd <0.11),
negative zeta potential, vinpocetine content near to the theoretical value (96-98%) and high
encapsulation efficiency (EE> 99%). The nanometric size was confirmed by laser diffraction
analysis. The type of coating of the NCs significantly influenced the relative viscosity of these
systems (p <0.05), determined by capillary viscometer. The NCs suspensions were stable for
60 days after the preparation, with reduction in the drug content and significant increasing in
the patrticle size after 90 days of storage, without influence of the presence or not of PEG. In
vitro release from the NCs was performed using dialysis bags and phosphate buffer pH
7.4/ethanol (70:30 v/v) as medium. These structures were able to control release of vinpocetine
in comparison to the free drug, without burst effect, and the release kinetics were not affected
by the presence of PEG or its molecular weight. However, PEG influenced the mechanism of
vinpocetine release. The nanocapsules presented spherical morphology and colloidal size,
when analyzed by scanning electron microscopy, after lyophilization of the systems using
trehalose (10% wi/v). In the in vivo study, BHB integrity in mice was evaluated intraperitoneally
using sodium fluorescein as the opening marker, because it does not cross entire BHB. The
results showed that there was no significant difference (p> 0.05) between the treatment with
the NCs containing or not the drug in relation to the controls (free vinpocetine and saline),
considering the brain/blood ratio of fluorescein concentration. Thus, these systems did not
promote alteration or disfunction in BHB, according to this study, being a sign of safety. In this
sense, the developed PCL NCs are promising systems for the cerebral delivery of vinpocetine,
with a view to the future treatment of neurological disorders, such as epilepsy.

Keywords: Polymeric Nanoparticles. Neuroprotector. Poly(e-caprolactone). Brain
Blood Barrier. Fluorescein.
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14

1 INTRODUCAO

A vimpocetina é um derivado do alcaloide vincamina, que vem sendo utilizada
por ser um farmaco sintético vasodilatador, que atua no sistema nervoso central,
sendo responsavel por aumentar a circulacdo cerebral e também vem sendo Gtil no
tratamento de doengas como Alzheimer, acidente vascular cerebral agudo e disfungao
cerebral senil (MOLNAR; ERDO, 1995; XU et al., 2009; ZHUANG et al., 2010).
Pesquisas demonstram uma pronunciada atividade antiepilética, sendo capaz de inibir
convulsdes, sendo a vimpocetina utilizada em concentracdes menores se comparadas
com outros farmacos empregados para o mesmo fim (GOMEZ et al, 2014;
NEKRASSOV; SITGES, 2008; PEREIRA et al., 2003; SITGES et al., 2006). A
vimpocetina também apresenta atividade neuroprotetora, diminuindo danos neuronais
resultantes de hipoxia ou isquemia (PEREIRA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003).

Este farmaco possui baixa solubilidade em agua, curta meia-vida e reduzida
biodisponibilidade, principalmente devido ao intenso metabolismo pré-sistémico
(BONOCZK et al., 2000; XU et al., 2009). Para tanto, a necessidade de uma forma
farmacéutica capaz de aumentar a biodisponibilidade da vimpocetina torna os
sistemas nanoparticulados promissores candidatos para essa finalidade, como
demonstrado nos trabalhos de Luo e colaboradores (2006) e Zhuang e colaboradores
(2010). Por sua vez, micelas poliméricas proporcionaram um aumento significativo na
meia-vida da vimpocetina, em relacdo a um produto comercial, como visto no estudo
de EI-Dahmy e colaboradores, em 2014, apds a injecéo intravenosa em coelhos.

As nanoparticulas sao carreadores de farmacos, que possuem diametro inferior
a 1 um, dentre os quais se incluem as nanocapsulas, onde uma substancia ativa pode
encontrar-se confinada em uma cavidade aquosa ou oleosa rodeada por uma
membrana polimérica, apresentando, assim, uma estrutura tipica nucleo-parede,
estabilizada por tensoativos/agentes estabilizantes na interface particula/agua. O
farmaco também pode distribuir-se na parede polimérica (COUVREUR et al., 2002;
GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003a;
SOPPIMATH et al., 2001).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados vem sendo
aplicado tanto para fins de diagndstico quanto terapéutico, destacando-se como
importantes alternativas para a administracdo de substancias ativas (DOMB et al.,

2007; THASSU et al.,, 2007). As nanocapsulas tém sido amplamente estudadas
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visando a diferentes aplica¢ges terapéuticas, devido as vantagens que apresentam,
como tamanho reduzido de particulas, capacidade de melhorar a estabilidade de
diversas substancias, de reduzir efeitos adversos e aumentar a eficacia terapéutica,
além da possibilidade de o nucleo solubilizar moléculas ativas e o sistema promover
controle de liberagéo, a qual pode ser sitio especifica, contemplando diversas vias de
administracdo (COUVREUR et al., 2002; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN,
2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SANTOS et al., 2014).

A selecdo de matérias-primas para a constituicdo dos sistemas
nanoparticulados € muito importante, pois parametros como a tenséao interfacial,
viscosidade e concentracdo podem influenciar no tamanho das estruturas formadas,
e, ainda, podem afetar a capacidade de encapsulamento dos farmacos (COUVREUR
et al., 2002; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; SCHAFFAZICK et al.,
2003a).

As nanoestruturas poliméricas tém sido muito pesquisadas também para
promover a liberacéo cerebral de farmacos, objetivando emprego em tratamentos de
doencas neurologicas, aumentando a concentracdo dos mesmos no cérebro e,
consequentemente, o efeito terapéutico, quando administradas por via parenteral
(KREUTER, 2014; RONEY et al., 2005).

A distribuicao limitada, em funcdo do reconhecimento que as nanoparticulas
sofrem pelas células do sistema reticulo endotelial, € um obstaculo que os sistemas
coloidais enfrentam quando injetados no organismo. Modificacdes de superficie nas
nanoparticulas tém buscado resolver essa restricao, tornando-as “invisiveis” (furtivas)
frente as células do sistema reticulo endotelial (MOSQUEIRA et al., 2001; RAO et al.,
2004). O polissorbato 80 (P80) € um agente tensoativo nao-ibnico, que tem a
capacidade de facilitar o transporte de nanoparticulas para o interior do cérebro, sendo
gue os mecanismos de endocitose, inibicdo da bomba de efluxo mediada por
glicoproteina-P (PGP) ou também fluidizacdo de membrana, por solubilizacdo de
lipidios do endotélio celular, tém sido pesquisados para explicar esta propriedade
(PRABHAKAR et al., 2013). O polietilenoglicol (PEG) evita o reconhecimento das
nanoestruturas pelo sistema fagocitario mononuclear, aumentando o tempo de
residéncia destas na circulacao sistémica (HANS; LOWMAN, 2002), podendo, assim,
alcancar diversos alvos terapéuticos.

Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo nanocapsulas, para veiculagédo

de vimpocetina, por via oral (Pinheiro, 2016) ou parenteral (Rosa, 2017), empregando
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etilcelulose ou policaprolactona (PCL), como polimero, e P80 como tensoativo de alto
EHL (equilibrio hidréfilo-lipéfilo), demonstrando alta eficiéncia de encapsulamento,
capacidade de controle de liberagéo e atividade anticonvulsivante in vivo (5 mg/Kg em
camundongos, via intraperitoneal), com resultados mais promissores em relacdo ao
farmaco livre. Estudos também estdo sendo desenvolvidos a fim de se obter formas
farmacéuticas soélidas a partir das suspensbes de nanocapsulas de etilcelulose
contendo vimpocetina, como liofilizados/granulados/comprimidos, a fim de melhorar a
sua aplicabilidade (BOLSON, 2015; PINHEIRO, 2016), uma vez que os sistemas
coloidais liquidos tendem a apresentar estabilidade limitada em func¢édo do tempo de
armazenamento (SCHAFFAZICK et al., 2003b; WANG et al., 2012).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho é desenvolver tecnologicamente
suspensdes de nanocapsulas poliméricas biocompativeis e biodegradaveis contendo
vimpocetina, visando a administracdo parenteral, tendo em vista o potencial destes
sistemas coloidais na liberacdo cerebral. O estudo propde a utilizacdo de PCL como
polimero, de um 6leo comumente utilizado (triglicerideos de cadeia média -TCM)
como componente do nucleo e, ainda, o emprego de PEG ou P80/PEG como
revestimentos. O trabalho propde, ainda, avaliar se as nanocapsulas desenvolvidas
podem ou ndo aumentar a permeabilidade da BHE através da abertura das juncdes

endoteliais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanocapsulas poliméricas de poli(E-caprolactona) contendo
vimpocetina, empregando polissorbato 80 ou a combinagdo polissorbato
80/polietilenoglicol como estabilizantes, bem como verificar alteracdo ou n&do na
permeabilidade da BHE devido a administracdo das nanoestruturas em modelo

animal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Preparar suspensfes de nanocapsulas poliméricas biodegradaveis
contendo vimpocetina, utiizando PCL e P80 ou P80/PEG como
estabilizadores/revestimentos dos sistemas;

o Caracterizar as formulacdes coloidais quanto ao diametro médio de
particulas, distribuicdo de tamanho [indice de polidispersédo (IPd), span], potencial
zeta, pH, teor de farmaco, eficiéncia de encapsulamento (EE%) e viscosidade relativa;

o Avaliar a morfologia das nanocapsulas, empregando microscopia
eletrénica de varredura, apés a desidratacdo das suspensdes por liofilizacdo, e
caracterizacao dos produtos secos;

o Estudar a estabilidade das formulacbes mantidas em temperatura
ambiente (frascos ambar), durante trés meses;

o Avaliar a cinética de liberacdo in vitro do farmaco a partir das
nanocapsulas desenvolvidas, em comparacdo ao farmaco livre;

o Avaliar a ocorréncia de alteracdo na permeabilidade da BHE in vivo,
devido a administracdo das suspensdes de nanocdpsulas contendo ou n&o

vimpocetina, empregando fluoresceina como marcador.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 VIMPOCETINA

A vimpocetina € um etil éster sintético [14-etoxicarbonil-3a,16a-etil)-14,15-
eburnamina] (Figura 1), produzida alterando-se ligeiramente a molécula do alcaloide
vincamina, extraido da folha da Vinca minor (KARPATI; SZPORNY, 1976). Em 1978,
este farmaco comecou a ser comercializado na Hungria, para a prevengdo e
tratamento de doencas neurodegenerativas e cognitivas, com o nome comercial de
Cavinton®, sendo, atualmente, comercializado em diversos paises na forma de
comprimidos orais de 5 mg, como estimulante da memoria (BONOCZK et al., 2000;
CAI; LI; YAN, 2013; LIN et al., 2014; MEDINA, 2010; PATYAR et al., 2011). No Brasil,
a vimpocetina é comercializada como Vicog® (5 mg - Marjan Indistria e Comércio
LTDA).

Figura 1 - Estrutura quimica da vimpocetina

Fonte: Préprio autor

A vimpocetina (CAS 42971-09-5) é um sdlido branco solivel em solventes
organicos como acido acético, dimetilsulfoxido, acetona e cloroférmio, pouco soluvel
em alcoois e praticamente insoluvel em agua (5 pg/mL), possui massa molar igual a
350,46 g/mol, seu pKa é de 7,31 e sua categoria terapéutica € vasodilatador cerebral
(INDEX, 2006).
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Segundo MOLNAR e ERDO (1995), embora a vimpocetina seja um agente
capaz de estimular a capacidade cognitiva, foram verificados também significativos
efeitos neuroprotetores, tanto in vitro quanto in vivo, devido a sua utilizacdo. Pesquisas
também demonstraram que a propriedade antioxidante, relativa a eliminagdo de
radicais livres, € um mecanismo importante na neuroprotecdo (PATYAR et al., 2011).
A vimpocetina tem sido estudada e revelada como um potente neuroprotetor, pois
aumenta o fluxo cerebral na &area isquémica afetada em pacientes com doencas
cerebrovasculares reduzindo a lesdo neuronal em condi¢des de hipdxia e isquemia,
melhora a microcirculagdo sanguinea, diminui a agregacao plaquetaria, aumenta a
absorcéo de oxigénio e a utilizacado de glicose pelo cérebro, previne a morte celular
induzida por excitotoxinas, exibindo efeitos clinicos favoraveis em doengas como
Alzheimer, isquemia vascular cerebral cronica, acidente vascular cerebral agudo e
disfuncéo cerebral senil (BONOCZK et al., 2000; CHIU et al., 1988; JINCAIl et al., 2014;
MOLNAR; ERDO, 1995; PEREIRA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003; XU et al., 2009;
ZHUANG et al., 2010).

A atividade neuroprotetora bem como alguns efeitos anticonvulsivantes,
também relatados para a vimpocetina, podem estar relacionados a um mecanismo
proposto para a neuroprotecéo, que resulta da prevencéao da diminuicdo do gradiente
eletroquimico de Na* e da liberagdo dos aminoacidos excitatorios aspartato e
glutamato, que ocorre em situacdo de estresse oxidativo. Essas atividades também
se relacionam com o bloqueio dos canais de Na* dependentes de voltagem e inibicéo
indireta de processos moleculares iniciados pelo aumento dos niveis de Ca?*
intracelular (GOMEZ; BUIGS; SITGES, 2014; MOLNAR; ERDO, 1995; PEREIRA et
al., 2003).

Um estudo realizado por Ali e colaboradores (2016) avaliou a atividade
neuroprotetora, analgésica e anti-inflamatéria da vimpocetina, na artrite reumatoide,
em comparacdo com a indometacina. A artrite foi induzida através do adjuvante
completo de Freund, em ratos, que foram tratados com indometacina (1 ou 2 mg/Kg
de peso corporal) e/ou vimpocetina (20 mg/Kg de peso corporal), durante trés
semanas. A vimpocetina apresentou potentes efeitos anti-inflamatérios e
antinociceptivos, que foram iguais ou superiores aos da indometacina, farmaco usual
no tratamento da artrite reumatoide. A vimpocetina também foi capaz de potencializar

o efeito anti-inflamatério da indometacina, quando administradas concomitantemente,
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tornando essa combinacdo muito promissora principalmente quando esta doenca
manifesta-se associada a depresséo e a inflamacao cerebral.

Os efeitos vasculares relacionados ao farmaco, como diminui¢do da agregacao
plaguetaria, a melhora na circulagéo cerebral e maior fluidez dos glébulos vermelhos,
devem-se a inibi¢do da fosfodiesterase-GMPc Ca*/calmodulim-dependente, induzindo
0 aumento dos niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc) (BONOCZK et al., 2000; JINCAI et al., 2014; PEREIRA et al.,
2003).

Mecanismos de acdo antioxidante da vimpocetina estdo sendo sugeridos,
especialmente relacionados a capacidade de neutralizar o radical OH®, formado pela
reacdo de Fenton (HERRERA-MUNDO; SITGES, 2013). Este farmaco pode proteger
0 organismo do ataque das espécies reativas de oxigénio (EROs) e da peroxidacéo
lipidica, protegendo as estruturas e a permeabilidade das membranas biologicas de
alteracdoes que podem resultar em morte celular, através de sua capacidade de
diminuir a formacédo de EROS, como aquelas induzidas por ascorbato/Fe?* (PEREIRA
et al., 2003). RUIZ-MIYAZAWA e colaboradores, em 2015, conduziram um estudo no
gual a vimpocetina foi capaz de reduzir o estresse oxidativo, induzido por um
lipopolissacarideo, na pele da pata de ratos, e o efeito foi observado empregando
diferentes testes, como a capacidade sequestrante de radicais ABTS*, além de
ensaios de reducdo férrica (FRAP) e de glutationa reduzida (GSH). O farmaco
apresentou efeito na reducao dos niveis, que estavam aumentados, do anion radical
superoéxido, nitrito e malondialdeido (MDA). A vimpocetina também apresentou efeito
antioxidante pronunciado, capaz de proteger a rigidez causada nas células,
diminuindo também o vazamento do potassio das células ap6s a utilizacdo de
metossulfato de fenazina, empregado para gerar radicais livres em amostras de
suspensdes de células vermelhas sanguineas de humanos, gerando células
vermelhas rigidas (HORVATH et al., 2002).

Cai e colaboradores, em 2013, realizaram um estudo onde ratos foram
alimentados com dieta normal ou dieta com alto teor de colesterol por 16 semanas, e,
durante este tempo, 0s animais receberam, via intraperitoneal, vimpocetina (5 mg/kg)
ou veiculo. Apés esse periodo, a formacdo da lesdo arterosclerética, a pressao
arterial, o nivel de colesterol, o acimulo de lipoproteina de baixa densidade oxidada
(ox-LDL), entre outros parametros, foram analisados. Os resultados demonstraram

gue a vimpocetina pode, através da diminuicdo de receptores de ox-LDL, como o
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receptor LOX-1, e da inibicdo da captagao ox-LDL, reduzir parcialmente a deposi¢cao
lipidica e a lesdo causada pela aterosclerose em ratos. Neste estudo, ficou
evidenciado que os animais tratados com vimpocetina apresentaram melhores
resultados.

Estudos relataram também acdo anticonvulsivante da vimpocetina (GOMEZ et
al., 2014; NEKRASSOV; SITGES, 2008; PATYAR et al., 2011; SITGES et al., 2006;
SITGES et al., 2011; SITGES; ALDANA; REED, 2016; ROSA, 2017). Em 2004, Sitges
e Nekrassov avaliaram a atividade anticonvulsivante da vimpocetina, em porcos-da-
india, induzida por 4-aminopiridina (4-AMP). Os resultados demonstraram que o
farmaco foi capaz de impedir as mudancas na eletroencefalografia (EEG) dos animais,
utilizando doses de 2 mg/Kg, confirmando, assim, o efeito anticonvulsivante relatado.
Os mesmos autores induziram convulsdes utilizando pentilenotetrazol (PTZ), também
em porcos-da-india, e avaliaram através de EEG que a vimpocetina demostrou um
potencial efeito anticonvulsivante, com doses de 2 mg/Kg (i.p) suficientes para impedir
completamente as mudancas no EEG dos animais (NEKRASSOV; SITGES, 2004). A
vimpocetina apresentou novamente um potente efeito antiepiléptico apds ser
administrada pela via intraperitoneal, em porcos-da-india, em uma dose de 3 mg/kg,
sendo capaz de apresentar efeito em doses menores comparadas com outros
farmacos empregados para este fim, como a carbamazepina (NEKRASSOV; SITGES,
2008). Tem-se avaliado sua possivel utilizacdo no tratamento da epilepsia devido a
essas vantagens, além de ajudar a melhorar a memoria (SITGES et al., 2006).

Sitges e colaboradores, em 2011, demonstraram que a vimpocetina € capaz de
inibir a liberacéo de glutamato induzida pelo agente convulsivante 4-AMP, reduzindo,
assim, as convulsdes. Também foi descrito que as convulsdes foram reduzidas em
uma concentracdo menor do que a de outros farmacos amplamente utilizados para
este fim, como a carbamazepina, sugerindo que a vimpocetina poderia ser mais
potente, além de reduzir a perda auditiva oriunda do uso de antiepilépticos classicos
(NEKRASSOQV; SITGES, 2008; SITGES et al., 2006).

Um estudo comparativo da vimpocetina com outros antiepilépticos classicos
(carbamazepina e acido valproico) foi conduzido, onde as expressdes de citocinas
pré-inflamatérias IL-18 e TNF-a, em hipocampos de ratos, foram avaliadas, sendo
gue, quando estdo em niveis aumentados, podem indicar epilepsia em modelos
animais. As expressbes de ambos os marcadores, em condi¢bes basais, foram

reduzidas quando a carbamazepina e a vimpocetina foram empregadas,
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diferentemente do acido valproico que ndo obteve resultados satisfatorios. Assim, 0s
pesquisadores concluiram que a carbamazepina e a vimpocetina possuem efeitos
anti-inflamatdrios cerebrais eficazes na prevencdo de crises epilépticas (GOMEZ,;
BUIJS, SITGES, 2014).

Antiepilépticos usuais (levetiracetam, carbamazepina, fenitoina, valproato,
lamotrigina, oxcarbamazepina, topiramato), a vimpocetina e o0 antidepressivo
sertralina foram testados, em hipocampos isolados de ratos, quanto a capacidade de
aumentar o Ca?* induzido por 4-AMP. O aumento de Ca?* foi inibido seletivamente
pela sertralina e vimpocetina, efeito também visto para os demais anticonvulsivantes.
No entanto, essa atividade nao foi observada para o levetiracetam, acido valproico e
topiramato (SITGES; CHIU; REED, 2015).

Apesar das vantagens da vimpocetina, a mesma possui baixa solubilidade em
agua, apresenta reduzida biodisponibilidade oral (~6,7% em jejum), além de curta
meia-vida (cerca de duas horas), extenso metabolismo de primeira passagem,
transformando-se em seu principal metabdlito (acido apovincaminico), e apresenta,
ainda, lenta dissolucdo no trato intestinal, impactando negativamente em seu uso
clinico (BONOCZK et al., 2000; GRANDT et al., 1989; KATA; LUCACS, 1986; XU et
al., 2009; ZHUANG et al., 2010). Para superar essas dificuldades, varias tentativas
tém sido feitas, como a formacao de sais de vimpocetina com citrato e fosfato (CALVO;
MANRESA, 1988), sua complexacdo com ciclodextrinas (RIBEIRO et al., 2005),
associacao a nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS; LUO et al., 2006), prolipossomas
(XU et al., 2009), carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN; ZHUANG et al., 2010)
ou micelas poliméricas (EL-DAHMY et al., 2014).

3.2 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

A nanociéncia estuda as propriedades dos materiais na escala do nanémetro,
e a nanotecnologia € o emprego deste conhecimento para a obtencéo e controle de
nanomateriais com objetivos praticos e/ou comerciais (SOPPIMATH et al., 2001;
TOMA; ARAKI, 2005). Dentre os sistemas carreadores de farmacos descritos na
literatura, os sistemas nanoparticulados poliméricos tém atraido interesse na
aplicacdo medicinal por serem altamente promissores no desenvolvimento e no

aperfeicoamento de produtos destinados a saude e séo, ainda, uma alternativa para
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superar desvantagens que restringem o uso clinico de moléculas ativas (DIMER et al.,
2013; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

As nanoparticulas poliméricas podem ser definidas como dispersbes de
particulas so6lidas com um tamanho na gama de 10 a 1000 nm. A substancia ativa é
dissolvida, aprisionada, encapsulada ou retida em uma matriz ou nucleo (BHOKARE
et al., 2015; COUVREUR et al., 2002). Conforme a composi¢cao e o método utilizado
para a preparacdo, pode-se obter nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocapsulas,
também descritas como nanovesiculas (Figura 2), sdo sistemas constituidos por um
nacleo oleoso ou aquoso envolto por uma camada de polimero, sendo que o farmaco
pode estar dissolvido no nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. As nanoesferas
séo sistemas matriciais, ndo havendo nucleo na sua constituicio (COUVREUR et
al., 1991, FRANK et al., 2015; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Dentre
as vantagens, estéo o controle de liberagéo do farmaco, direcionamento até o local de
acao, manipulacédo do tamanho e controle de superficie das particulas, favorecendo a
administracao parenteral, melhoria da estabilidade quimica e biolégica, possibilidade
de incorporacdo de substancias tanto hidrofilicas quanto lipofilicas, além da
capacidade de serem administradas por varias vias como oral, pulmonar, parenteral,
oftalmica e topica. Nanoparticulas poliméricas, em geral, sdo mais estaveis em fluidos
biologicos quando comparadas com outros sistemas nanométricos (ALVES et al.,
2005; BHOKARE et al., 2015; MASSERINI, 2013; RONEY et al., 2005).

Figura 2 - Representacdo esquematica de nanoparticulas poliméricas

Nanocapsulas I I Nanoesferas l

Flrmacy

Fonte: Préprio autor

As nanocapsulas sao constituidas, geralmente, por uma substancia ativa de

interesse no encapsulamento, um 6leo, um polimero, e um ou dois tensoativos (de
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alta e baixa hidrofilia), que sdo importantes para a estabilizagdo dos sistemas
formados, prevenindo ou retardando a aglomeracao das particulas.

Diferentes polimeros vém sendo utilizados na preparacdo de nanocapsulas,
como sintéticos [poli(acido lactico-co-acido glicdlico) (PLGA), poli(cianoacrilato de
alquila) e poli(€-caprolactona) (PCL)], de origem natural (quitosana, albumina e
gelatina) ou semissintética, como a etilcelulose (BOLSON, 2015; COUVREUR et al.,
2002; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010; NOGUEIRA et al.,, 2016; WILSON et al., 2014). Para a
administracdo oral, o polimero deve ser obrigatoriamente biocompativel e, para as
vias parenterais, deve ser também biodegradavel (GUTERRES; SCHAFFAZICK;
POHLMANN, 2007; RONEY et al., 2005).

A escolha do nucleo oleoso tem grande importancia no desenvolvimento de
nanocapsulas, pois pode interferir no tamanho e na capacidade de encapsulamento
da substancia ativa, dependendo de suas propriedades como viscosidade,
concentracdo e tensdo interfacial. Para a escolha do oOleo, deve-se levar em
consideracdo a auséncia de toxicidade, boa capacidade de dissolucdo da substancia
ativa a ser encapsulada, e, ainda, o 6leo ndo pode solubilizar o polimero formador das
particulas. O TCM tem uma grande capacidade de solubilizar farmacos e é
usualmente utilizado na preparacdo de sistemas nanoparticulados (BADEA et al.,
2015; COUVREUR et al., 2002; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007;
MORA-HUERTAS et al., 2012; SANTOS et al., 2014; SCHAFFAZICK et al., 2003a).

Quanto aos métodos de preparacdo das nanocapsulas, podem ser baseados
na polimerizacao in situ de mondémeros dispersos ou na precipitacdo de polimeros pré-
formados. O método baseado em deslocamento de solvente (self-assembling),
também conhecido como nanoprecipitacdo (nanoparticulas/nanoesferas) ou
deposicao interfacial de polimero pré-formado (para nanocapsulas), fundamenta-se
em uma fase organica, contendo um solvente miscivel em agua, um polimero
(natureza sintética, semissintética ou natural), um 6leo (nanocapsulas), a substancia
ativa e um tensoativo de baixo equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL; opcional), além de uma
fase aquosa, constituida por agua e um tensoativo de alto EHL. A fase organica é
vertida na fase aquosa, assim, o polimero, insolivel na fase aquosa e no 0dleo,
precipita na interface e, por fim, o solvente organico € evaporado sob pressao reduzida
para ajuste final da concentracdo do farmaco (figura 3). A formacgdo das nanocapsulas

ocorre instantaneamente no momento em que a fase organica é vertida, através de
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um funil, sobre a aquosa. Este método apresenta como vantagens a simplicidade,
didmetros de particulas de aproximadamente 200 nm, a possibilidade de obtencéo de
monodisperséo do sistema e a auséncia de mondmeros residuais (COUVREUR et al.,
2002; FESSI et al., 1989; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Os produtos
originais, independentemente do metodo utilizado, sdo suspensbes coloidais
aquosas, que podem ser administradas por via oral ou parenteral, ou, ainda,
incorporadas em formas farmacéuticas semissélidas (SCHAFFAZICK et al, 2003a).
As suspensfes também podem ser transformadas em formas farmacéuticas solidas
como pos, através de processo de desidratacdo, como a liofilizacdo (RIBEIRO et al.,
2016; SCHAFFAZICK et al., 2003) ou secagem por aspersao/spray-drying (RIBEIRO
et al., 2016) ou até mesmo incorporadas em comprimidos (FRIEDRICH et al., 2010;
PINHEIO, 2016).

Figura 3 - Representacao esquematica do método de deposicao interfacial de
polimero pré-formado.
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Fonte: Préprio autor

Devido a complexidade dos sistemas coloidais, iniameras técnicas de
caracterizacao fisico-quimica sdo necessarias para avaliar estes sistemas, pois
verificam a adequacdo dos mesmos as aplicacdes delineadas. A avaliacéo
macroscopica das suspensdes é realizada através da observacado do fluido branco
opaco, com um reflexo azulado (efeito Tyndall), e a avaliagdo morfologica pode ser
feita através de microscopia eletrénica, onde as nanocapsulas apesentam geralmente
forma esférica (COUVREUR et al., 2002; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN,
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2007). O tamanho médio de particulas pode ser determinado por espalhamento de luz
dindmico/espectroscopia de correlacéo de foétons, detectando o raio hidrodindmico das
particulas através do movimento browniano das mesmas na suspensdo coloidal
aquosa. Para avaliacbes mais eficientes quanto a possivel presenca de particulas
maiores, é possivel fazer uma analise granulométrica dos sistemas por difracéo a laser
(BOOTZ et al., 2004; COUVREUR et al., 2002). O IPd também pode ser determinado
por espectroscopia de correlacdo de fétons e o span por difracdo a laser, esses
parametros demonstram a homogeneidade do sistema, ou seja, quanto menor o valor,
menor a variacao de tamanho encontrada. O potencial zeta, determinado por técnicas
de eletroforese, reflete o potencial elétrico de superficie das particulas, sendo que este
parametro é influenciado pelos diferentes componentes das nanocapsulas, como o
polimero e os tensoativos utilizados e pelo pH do meio. Quanto maior o valor do
potencial zeta, em modulo, melhor tende a ser a estabilidade do sistema, ja que reduz
a tendéncia a agregacao. Porém, um valor de potencial zeta baixo pode néo indicar
uma baixa estabilidade, pois existem outros mecanismos de estabilizacdo, como a
estérica (CORANDINI et al.,, 2014; COUVREUR et al.,, 2002; GUTERRES;
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003a).

O pH é um critério importante para avaliacdo fisico-quimica das suspensoes,
visto que alteracdes em seus valores podem estar associados a degradacdo do
polimero ou de outros componentes da formulacdo, sendo, portanto, uma avaliacédo
atil no monitoramento da estabilidade dos produtos obtidos (GUTERRES et al., 1995).

A eficiencia de encapsulamento (EE) descreve o percentual de farmaco
presente no interior/superficie das nanoestruturas em relacdo ao total de farmaco
adicionado para a preparacdo das mesmas. A avaliacdo desse parametro é
fundamental e a técnica mais comumente utilizada para a separacao do farmaco livre
do associado é a ultrafiltracdo-centrifugacédo, a qual utiliza uma membrana para a
separacdo entre a fase aquosa dispersante e as estruturas coloidais, sendo que a
fracdo livre do farmaco é determinada no ultrafiltrado. Por fim, a eficiéncia de
encapsulamento é calculada através da diferenca entre o teor total de farmaco
existente na suspensdo e a concentracado de farmaco livre no sistema (COUVREUR
et al., 2002; SCHAFFAZICK et al, 2003a).

A avaliacdo da cinética de liberagcdo da substancia ativa presente nos sistemas
nanoestruturados é muito importante, sendo que o método mais utilizado para essa

andlise é o de difusdo em sacos de dialise convencional, onde o farmaco liberado das
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nanoestruturas difunde através de uma membrana de dialise para o compartimento
exterior. Ressalta-se que as nanoestruturas apresentam tamanho reduzido e, assim,
uma grande area superficial de contato, neste sentido, as propriedades quimicas,
fisicas e biolégicas das formulagdes acabam sendo alteradas, fato que pode modificar
a farmacocinética e farmacodindmica da substancia ativa encapsulada (SOUZA,
2014). Diferentes estudos jA demostraram que nanoparticulas podem melhorar a
absorcéo de farmacos através de barreiras biolégicas, como intestinal ou mesmo a
BHE, inclusive podendo libera-los em locais especificos (LEYVA-GOMEZ, et al.,
2014), além de proporcionar liberacdo lenta e gradual, ou seja, controlada da
substancia ativa associada (RIBEIRO et al., 2016; RIGO et al., 2014; SANTOS et al.,
2014).

3.2.1 Processo de liofilizagcdo de nanoparticulas

A liofilizacdo é uma operacdo de desidratacdo envolvendo congelamento
seguido da sublimacédo do gelo, sob vacuo, que consiste na passagem da agua do
estado solido diretamente ao de vapor. A liofilizacao pode auxiliar na estabilizacéo das
nanoparticulas e, na literatura, sdo encontradas varias formas de congelamento, o
gual é considerado o ponto mais critico do processo (ALI; LAMPRECHT, 2014;
BOLSON, 2015; BAZYLINSKA et al., 2014; DADPARVAR et al., 2014), tais como
armazenamento em freezer a -20 °C (SCHAFFAZICK et. al., 2003b), -45 °C
(ABDELWAHED et al., 2006) e -70 °C ou em nitrogénio liquido a -196 °C (CHACON
et al., 1999).

A agregacado de nanoestruturas pode ocorrer apos a liofilizacdo, em funcéo do
maior contato entre elas durante o congelamento (estado sélido), e, em alguns casos,
pode ocorrer a fusdo das mesmas. Desestruturacdes/modificacBes na morfologia dos
coloides podem ocorrer devido as baixas temperaturas empregadas para o
congelamento, sendo que a formacao de cristais de gelo pode provocar um estresse
mecanico nas particulas. A adicdo de adjuvantes ou crioprotetores na formulacéo a
ser liofilizada €, na maioria das vezes, necessaria para evitar que as baixas
temperaturas possam alterar as propriedades fisico-quimicas das particulas
(ABDELWAHED et al., 2006; ALI; LAMPRECHT, 2014).

Os acUcares sdo 0s crioprotetores mais comuns encontrados na literatura,

entre eles destaca-se a trealose, lactose, glicose, sacarose e o manitol (ALI,
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LAMPRECHT, 2014; DADPARVAR et al, 2014; HIRSJARVI; PELTONEN;
HIRVONEN, 2009; KONAN et al., 2002; SAEZ et al., 2000). As concentracdes de
crioprotetor podem variar de 2% até 30% (p/v), conforme a composicao da formulacdo
(BAZYLINSKA et al., 2014; BOLSON, 2015; STRICKLEY, 2004).

Dadparvar e colaboradores (2014) desenvolveram nanoparticulas de albumina
HI-6 que foram, posteriormente, liofilizadas utilizando como crioprotetores manitol,
sacarose ou trealose (1%, 2% e 3% p/v). Ap6s o processo de liofilizagdo, o tamanho
das particulas aumentou, independentemente do tipo e da concentracdo de
crioprotetor utilizado. Para o estudo de estabilidade, foi escolhida a formulagcédo que
utilizou trealose (3% p/v), a qual foi armazenada (-20 °C, 4 °C, 20 °C e 40 °C) durante
3 meses. Observou-se que o tamanho de particulas nao diferiu significativamente nas
temperaturas de -20 °C, 4 °C e 20 °C, enquanto que, para a temperatura de 40 °C,
ocorreu aglomeracgéo das particulas, aumentando o tamanho significativamente. Em
relacdo ao teor durante o armazenamento, verificou-se que, na temperatura de -20
°C, ndo houve degradacao significativa, enquanto que, para as outras temperaturas,
o teor decresceu significativamente ao final do estudo.

Santos e colaboradores (2014) desenvolveram suspensdes de nanocapsulas
contendo clotrimazol, utilizando o polimero catidnico Eudragit® RS 100 e 6leo de coco
como nucleo, com objetivo de avaliar o potencial das formulacdes frente a candidiase
vaginal. Para a avaliacdo da morfologia das nanocapsulas, empregando microscopia
eletrbnica de varredura, procedeu-se a liofilizacédo prévia das formulagdes, utilizado o
crioprotetor trealose, sendo, entdo, possivel observar a presenca de nanoestruturas

esféricas nas amostras.

3.3 NANOESTRUTURAS CONTENDO VIMPOCETINA

NLS contendo vimpocetina foram preparadas com a finalidade de melhorar a
biodisponibilidade oral do farmaco. Foram avaliadas as caracteristicas fisico-
guimicas, onde se obteve potencial zeta de -17 mV a -40 mV, tamanho médio de
particulas de 70 a 200 nm e eficiéncia de encapsulamento de 97% a 99%. Apds seis
meses e um ano de armazenamento a 4 °C, as formulagdes selecionadas mantiveram-
se estaveis com uma reducdo minima (~2%) na eficiéncia de encapsulamento. As

nanoparticulas proporcionaram uma melhora significativa na biodisponibilidade da
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vimpocetina, em comparacao ao farmaco livre, apés analisado o perfil farmacocinético
em ratos Wistar (LUO et al., 2006).

Sistemas baseados em prolipossomas foram desenvolvidos e apresentaram
tamanho médio de particulas de 300 nm e eficiéncia de encapsulamento de 86,3%
para vimpocetina, cuja biodisponibilidade oral foi aumentada devido a essa
associagao, em coelhos (XU et al., 2009).

Zhuang e colaboradores, em 2010, descreveram CLN com a finalidade de
melhorar a biodisponibilidade oral da vimpocetina. Através do método de
homogeneizacéo a alta presséao, o farmaco foi incorporado aos carreadores, 0s quais
apresentaram tamanho médio de particulas de 107 a 177 nm, eficiéncia de
encapsulamento de 83% a 95%, de acordo com o lipidio utilizado, e potencial zeta de
-13 mV a -25 mV, dependendo do tensoativo. Quanto a morfologia, analisada por
microscopia eletrbnica de transmisséo, as particulas mostraram-se esféricas. A
vimpocetina apresentou um perfil de liberagéo sustentado, ficando retida ao sistema,
sem efeito burst (pH 6,8). O estudo de farmacocinética in vivo mostrou que a
biodisponibilidade relativa da formulacdo foi de 322% em comparagcdo com uma
suspensao controle (suspensdo de vimpocetina preparada pela dispersdo de
comprimidos comerciais em uma solucao de 0,5% de carboximetilcelulose sédica),
em ratos Wistar, apos administracao oral. Este estudo p6de demonstrar que o veiculo
lipidico nanoestruturado seria uma opcdo em potencial para aumentar a
biodisponibilidade oral do farmaco.

Um estudo, conduzido por El-Dahmy e colaboradores (2014), descreveu a
incorporacdo da vimpocetina em micelas poliméricas, utilizando copolimeros de
diferentes EHL, objetivando o aumento médio in vivo de permanéncia do farmaco apos
a administracdo intravenosa. A formulagcéo otimizada apresentou tamanho médio de
particulas de 161,50 nm, IPD de 0,21, potencial zeta negativo (-22,42 mV) e eficiéncia
de encapsulamento de 50,74 %. Os processos de liofilizacdo, utilizando manitol, e de
esterilizacdo também se mostraram favoraveis, ndo afetando as caracteristicas das
formulacdes originais. Quando realizados testes in vivo (em coelhos), a formulacéo
gerou valor de meia-vida/tempo médio de residéncia da vimpocetina mais elevado em
comparacao a um produto comercial.

Em um estudo realizado por Bolson (2015), foram preparadas nanocapsulas
com vimpocetina (1 mg/mL) pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-

formado, utilizando etilcelulose como polimero e 6leo de coco ou TCM, para compor
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0 nacleo oleoso. As nanocpsulas apresentaram elevada eficiéncia de
encapsulamento (proximo a 100%), potencial zeta negativo (entre -18 e -24 mV), IPd
menor que 0,2 e diametro inferior a 200 nm. Esses sistemas também foram capazes
de controlar a liberagéo da vimpocetina, in vitro, sendo a velocidade e o mecanismo
de liberacéo influenciados pelo tipo de 6leo/peso molecular do polimero. Outro estudo
utilizando nanocapsulas de etilcelulose contendo vimpocetina (3 mg/mL) foi realizado,
em que as particulas apresentaram tamanho adequado (138 a 157 nm), baixo IPd, e
elevada eficiéncia de encapsulamento. Esses sistemas foram empregados como
liquido de granulacéo para desenvolver granulados, que apresentaram caracteristicas
fisico-quimicas e tecnoldgicas adequadas, os quais foram empregados para a
preparacdo de comprimidos de 2,5 mg de vimpocetina. Esses sistemas foram capazes
de controlar a liberagdo desse farmaco (PINHEIRO, 2016).

Rosa, em 2017, desenvolveu suspensdes de nanocapsulas contendo
vimpocetina (0,5 mg/mL), utilizando PCL como polimero e TCM ou 0leo de abacate
como nucleo, pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado. As
particulas apresentaram tamanho nanométrico (200 a 2011 nm), IPd de 0,12 a 0,13,
potencial zeta negativo, teor proximo a 95% e elevada eficiéncia de encapsulamento.
As nanocapsulas desenvolvidas demonstraram controlar a liberacdo do farmaco e as
suspensdes produzidas com TCM apresentaram efeito antioxidante superior a do
farmaco livre, pelo método de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS). Foi
realizado, ainda, um estudo em modelo animal de convulsdo induzida por
pentilenotetrazol (PTZ), e os resultados demonstraram que as suspensodes produzidas
com TCM foram capazes de melhorar o efeito anticonvulsivante do farmaco livre, na
dose de 5 mg/kg, quando administradas intraperitonealmente 30 minutos antes da

injecdo de PTZ.

3.4 POLI(E-CAPROLACTONA) COMO POLIMERO NA PREPARACAO DE
NANOPARTICULAS

O polimero PCL (Figura 4) é um poliéster alifatico, semicristalino,
biocompativel, biodegradavel e ndo toxico, que possui lenta degradacao e elevada
permeabilidade para muitos farmacos, sendo adequado para quando se deseja uma
liberagdo prolongada da substancia ativa (BEHERA et al., 2012; SINHA et al., 2004).

Ele é degradado por hidrolise de suas ligacdes éster em condi¢fes fisiologicas e,
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devido a isto, recebeu uma grande atencao para o seu uso em sistemas de liberacéo
de farmacos (KUMARI et al., 2010). Varios estudos de nanoparticulas desenvolvidas
com PCL, para liberagéo cerebral, podem ser encontrados na literatura (BENVEGNU
et al.,, 2012; KANAZAWA et al., 2011; LIU et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016;
VIEIRA et al., 2016; XIN et al., 2011).

Considerando o] ponto de vista farmacéutico,
suspensdes de nanocdpsulas de PCL sdo formulacBes versateis, uma vez que
estudos vém demonstrando sua utilizacao tanto na forma liquida, quanto incorporadas
em formas de dosagem semissélidas, como hidrogéis, além de pds, granulos e
comprimidos, os quais foram viaveis e a sua estrutura tende a permanecer intacta,
independentemente da técnica utilizada para secagem. Dentre as principais
vantagens que tém sido apontadas, para utilizacdo de nanocapsulas de PCL, estdo a
reducdo de efeitos colaterais, distribuicdo mais seletiva nos tecidos e melhores
respostas farmacoldgicas, em comparacdo ao farmaco livre. Além disso, as
nanocapsulas de PCL podem liberar substancias ativas através das barreiras
biologicas, tais como a BHE, proporcionando direcionamento para o cérebro. Estudos
relativos a seguranca de nanocapsulas com PCL foram publicados, mostrando
resultados promissores (POHLMANN et al., 2013).

Figura 4 - Estrutura quimica do polimero PCL

Fonte: Préprio autor

3.5 LIBERACAO CEREBRAL EMPREGANDO NANOPARTICULAS E O USO DE
POLISSORBATO 80 E POLIETILENOGLICOL COMO REVESTIMENTOS

A barreira hematoencefalica (BHE) ou barreira sangue-cérebro (BSC) “separa”

0 sangue circulante dos liquidos cefalorraquidiano e intersticial cerebral, ndo permite
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a passagem de algumas macromoléculas, que normalmente circulam por outros
orgaos e tecidos corporais, e protege o cérebro de toxinas, bactérias e virus. Essa
barreira, em geral, é altamente permeéavel a agua, ao diéxido de carbono, ao oxigénio
e a maioria das substancias lipossolaveis, sendo ligeiramente permeavel aos
eletrolitos e quase totalmente impermeével as proteinas e as macromoléculas
organicas nao lipossoluveis, o que dificulta a obtencédo de concentracdes eficazes de
muitos farmacos no sistema nervoso central (SNC) (GUYTON; HALL, 1996; REIMOLD
et al., 2008). A vimpocetina, farmaco em estudo neste trabalho, j& demonstrou
atravessar a BHE ap0s administracdo intravenosa, atingindo o SNC (BORNOCZK et
al., 2000).

A BHE é formada por células endoteliais dos capilares cerebrais, astrocitos,
perocitos, microglia e neurdnios, com distancia de aproximadamente 20 nm entre elas
(MERTSCH; MAAS, 2002). Essas células sdo unidas por juncbes que possuem
sistemas de transporte de farmacos, nutrientes endodgenos e produtos do
metabolismo. Esses transportes podem ser sistemas mediados por carreadores, por
lipidios e também por transcitose (CORNFORD, 1999). Outros fatores podem
influenciar na passagem de farmacos pela BHE, como a presenca de uma membrana
basal contendo perdcitos, que ajudam na funcdo de defesa e, na superficie mais
externa da base membranosa, astrécitos que secretam um fator de crescimento
soluvel que estabelece e mantém o fendétipo das células endoteliais cerebrais e a
resisténcia elétrica extremamente alta do endotélio (FRICKER; MILLER, 2004). Outro
processo importante, envolvido na passagem através da BHE, € a presenca de
transportadores que podem gerar o processo de efluxo de substancias/farmacos,
como a glicoproteina P (PGP) e a proteina multirresistente (MRP) (MERTSCH; MAAS,
2002).

Para promover a liberacdo de farmacos no cérebro, aumentando a
concentracdo e o efeito terapéutico, foram desenvolvidos diversos tipos de
nanoestruturas, como nanoparticulas poliméricas (KREUTER, 2014), nanoemulsdes
(TAN et al., 2016), NLS (LEYVA-GOMEZ et al., 2014; NAIR et al., 2012), entre outros.

NLS contendo quitosana e carbamazepina, utilizando P80 como tensoativo,
foram desenvolvidas por Nair e colaboradores (2012), com o objetivo de melhorar o
efeito terapéutico do farmaco em crises convulsivas. As formulagbes apresentaram
diametro inferior a 200 nm, e o farmaco associado as nanoparticulas demonstrou

aumento na laténcia para iniciar as crises convulsivas, quando comparado a
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carbamazepina livre e ao controle (administrados via oral), sugerindo, assim, que
esses sistemas seriam adequados para o tratamento de convulsoes.

Diferentes sistemas coloidais foram desenvolvidos contendo clonazepam (NLS
e micelas poliméricas), para auxiliar no tratamento da epilepsia. Foi avaliado o
potencial anticonvulsivante in vivo (via oral e/ou i.p; ratos), além da permeabilidade in
vitro da BHE, em linhagens de células humanas endoteliais cerebrais (hnCMEC/D3).
As formulacfes apresentaram didmetros submicrométricos [16,5 nm (micelas) e 332
nm (NLS)] e potencial zeta negativo. O potencial anticonvulsivante foi avaliado através
de eletroencefalografia (EEG) e estudos comportamentais, sendo que as convulsdes
foram induzidas por PTZ e o tratamento realizado apés 30 min. O efeito
anticonvulsivante do farmaco aumentou quando associado as NLS, porém, néo
ocorreu 0 mesmo com a associacao as micelas poliméricas. Quanto a permeabilidade
do farmaco a BHE, ela diminuiu quando as micelas foram empregadas e aumentou
na presenca de NLS (LEYVA-GOMEZ et al., 2014).

Nanoparticulas de PLGA contendo oxcarbamazepina, um farmaco capaz de
atravessar a barreira placentaria, sem apresentar malformacdo congénita nos fetos,
foram desenvolvidas, para avaliar a permeabilidade das formula¢gdes utilizando
modelos in vitro de membranas [células hCMEC/D3 para BHE e trofoblastos da
placenta humana (células BeWo) para barreira placentaria]l. As particulas
apresentaram tamanhos entre 140 e 170 nm, com potencial zeta negativo e elevada
eficiéncia de encapsulamento. O marcador cumarina-6 foi utilizado no estudo,
demonstrando que a permeabilidade do farmaco livre e a do ativo nanoencapsulado
apresentaram-se semelhantes, entretanto, a liberacdo foi controlada no caso das
nanoparticulas (LOPALCO et al., 2015).

Gayosso, Moreno e colaboradores (2015) desenvolveram lipossomas contendo
nimodipino para liberacdo cerebral, com a intencdo de avaliar a atividade
anticonvulsivante induzida por pilocarpina em ratos (via i.p/apés 30 mim). Os
lipossomas contendo o farmaco apresentaram efeito antiepiléptico superior ao do
nimodipino livre, além de reduzir a toxicidade deste nos animais.

As propriedades de superficie das nanoparticulas desempenham um papel
importante na liberacdo cerebral de substancias ativas (KREUTER, 2014). O P80 é
descrito como um tensoativo nao-idnico (fig 5), usado como material de
revestimento/estabilizante de sistemas carreadores, que se mostrou eficiente no
direcionamento ao SNC (GARCIA-GARCIA et al., 2005; GULYAEV et al., 1999;
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WEISS et al, 2008). Ele esta presente na interface particulas/agua das
nanoestruturas, podendo auxiliar na vetorizacdo até o sitio de acdo, como
demonstrado por alguns estudos, onde nanoparticulas revestidas com este tensoativo
melhoraram a liberac&o cerebral de farmacos e, consequentemente, o efeito desejado
(KREUTER, 2014; WILSON et al., 2014; YUSUF et al., 2012). O P80 poderia atuar
como uma ancora para apolipoproteinas (Apo), principalmente as dos tipos A (A-l), B
e E, e essas interagiriam com receptores endoteliais localizados nos capilares do
cérebro. A Apo A-l interage com receptor classe B tipo | (SR-BI), ja a Apo B e E
interagem com os receptores de LDL (RLP1), sendo que a interagcdo com estes
receptores poderia promover endocitose e transcitose de nanoparticulas através das
células endoteliais, ocasionando a passagem dessas através da BHE e, assim, a
difusdo do farmaco associado para o cérebro (KREUTER, 2014). Outros mecanismos
descritos seriam a difusdo passiva e a fluidizacdo da membrana através da

solubilizagc&o dos lipidios presentes na barreira (JAIN et al., 2014).

Figura 5 - Estrutura quimica do polietilenoglicol e do polissorbato 80
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Fonte: Préprio autor (Polietilenoglicol) e Obradovic e Posa, 2017 (polissorbato 80)

Neste sentido, varios mecanismos tém sido sugeridos e estudados para
explicar o aumento da liberacdo cerebral de moléculas ativas, a partir de
nanoparticulas, incluindo, segundo Kreuter (2014): 1) a retencdo das nanoestruturas
nos capilares cerebrais, gerando aumento do gradiente de concentracdo e, assim,
promovendo o transporte do farmaco; Il) geracdo de um possivel efeito téxico na
vasculatura cerebral; Ill) inibicdo do efluxo, por exemplo, mediado pela glicoproteina
P, em funcgé&o do tensoativo do sistema (como P80); IV) os tensoativos presentes no

sistema poderiam aumentar a permeabilidade da BHE a farmacos, em funcdo da
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solubilizacdo das células endoteliais; V) as nanoestruturas poderiam promover a
abertura das jungdes entre as células endoteliais, e a passagem das mesmas atraves
do endotélio poderia ocorrer; VI) outro mecanimo, bem aceito, atualmente, seria
baseado na endocitose das nanoparticulas mediada por receptores de
macromoléculas das células endoteliais dos capilares cerebrais, em seguida, ocorreria
a transitose desses coloides; E possivel também ocorrer a combinacido de
mecanismos.

Um estudo realizado por Rodrigues e colaboradores, em 2016, teve como
objetivo a producdo de nanocapsulas de nucleo lipidico, contendo indometacina,
estabilizadas com P80, a fim de verificar a permeabilidade da BHE, apés
administracao intravenosa ou oral da formulacdo. Os pesquisadores sintetizaram um
conjugado do polimero/B-Rodamina e utilizaram fluoresceina como marcador. Um
modelo de glioblastoma foi utilizado para determinar o impacto do uso das
nanocapsulas como um mediador de transporte. Os resultados demonstraram que as
nanocapsulas foram excelentes sistemas de vetorizacdo, sem desestruturacdo da
BHE e com resultado favoravel frente ao glioblastoma. O mecanismo sugerido seria
gue aindometacina poderia regular genes e/ou proteinas que participam da apoptose,
ciclo celular, supressdo tumoral e invasividade, para isso, ela precisaria atingir as
células tumorais, sendo que as nanoparticulas poderiam regular esse transporte,
promovendo a eficacia do medicamento.

Ressalta-se que as nanocapsulas de nucleo lipidico sdo sistemas coloidais
vesiculares constituidos por uma dispersdo de monoestearato de sorbitano em
triglicerideos de cadeia média como nucleo, uma parede polimérica formada de PCL
e, ainda, P80, formando micelas estabilizadoras do sistema (RODRIGUES et al,
2016). A administracao intraperitoneal desses sistemas foi usada com sucesso para
tratar glioblastoma (BERNARDI et al, 2009), doenca de Alzheimer (FROZZA et al,
2013) e esquizofrenia (DIMER et al, 2014; DIMER et al, 2015).

Yusuf e colaboradores (2012) avaliaram a atividade anticonvulsivante de
nanoparticulas poliméricas contendo o antioxidante (-caroteno, revestidas ou ndo
com P80, utilizando PLGA como polimero. As formulacdes apresentaram tamanho
médio de particulas menor que 200 nm, potencial zeta negativo, IPd inferior a 0,5 e
eficiéncia de encapsulamento de 83%. Os testes in vivo, realizados em camundongos,

permitiram observar o efeito anticonvulsivante das nanoparticulas, administradas via
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i.p, sendo este potencializado com o revestimento, demonstrando uma vetorizag&o
cerebral bem sucedida do B-caroteno.

Wilson e colaboradores, em 2014, desenvolveram nanoparticulas de albumina,
contendo gabapentina, com didmetro médio de 141 nm e potencial zeta negativo. As
nanoparticulas foram avaliadas in vivo, com administracdo intraperitoneal, resultando
em aumento na concentracdo de farmaco no cérebro em relagdo ao farmaco livre,
resultados ainda melhores foram observados com as nanoparticulas revestidas com
P80.

Por sua vez, o PEG é formado através da polimerizacao de cadeias de etileno
com agua, que apresenta uma férmula estrutural H{(OCH2CH2),OH, onde o n pode
variar de 4 a 180 e, assim, apresentar pesos moleculares que variam de 190 a 7.000
(HANS; LOWMAN, 2002). Sua estrutura quimica esta representada na Figura 5.

O PEG é utilizado em um processo chamado peguilacéo, que foi desenvolvido
e estudado a partir de 1970, por Abuchowsky e colaboradores. Este processo consiste
na ligacdo covalente de substéncias ativas ou de nanoestruturas as cadeias
poliméricas de PEG, que tanto podem ser lineares como ramificadas, resultando na
diminuicao da hidrofobicidade da superficie do complexo formado (OWENS; PEPPAS,
2006). O PEG dificulta o reconhecimento das nanoestruturas pelo sistema fagocitario
mononuclear, aumentando o tempo de residéncia destas na circulacdo sistémica
(HANS; LOWMAN, 2002). O mecanismo pelo qual o PEG obtém esses resultados é
através da protecao estérica que confere aos sistemas coloidais. As cadeias de PEG
na superficie das nanoparticulas séao flexiveis, organizando-se em conformacéo de
nuvem, que evita a interacdo de outros componentes com a superficie das particulas.
Isso evita a opsonizacdo, diminuindo a adsorcdo de proteinas a superficie das
nanoparticulas e o consequente processo de fagocitose das mesmas (OWENS;
PEPPAS, 2006).

Em um estudo publicado, foi avaliada a relacdo entre as caracteristicas fisico-
guimicas das nanocapsulas de poli(acido latico) revestidas com PEG e ativacdo do
sistema complemento avaliado em funcéo da clivagem do componente do sistema
complemento C3, além da captacao dos sistemas coloidais por macréfagos (células
da linhagem J774A1). Os resultados revelaram que a presenca de PEG diminui a
ativacdo do sistema complemento e o consequente clearance plasmatico por parte

das células do sistema reticulo endotelial. Esses resultados mostraram-se
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proporcionais ao tamanho da cadeia de PEG e a sua concentracdo na formulagéo
(TOSI et al,. 2008).

Em um trabalho objetivando direcionar as nanoparticulas para o SNC, foram
comparadas NP de poli(metoxi-polietilenoglicol  cianoacrilato-co-n-hexadecil
cianoacrilato) com NP de poli(hexadecil cianoacrilato), onde as contendo PEG foram
capazes de vetorizar para o cérebro, enquanto que as sem o PEG néo se direcionaram
para 0 mesmo. Estudos foram feitos para determinar qual o mecanismo de transporte
pelas células endoteliais no cérebro do rato e foi constatado que este transporte foi
mediado pelos receptores LDL, resultando na penetracdo paracelular, das
nanoparticulas com superficie modificada pelo PEG (PATEL et al., 2009).

Nanocapsulas de PCL revestidas com P80, quitosana ou PEG contendo
clozapina, farmaco muito utilizado na esquizofrenia, foram desenvolvidas e testadas
frente a crises psicoticas induzidas por D,L-anfetamina em ratos. O efeito antipsicotico
aumentou com a administracdo de todas as nanocapsulas revestidas avaliadas em
comparacao com a substancia ativa livre, em especial, as particulas revestidas com
PEG e quitosana apresentaram uma duracdo de acdo aumentada em comparacao

com aquelas revestidas com P80 (VIEIRA et al., 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas e outros materiais

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

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

e Agua destilada;

e Agua ultrapura — Mega Purity Water Purification;

e Cetamina — Syntec (Santana de Parnaiba, SP);

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

e Etanol — (Neon, S&o Paulo, SP, Brasil);

e Fluoresceina sodica (Sigma Aldrich; Sdo Paulo, SP, Brasil);

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

e Funil de Buchner;

e Hidroxido de Sodio (Dinamica, Diadema, SP, Brasil);

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

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

e Metanol grau HPLC — Merck (Alemanha);

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

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

e Papel filtro qualitativo, gramatura: 80 g/m?; espessura: 205 ym — J Prolab
(Séo José dos Pinhais, Brasil);

e Polietilenoglicol 4000 — Bela Quimica (Goiania, GO, Brasil);

e Polietilenoglicol 6000 — Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

e Poli(E-caprolactona Mn 10.000) - Sigma Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil);

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

e Trealose - Attivos Magisttrais (Sao Paulo, SP, Brasil);
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e Tris - Sigma Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil);
e Triglicerideos de cadeia média (TCM) — Alpha Quimica (Porto Alegre, RS,

Brasil);
e Vimpocetina (valor declarado 101,16%) — Pharma Nostra (Anapolis, GO,
Brasil).

e Xilasina - Syntec (Santana de Parnaiba, SP, Brasil).

4.1.2 Equipamentos

e Agitador magnético — Tecnal TE-0851;

e Balancga analitica — Shimadzu AUY220;

e Centrifuga MTD llI-Plus — Servilab;

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

e Evaporador rotatério — Buchi Rotavapor R-3;

e MasterSizer® 3000 E — Malvern Instruments;

e Microcentrifuga — Sigma 1-14;

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

e Ultrassom — ALT Sonic Clean 3PA;

e ZetaSizer® Nano series Nano-Zs — Malvern Instrument.

4.1.3 Animais

Para os experimentos in vivo, foram utilizados camundongos Wistar machos,
pesando entre 25-35 g, provindos do biotério central da UFSM.

Os animais, provenientes do Biotério Central da UFSM, foram mantidos em
condi¢cBes ambientais controladas (12:12 h de ciclo claro/escuro, a 24 + 1°C e com
55% de umidade relativa), com livre acesso a 4gua e a comida (Supra®). Todos os
protocolos foram realizados objetivando a minimizacdo do sofrimento, assim como o
uso minimo de animais, os quais foram conduzidos de acordo com normas nacionais
(CONCEA) e internacionais. O protocolo esta aprovado pelo Comité de Etica para

pesquisa com animais da Universidade Federal de Santa Maria (n°® 9040100815), e
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foi realizado em colaboracdo com o professor Dr. Carlos Fernando de Mello do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFSM.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparacao das suspensdes de nanocépsulas contendo vimpocetina

As suspensdes de nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposicéo
interfacial de polimero pré-formado descrito por Fessi e colaboradores (1989). A fase
organica, constituida de PCL (Mx~10.000), éleo (TCM), tensoativo de baixo EHL
(monoestearato de sorbitano — Span® 60), vimpocetina e solvente organico miscivel
em agua (etanol/acetona), foi submetida a agitacdo magnética, a 40°C, até completa
dissolugcéo dos componentes. Posteriormente, a fase organica foi vertida, lentamente,
com auxilio de um funil, sobre uma fase aquosa, contendo estabilizante [P80)/PEG
4000 ou P80/PEG6000 ou apenas P80] e agua destilada. Essa mistura foi mantida,
sob agitacdo moderada, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a
suspensao foi levada ao evaporador rotatorio para eliminacéo do solvente orgéanico e
ajuste do volume da formulacdo e da concentracdo do farmaco (0,5 mg/mL). As
concentragcfes dos componentes foram determinadas segundo testes preliminares e

estdao demonstradas na tabela 1.
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Tabela 1 - Composicao quali-quantitativa das formulagées nanoestruturadas
preparadas no trabalho.

Formulacbes**
NCs-VP-P80 NCs-VP-P80/P4000 NCs-VP-P80/P6000

Constituintes

PCL (g) 0,25 0,25 0,25
Span 60 (9) 0,1925 0,1925 0,1925
TCM () 0,75 0,75 0,75
Vimpocetina (g) 0,0125 0,0125 0,0125
Etanol (mL) 5,00 5,00 5,00
Acetona (mL)* 127,50 127,50 127,50
Agua (mL)* 132,50 132,50 132,50
P80 (g) 0,1925 0,1925 0,1925
PEG 4000 (g) - 0,1925 -
PEG 6000 (g) - - 0,1925

*Apds a concentracdo em evaporador rotativo, o volume final da formulacéo foi de 25 mL,
correspondendo a concentracédo de 0,5 mg/mL de vimpocetina.

*NCs-VP-P80 = suspensdes de nanocépsulas contendo vimpocetina revestida com P80; NCs-
VP-P80/P4000 = nanocéapsulas contendo vimpocetina revestidas com P80 e P4000; NCs-VP-
P80/P6000 = nanocépsulas contendo vimpocetina revestidas com P80 e P6000

Ressalta-se, ainda, que outras formulacdes foram testadas nos estudos de preé-
formulacdo até que fosse definida a composicéo definitiva. Para isso, outros tipos de
polimero e Oleos, além de mudancas na proporcdo de ambos, foram testados, além,
inclusive, de outras concentra¢cdes de farmaco.

Suspensfes de nanocapsulas sem farmaco também foram preparadas para
fins comparativos, da mesma forma como acima descrito, sem a presenca da
vimpocetina na fase organica (NCs-P80; NCs-P80/P4000; NCs-P80/P6000).

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica

Os lotes em triplicata de formulacéo foram analisados logo apd4s a preparacéo,
através dos seguintes parametros: diametro médio de particulas, distribuicdo de
tamanho, dispersidade [indice de polidispersao (IPd), span], potencial zeta, pH, teor

de farmaco, eficiéncia de encapsulamento (EE) e viscosidade relativa.
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4.2.2.1 Determinagcdo do didametro médio de particulas, distribuicdo de tamanho e

potencial zeta

As suspensdes nanoestruturadas obtidas foram caracterizadas quanto ao
didmetro médio e IPd por espectroscopia de correlacao de fétons (espalhamento de
luz dindmico), e potencial zeta por mobilidade eletroforética das particulas através do
equipamento Zetasizer® Nano Series (Zen 3600; Malvern Instruments), apés diluicdo
das amostras (500 vezes) com agua ultrapura (diametro e IPd) ou solucdo aquosa de
NaCl 10 mM (potencial zeta) a 25 °C.

Foram analisados também o tamanho e o perfil de distribuicdo de particulas
empregando o equipamento Mastersizer® 3000E (Malvern Instruments), através de
difracdo a laser. Para isso, as amostras foram dispersas em agua até atingirem o
indice de obscuracéo padrao do equipamento e lidas utilizando o indice de refracao
do polimero PCL (1,59) (LOBATO et al., 2013).

4.2.2.2 Determinacéo do pH

Os valores de pH foram determinados diretamente nas formula¢cdes logo apés
a preparacao, empregando potencidmetro (modelo pH 21; HANNA), previamente

calibrado com solucéo tampéo (pH 4,0 e 7,0).

4.2.2.3 Determinacéo do teor e da eficiéncia de encapsulamento da vimpocetina

Para determinar o teor de farmaco (concentracdo total), a amostra foi diluida
até a concentracdo de 6,0 uyg/mL em metanol, submetida a banho de ultrassom por
30 minutos e centrifugacao a 3.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi filtrado em membrana de 0,45 um e injetado no cromatdgrafo (ROSA, 2017).

Quanto a eficiéncia de encapsulamento, as suspensdes foram submetidas a
técnica de ultrafiltracdo-centrifugacdo (Amicon® Ultra 10,000 MW), a 7.000 rpm (3.615
Xg) por 10 minutos, onde o farmaco livre foi separado das nanoestruturas e analisado
por CLAE-UV. A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada a partir da diferenca
entre as concentracgdes total e livre de vimpocetina, determinadas nas suspensodes de

nanoestruturas e no ultrafiltrado, respectivamente, de acordo com a equagao 1.
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Teor total — Teor livre
EE = x 100
Teor total

Equacéo (1)

4.2.2.3.1 Co-validacdo do método analitico por CLAE-UV para a determinacao do teor

de vimpocetina nas suspensdes de nanocapsulas

A validacéo foi realizada segundo parametros (especificidade, linearidade e
precisdo) preconizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017),
sendo a exatidao inferida (ICH, 2005).

A quantificacdo da vimpocetina, nas suspensdes de nanocapsulas, foi
determinada com base no método desenvolvido por Elbary e colaboradores (2002),
com algumas modificacbes segundo 0 nosso grupo de pesquisa (BOLSON, 2015;
PINHEIRO, 2016; ROSA, 2017), utilizando cromatografia a liquido em fase reversa
(CLAE-UV), empregando deteccdo a 274 nm, fase movel metanol:agua (85:15 v/v),
contendo 0,1% de trietilamina e acido acético glacial para ajuste do pH 7,0, coluna C1s
(Phenomenex-NST-Cig; 250 mm x 4,6 mm; 5 uym; acoplada a pré-coluna C1gs Gemini,
4 x 3 mm, Phenomenex) e vazdo de 1,0 mL/min (cromatdgrafo Shimadzu LC-20A,
Kyoto, Japéao, equipado com bomba modelo LC-20AT, detector UV/VIS SPD-M20A —
arranjo de diodos — PDA e sistema controlador CBM-20A. O volume de injecéo foi de
20 uL e a curva analitica foi feita em metanol (concentragcbdes de 2 a 10 ug/mL).

A especificidade do método foi analisada através da pureza do pico da
vimpocetina, confirmada pelo detector de arranjo de diodos (PDA). Foram feitas
injecbes de amostras das suspensdes de nanocapsulas sem farmaco (NCs-P80; NCs-
P80/P4000; NCs-P80/P6000), comparando-as com 0S cromatogramas das
suspensdes com vimpocetina (NCs-VP-P80; NCs-VP-P80/P4000; NCs-VP-
P80/P6000), a fim de avaliar se os excipientes empregados nas formulacdes poderiam
influenciar na deteccao do farmaco.

Para a linearidade, foram preparadas trés curvas analiticas em metanol, em
trés dias diferentes, a partir de solucdes de referéncia contendo 0,5 mg/mL de

vimpocetina em metanol, constituidas pelas concentrac¢des de 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0
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Mg/mL. Os dados foram avaliados através da regresséao linear, pelo método dos
minimos quadrados (n=3).

Quanto a precisdao do método, a repetibilidade (intra-dia; n=6) e a precisado
intermediaria (entre-dias: n=12) foram efetuadas. O farmaco foi extraido das
nanocapsulas através da preparacao de seis amostras de uma mesma formulacao.
Assim, 120 pL da suspensao foram diluidos em metanol (baldes volumétricos de 10
mL), ultrassonicados por 30 minutos e, apés completar o volume, foram centrifugadas
por 10 minutos a 3.000 rpm, em seguida, o sobrenadante foi filtrado em membrana de
nylon 0,45 ym para analise em CLAE-UV. Os resultados foram expressos através do

desvio padréo relativo (DPR%).

4.2.2.4 Avaliacao da viscosidade das suspensdes de nanocapsulas

Para a avaliagdo da viscosidade das formulagbes, primeiramente, foi
determinada a densidade relativa a agua, a 20 °C, das suspensfes contendo
vimpocetina, utilizando picnémetro (capacidade de 5 mL). O picnémetro vazio foi
pesado em balanca analitica e, em seguida, pesado novamente, contendo a amostra
ou agua. A massa da amostra foi obtida através da diferenca entre o picnémetro cheio
e vazio. A densidade relativa (mg/mL; a 20°C) foi obtida através da razdo entre a
massa da amostra liquida e a massa da agua.

Um viscosimetro de vidro do tipo Cannon-Fenske (n° 25 reto; Vidrolabor) para
liquidos opacos (capilar em formato de U), também conhecido como viscosimetro de
Ostwald modificado, foi empregado para a avaliacdo da viscosidade. Os testes de
densidade e de viscosidade foram realizados como preconizado pela Farmacopeia
Brasileira, 52 edicdo (ANVISA, 2010), para viscosimetros do tipo capilar de Ostwald
modificado. A andlise da viscosidade relativa foi realizada em triplicata, com prévia
ambientacéo do aparato, a 20 °C, utilizando 12 mL de amostra, a qual foi adicionada
cuidadosamente na extremidade A (Figura 6). A mesma ficou em contato com o
viscosimetro por aproximadamente 10 minutos para equilibrar a temperatura do
sistema, em seguida, registrou-se o tempo que a amostra demorou para passar entre

0S meniscos do bulbo B e C.
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Figura 6 - Viscosimetro Cannon-Fenske

A viscosidade relativa foi obtida através da equacao 2:

n2 Equacéo (2)
. tl- dl
tz . dz

n, =

Onde: ni1: viscosidade relativa da amostra; n2: viscosidade do liquido de
referéncia (agua; 1,004 cP a 20°C); t2: tempo de escoamento da agua; dz: densidade
da agua (0,9982 g/mL a 20°C); t1: tempo de escoamento da amostra e di: densidade

relativa da amostra.

4.2.3 Estudo de estabilidade das suspensdes de nanocdpsulas contendo

vimpocetina

Para avaliar a estabilidade das formulacdes, as suspensdes de nanocapsulas,
contendo vimpocetina, foram armazenadas por 90 dias a temperatura ambiente e
protegidas da luz (frascos de vidro ambar).

Em determinados tempos (0, 30, 60, e 90 dias), amostras das formulacdes

foram coletadas e submetidas as analises de pH, diametro médio de particulas, IPd,



49

potencial zeta, diametro médio de volume (Ds3), didametro médio de superficie (Ds,2),

span e teor de vimpocetina presente nas nanocapsulas.

4.2.4 Estudo da cinética de liberacdo da vimpocetina a partir das nanocapsulas

em suspensao aquosa

Os perfis de liberacdo da vimpocetina, a partir das suspensdes de
nanoestruturas, foram obtidos através da técnica de difusdo em sacos de dialise e os
experimentos foram conduzidos em triplicata de lote, seguindo-se condi¢cédo sink,
utilizando como meio de liberacdo tampao fosfato pH 7,4 com 30% de etanol a 37 £ 2
°C (ROSA, 2017). A coleta de amostras do meio de liberacdo, em intervalos de tempo
pré-determinados, foi realizada para a determinacdo da porcentagem de farmaco
liberado, sendo que, para fins comparativos, uma solucao de vimpocetina em metanol
foi também avaliada (0,5 mg/mL).

Neste experimento, os sacos de didlise (MWCO = 12,000 a 14,000 Da, Sigma-
Aldrich) foram cortados (8 cm), preenchidos com 1 mL da suspensdo de
nanocapsulas, equivalente a 0,5 mg de vimpocetina, e fechados com grampos
especificos para esse fim. Apds, os sacos foram colocados em béqueres de 250 mL
(contendo 200 mL de meio de liberagcdo) e mantidos sob agitacdo magnética
moderada, em uma cuba a temperatura de 37 °C. Em intervalos pré-determinados,
foram coletadas aliquotas de 1,0 mL do meio de liberacao e analisadas em CLAE-UV
sob as condi¢des descritas no item 4.2.2.3, alterando-se o volume de injecdo para 50
puL. O volume de meio de liberacéao retirado foi reposto, também a 37 °C. Uma curva
analitica foi preparada, empregando o mesmo meio de liberacdo do experimento, na
faixa de 0,0625 a 3 ug/mL, a partir de uma solucdo méae de vimpocetina em metanol.

Os perfis de liberacdo in vitro da vimpocetina foram analisados através de
modelagem matematica (Scientist 2.0 sofware - MicroMath®, USA), empregando
modelos dependentes [ordem zero ou primeira ordem (monoexponencial-equacgao 3
ou biexponencial)] e Lei da Poténcia/Korsmeyer-Peppas — equacao 4. O modelo mais
adequado foi escolhido baseando-se no maior coeficiente de correlacdo (r), maior
critério de selecdo de modelo (MSC), melhor ajuste gréfico e avaliacdo dos critérios

estatisticos de estimativa de parametros.
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C = C,. e~ *t (monoexponecial) Equacéo (3)
f: = a.t™ (modelo de Korsmeyer-Peppas) Equacéo (4)
typ = % Equacéo (5)

Onde, C é a concentracdo no tempo t, Co € a concentracgéo inicial do farmaco,

k € a constante de velocidade de liberacéo, t,,, € o tempo para liberar 50% do farmaco

em estudo (equacgédo 5), f; é a fracao de farmaco liberada no tempo t (horas), “a” é a
constante que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do sistema de

liberagcéo e “n” é o expoente que indica o mecanismo de liberacéo do farmaco.

4.2.5 Preparacdo de liofilizados, a partir das suspensfes de nanocapsulas,

caracterizacdo das amostras e estudo de estabilidade

As suspensfdes de nanocapsulas (NCs-VP-P80 e NCs-VP-P80/P6000; (volume
final = 25 mL, n = 3) foram novamente preparadas, conforme método descrito
anteriormente, e adicionadas em frascos de boca larga juntamente com 10,0% (p/v)
do crioprotetor trealose. A mistura foi deixada sob agitacdo magnética até a dissolucao
total do carboidrato, e, apos, foi levada ao freezer para congelamento (-35 °C por 24
horas). Em seguida, as amostras foram inseridas no liofilizador (LIOTOP L 101,
Liobras) para desidratacdo a uma temperatura de aproximadamente -55 °C, durante
24 horas, para a obtencéo dos produtos secos.

A analise morfologica das nanocapsulas, a partir dos liofilizados, foi realizada
empregando um microscopio eletrébnico de varredura (MEV, VEGA3 TESCAN),
localizado no Departamento de Engenharia Quimica da UFSM. Empregou-se uma
voltagem de 20 e 5 kV, para a obtencdo das imagens (2.500X, 5.000X e 10.000X),
apoOs a metalizacao com ouro.

Também, os liofilizados foram ressuspensos em agua ultrapura (3,0 mL), apos
pesagem (NCs-VP-P80 = 0,4677 g e NCs-VP-P80/P6000 = 0,4908 @), visando a
obtencdo da mesma concentracdo dos componentes da suspensao original. As
amostras de cada lote foram mantidas sob agitacdo magnética, durante 30 minutos,
para homogeneizacdo. Na sequéncia, as amostras foram filtradas em membrana
hidrofilica (0,45 um) e levadas para as andlises de tamanho de particulas (Zetasizer®;
diluicdo de 1:500 v/v em relacdo ao p6 recostituido). O indice de ressuspenséo (Si/Si)

foi calculado pela relacdo entre o diametro médio das particulas dos pos apos a
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redispersdo em 4gua (tamanho final) e o didmetro médio das suspensdes (tamanho
inicial). Andlise granulométrica também foi conduzida empregando Mastersizer®
3000E, a partir dos liofilizados ressuspensos, da mesma forma como para as
suspensoes.

Os pos liofilizados foram armazenados em frascos de vidro, com tampa de
rosca, ao abrigo da luz (n = 3), e, nos tempos 0, 45, 60 e 90 dias, foram submetidos a
andlise do teor de farmaco conforme metodologia descrita anteriormente (item
4.2.2.3). Para isso, pesou-se exatamente uma quantidade correspondente ao valor
tedrico de 60 pg do farmaco (concentragdo de 6,0 ug/mL) em um baldo de 10 mL.
Apds, adicionou-se metanol e deixou-se em ultrassom por 30 minutos. O volume do
baldo foi completado com metanol, a amostra filtrada e levada para analise no
cromatografo (CLAE-UV), seguindo a mesma metodologia descrita para as
suspensoes (item 4.2.2.3).

4.2.6 Avaliacdo da alteracdo da permeabilidade da barreira hematoencefalica

(BHE) devido a administracdo das nanoestruturas

Para a realizacao deste estudo, os animais foram divididos em 7 grupos (n=5-

6 animais por grupo) para receberem o tratamento via i.p:

1) Solucéo salina (controle negativo),

2) Veiculo (10% p/v de P80 em agua destilada);

3) Vimpocetina solubilizada no veiculo (10% p/v de P80 em agua destilada);
4) Nanocapsulas revestidas com P80 sem vimpocetina (NCs-P80);

5) Nanocapsulas revestidas com P80 com vimpocetina (NCs-VP-P80);

6) Nanocapsulas revestidas com P80 e P6000 sem vimpocetina (NCs-
P80/P6000)

7) Nanocapsulas revestidas com P80 e P6000 com vimpocetina (NCs-VP-
P80/P6000).

Foi administrada intraperitonealmente (i.p.), em camundongos machos Swiss
(cerca 30 g de peso corporal; MORREY et al., 2008), uma solucdo de fluoresceina
sédica em salina (0,1 mL, 100 mg/mL), e, apdés 30 minutos, ocorreu a administracéo
(i.p.) dos controles ou das suspensfdes de nanocapsulas poliméricas selecionadas,

contendo ou n&o vimpocetina, equivalente a dose de 5 mg/Kg de farmaco.
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Apo6s 30 minutos, os animais foram anestesiados para a coleta de sangue
ventricular, o qual foi centrifugado a 12.000 rpm/10 minutos, o plasma diluido 1:10 em
tampédo PBS e, posteriormente, novamente diluido em acido tricloroacético (TCA) a
20% e deixado a 4°C por 24h. O cérebro foi perfundido com cerca de 150 mL de
tampéo PBS pH 7,2 heparinizado (3.000Ul/L), pesado e homogeneizado com tamp&o
PBS pH 7,2. As amostras de cérebro foram centrifugadas (12.000 rpm/10 min) e o
sobrenadante diluido 1:10 com TCA a 20%, assim como as amostras de plasma.
Todas as amostras foram incubadas a 4°C por 24 h e centrifugadas a 12.000 rpm/15
min para a remocdo das proteinas precipitadas. O sobrenadante foi, em seguida,
removido e diluido 1:10 em volume equivalente de Tris (1M, pH 10).

A fluorescéncia foi quantificada empregando 480 nm e 538 nm,
respectivamente, como comprimentos de onda de excitacdo e de emissdao em
aparelho FlexStation. O grau de permeabilidade da BHE foi medido como a
percentagem (m/V) de fluoresceina sédica por grama de tecido cerebral pela

guantidade desta em um (1) mL de plasma.
4.3 ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica dos dados foi realizada através da andlise de variancia

(ANOVA) e teste de Tukey, considerando p<0,05 como significativo, utilizando

software GraphPad Prism®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS NANOESTRUTURADOS POLIMERICOS
CONTENDO VIMPOCETINA

As formulacbes foram desenvolvidas pelo método de deposicéo interfacial de
polimero pré-formado, descrito por Fessi e colaboradores, 1989. As nanocapsulas
foram preparadas seguindo as propor¢cdes usuais (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010) de componentes, com modificacdes apenas na quantidade de
solvente orgénico, pois foi observado, em testes preliminares, que conforme se
aumentava essa quantidade o tamanho das particulas diminuia, assim como a
distribuicdo destas tornava-se mais estreita. As formulagdes contendo 0,5 mg/mL de
vimpocetina foram constituidas por PCL (Mx~10.000) (1,0%, p/v), pois € um polimero
biocompativel e biodegradavel, por TCM como ntcleo (3,0%, p/v), além de Span 60®
(0,77%, p/v) como tensoativo de baixo EHL, e P80 (0,77%, p/v) ou proporcéo 1:1 de
P80/PEG [PEG com peso molecular médio aproximado de 4.000 ou 6.000 (0,77%,
p/v) + 0,77 % pl/v de P80], como estabilizantes hidrofilicos revestindo a superficie das
nanoestruturas. Para isso, partiu-se de 5 mL de etanol para solubilizar o Span 60° e
127,5 mL de acetona para a solubilizacdo do restante dos componentes da fase
organica, e de 132,5 mL de agua destilada (fase aquosa) para a formacao de 25 mL
de suspensao final, apés evaporacdo do solvente organico e parte da agua.
Macroscopicamente, esses sistemas demonstraram ser homogéneos e sem

precipitados visiveis.

5.1.1 Co-validacdo do método analitico por CLAE-UV para a determinacao do

teor da vimpocetina nas suspensfes de nanocapsulas

Para a quantificacdo da vimpocetina, foi utilizado o método desenvolvido por
Elbary e colaboradores (2002), com algumas adaptacdes (proporcdo da fase
mével/vazao) realizadas por nosso grupo (BOLSON, 2015; ROSA, 2017), o qual foi,
entdo, reproduzido e covalidado para a quantificacdo do farmaco presente nas
suspensdes de nanocapsulas de PCL desenvolvidas neste estudo, segundo os

parametros de linearidade, especificidade e precisdo (BRASIL, 2017; ICH, 2005).
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A especificidade expressa a capacidade que o método tem de medir, sem
interferéncia dos demais componentes da formulacdo ou de impurezas, exatamente a
substancia de interesse (ICH, 2005). De acordo com os cromatogramas sobrepostos
(Figura 7), observou-se que nao houve interferéncia dos constituintes da formulagéo
no pico do farmaco. A especificidade foi ainda confirmada através do detector do tipo
PDA (indice de pureza do pico = 1,000).

Figura 7 - Cromatogramas sobrepostos, obtidos por CLAE-UV, a partir das
formulacdes contendo vimpocetina (NCs-VP) ou ndo (NCs)
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A linearidade deve ser realizada empregando no minimo cinco concentracfes
diferentes e expressa a relacédo diretamente proporcional entre o sinal emitido pelo
equipamento e a concentracdo do farmaco na amostra analisada (BRASIL, 2017; ICH,
2005). Uma relacédo linear foi verificada através da regressdo linear das curvas
analiticas (n=3), descrita pela equacédo y = 41.538x — 9008,8, com coeficiente de
correlacdo de 0,9981, ou seja, 0 método proposto foi linear (ANOVA p<0,05) na faixa
de concentrac&o analisada (2,0 a 10,0 pyg/mL).

Para a analise de preciséo, foi escolhida a formulacdo NCs-VP-P80/P6000 por
representar o sistema mais complexo. A precisdo de um método consiste na avaliacao
dos resultados de uma série de analises da mesma amostra, e deve ser avaliada por
meio da repetibilidade (intra-dia) e da precisdo intermediaria (entre-dias) (BRASIL,
2017; ICH, 2005).

Na tabela 2, os resultados de precisdo obtidos intra e entre-dias para as
suspensdes contendo vimpocetina estdo descritos, nos quais, em todas as analises,
o desvio padrao relativo (DPR) foi inferior a 3,5%, demonstrando que o método é

preciso para o fim proposto.

Tabela 2 - Analise da preciséo

Concentracdo Concentragao Teor DPR

Amostra tedrica experimental (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)

Dia 1 (n=6)* 6,00 5,86 + 0,09 97,62 £ 1,56 1,60

Dia 2 (n=6)** 6,00 584 +0,18 97,32 £2,95 3,03

Entre-dias (n=12) 6,00 585+0,13 97,47 £ 2,25 2,31

*Analista 1; **Analista 2.

Assim, o0 método analitico utilizado para a quantificacdo da vimpocetina,
presente nas suspensdes coloidais preparadas com PCL/P80/PEG, demonstrou-se

adequado, considerando os parametros avaliados.
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5.1.2 Caracterizacéao fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas contendo

vimpocetina

Quanto a analise macroscépica dos sistemas desenvolvidos, observou-se
homogeneidade de aspecto, com coloragcéo branco leitosa e reflexo azulado (efeito
tyndall), ou seja, demonstraram caracteristicas tipicas de suspensfes de
nanocapsulas poliméricas (GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Para a caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados, foram preparadas
triplicatas de lote de todas as formulages, seguindo-se a determinacdo do pH,
diametro medio de particulas, IPd, potencial zeta, diametro médio de volume (Da4,3),
diametro médio de superficie (Dz2), span, teor de vimpocetina presente nas
nanocapsulas e porcentagem de farmaco encapsulado. Os resultados estéo
apresentados nas tabelas 3 e 4, e, na figura 8, é possivel observar os gréaficos de
distribuicdo de tamanho obtidos por espectroscopia de correlacdo de fotons
(espalhamento de luz dinamico). Na figura 9, esta apresentado o potencial zeta obtido

por mobilidade eletroforética.

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes de nanocapsulas (n=3)
contendo vimpocetina (0,5 mg/mL), logo apés a preparacéo

Parametro NCs-VP-P80 NCs-VP-P80/P4000 NCs-VP-P80/P6000
pH 6,74 £ 0,13 6,89 + 0,14 6,50 + 0,06*
Diametro médio (nm) 1943+7,5 205,5+7,9 206,924
Ipd 0,09 + 0,02 0,11 £ 0,02 0,10 £ 0,01
Potencial zeta (mV) -9,12+1,11 -8,05 £ 0,45 -8,23 £ 0,08
D43 (um) 0,77 £ 0,09 0,41 +0,01 0,70 £ 0,26
D32 (um) 0,39 £0,03 0,39 £0,01 0,39 £ 0,01
Teor (%) 98,38 + 1,77 95,84 + 2,56 96,88 + 3,55

*Diferencga significativa entre as formulagées NCs-VP-P80 e NCs-VP-P80/P6000
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Figura 8 - Distribuicdo de tamanho de particulas das suspensfes de
nanocapsulas de PCL contendo vimpocetina (n=3), obtidos através de espalhamento
de luz dinamico
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Tabela 4 — Distribuicdo de tamanho de particulas obtida através de difracéo a
laser

Formulacéao d (0,1) nm d (0,5 nm d (0,9) nm Span*

NCs-VP-P80 0,271 +0,011 0,401 +0,017 0,628 +0,112 0,866 + 0,241
NCs-VP-P80/P4000 0,278 + 0,005 0,403 + 0,007 0,569 + 0,008 0,722 + 0,007
NCs-VP-P80/P6000 0,279 + 0,000 0,406 + 0,004 0,595 + 0,040 0,779 £ 0,090

*Span = Do,e-Do,1/Dos, onde Do,9, Do,1 € Dos correspondem a 90%, 10% e 50% da distribuicdo cumulativa
dos didametros, equivalentes a volume de esferas.
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As suspensdes apresentaram diametro médio de particulas na faixa coloidal
(194 a 207 nm) quando analisadas por espectroscopia de correlacdo de fétons, assim
como quando foram analisadas por difracdo a laser, uma vez que o0 Ds3z e 0 D3y
encontram-se também em dimensdes nanomeétricas (tabela 3), condizente com outras
formulac6es de nanocépsulas preparadas pelo método de deposicao interfacial de
polimero pré-formado (CHARAO et al., 2015; CORADINI et al., 2014; FONTANA et
al., 2014). A técnica de difracdo a laser € uma ferramenta til para a verificacdo de
sistemas unimodais, importante pois pode detectar particulas maiores em sistemas
coloidais, por apresentar uma ampla faixa de medicdo (KECK; MULLER, 2008),
confirmando, assim o carater nanométrico de formulagcfes. Conforme a tabela 4, nota-
se que 90% das particulas apresentaram diametros inferiores a 628 nm. Verifica-se,
ainda, que a presenca do PEG n&o alterou significativamente o tamanho das
particulas (p>0,05; tabelas 3 e 4), como observado também no estudo de Vieira e
colaboradores, em 2016, que prepararam nanocapsulas de PCL contendo clozapina,
revestidas ou ndo com PEG (90% das particulas abaixo de 232 nm). O peso molecular
do PEG também néo influenciou o tamanho médio das nanocapsulas contendo
vimpocetina (tabelas 3 e 4).

Os valores de span e de IPd, idealmente, devem estar abaixo de 2,0 e de 0,2,
respectivamente, para indicar adequada homogeneidade, ou seja, estreita faixa de
distribuicdo de tamanho de particulas do sistema formado (GUTERRES;
BENVENUTTI; POHLMANN, 2012; GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN,
2007; OURIQUE et al., 2014). As nanocapsulas desenvolvidas apresentaram span
entre 0,7 e 0,9 (tabela 4) e o IPd préximo a 0,1 (tabela 3), indicando, assim, que as
suspensdes sdo homogéneas quanto a distribuicAo de tamanho de particulas.
Ressalta-se que é de grande importancia que os sistemas coloidais apresentem IPd
abaixo de 0,2 e diametros de particulas até por volta de 200 nm para administracéo
parenteral e intravenosa (ZHANG; MUROWCHICK; YOUAN, 2011).

Charéo e colaboradores, 2015, desenvolveram nanocépsulas de PCL contendo
melatonina com estreita distribuicdo de tamanho, confirmada através de baixos
valores de IPd (0,09) e de span (1,75), obtidos por espectroscopia de correlacéo de
fétons e por difracdo a laser, respectivamente. laniski e colaboradores, 2015, também
prepararam suspensdes de nanocapsulas utilizando PCL, P80 e PEG 4000, além de
Span 60 e TCM, pelo método de deposicéo interfacial de polimero pré-formado,

contendo meloxican, com adequadas caracteristicas de tamanho 261 + 13 nm e IPd
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0,15 + 0,07. Outro trabalho também mostra o desenvolvimento de nanocépsulas de
nacleo lipidico contendo o antioxidante bixina, através da técnica de deposicédo
interfacial de polimero pré-formado. As nanoestruturas desenvolvidas apresentaram
D43 de 195 + 27 nm e D3, de 138 + 13 nm, além de 190 + 9 nm correspondente ao
didmetro médio de particulas obtido por espectroscopia de correlacdo de fotons
(LOBATO et al., 2015).

A homogeneidade dos sistemas e o didmetro médio de particulas s&o
caracteristicas que podem influenciar na estabilidade dos sistemas durante o
armazenamento, na toxicidade, na capacidade de liberacdo do farmaco e na sua
distribuicdo in vivo, sendo, assim, parametros fundamentais a serem avaliados

guando se desenvolve sistemas nanométricos (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

Figura 9 — Graficos do potencial zeta das formulacdes (n=3)
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Os potenciais zeta observados para as formula¢cées mostraram-se negativos
e proximos, sem diferenca significativa conforme a composicao (p>0,05), indicando
gue a presenca de PEG e seu peso molecular ndo influenciaram neste parametro em
relacdo a presenca apenas de P80 na superficie das particulas. Os valores negativos
refletem a presenca de grupos carboxilicos nas extremidades do polimero, uma vez
que PCL é um poliéster (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). A carga de
superficie, refletida pelo potencial zeta, influencia a interagéo dos coloides com 0 meio
aquoso (CHO et al., 2013; SCHAFFAZICK et al., 2003a). Quanto maior o potencial
zeta, em modulo, maior seria o indicativo de estabilidade, ou seja, menores as
chances de ocorrer agregacdo de particulas, devido a repulsdo eletrostética
(GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007). No entanto, neste trabalho, os
valores de potencial zeta apresentaram-se em torno de -8 a -9 mV. Outros estudos
utilizando a mesma técnica, mas com diferentes compostos bioativos, também
mostraram resultados negativos e baixos, em moédulo, como Coradini e colaboradores
(2014), que produziram nanocapsulas de PCL (nucleo lipidico) com resveratrol e
curcumina (-7,8 £ 0,7 mV), assim como nanocapsulas de PCL contendo licopeno (-
11,5 mV) (Santos et al., 2015). Neste sentido, outros mecanismos de estabilizacao
podem estar envolvidos, como a estabilizacédo estérica, em funcdo do emprego de um
tensoativo ndo-idnico (ex: P80) na interface particulas/agua (RIGO et al., 2015).

No presente estudo, as formulacdes apresentaram valores de pH levemente
acidos, havendo diferenca significativa (p<0,05) apenas entre as formulac6es NCs-
VP-P80/P6000 e NCs-VP-P80/P4000. Esses dados podem ser explicados pela
presenca dos grupos carboxilicos terminais presentes no polimero estudado (RIGO et
al., 2015). A medida do pH pode fornecer informacbes sobre a estabilidade das
formulacdes desenvolvidas, pois modificacdes significativas na faixa de pH podem
indicar alteracdes nos componentes da formulacdo ou, até mesmo, a difusdo do
farmaco das nanoparticulas para o meio aquoso (GUTERRES et al., 1995).

O teor total encontrado para as nanocapsulas foi adequado, acima de 95%,
considerando a concentracgéo tedrica de 0,5 mg/mL, e sem diferenca significativa entre
elas (p>0,05).

A eficiéncia de encapsulamento (EE) correspondeu a 99,94% para NCs-VP-
P80, a 99,95% para NCs-VP-P80/P4000 e a 99,93% para NCs-VP-P80/P6000,
inferindo-se, assim, que o farmaco esta associado as nanocapsulas. A EE do farmaco

nos sistemas nanoestruturados foi de aproximadamente 100% devido,
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provavelmente, a natureza lipofilica da vimpocetina, que por apresentar baixa
solubilidade no meio aquoso, apresentou menos afinidade pela fase externa,
associando-se preferencialmente as nanocapsulas. Valores altos de EE para
vimpocetina (cerca de 99%) foram também encontrados em estudos anteriores do
NOSSO grupo tanto para nanocépsulas preparadas com etilcelulose (BOLSON, 2015;
PINHEIRO, 2016) quanto com PCL (0,5% de polimero e 1,5% de TCM ou 06leo de
abacate; ROSA, 2017). Outros sistemas também apresentaram altas taxas de EE para
este neuroprotetor, como NLS (98%) desenvolvidas por Luo e colaboradores (2006),
micelas poliméricas (95%) (EL-DAHMY et al., 2014) e CLN (94,9%; ZHUANG et al.,
2010).

As suspensdes com PCL/TCM/Span 60 tém sido consideradas um tipo
particular de nanocapsulas, constituidas, na fase interna, de uma dispersdo de
monoestearato de sorbitano e TCM no nucleo, envoltas pelo polimero e estabilizadas
por P80. Estes coloides, por possuirem uma substancia lipidica solida no nucleo (Span
60®), apresentam cavidade com maior viscosidade em relacdo as demais
nanocapsulas, sendo, assim, denominadas de ntcleo lipidico pelos autores (CHARAO
et al.,, 2015; JORNADA et al., 2012; VENTURINI et al., 2011). As suspensdes
desenvolvidas no presente trabalho podem ser consideradas de nucleo lipidico,
porém, algumas séo envoltas também por PEG além de polissorbato 80.

Foi também analisada a viscosidade relativa das formulacfes, com a utilizacao
de um viscosimetro capilar, e, para isso, foi necessario também realizar a
determinacdo da densidade das suspensfes, utilizando picndémetro. A viscosidade
representa a resisténcia de liquidos ao escoamento, sendo que essa provém do atrito
interno (forcas de coesdo entre moléculas relativamente juntas), sendo, assim, a
resisténcia ao deslocamento de parte de suas moléculas sobre outras vizinhas. A
viscosidade da agua (1,004 cP a 20°C) é utilizada como referéncia para a
determinacdo de liquidos de baixa viscosidade, empregando-se os valores de sua
viscosidade conforme a temperatura do ensaio. O poise (P; usualmente cP,
centipoise) é a unidade dindmica (Sistema CGS) de viscosidade, e, no sistema
internacional, a unidade que corresponde ao cP € o mili.Pascal.segundo (mPa.s)
(ANVISA, 2010; LACHMAN, 2001, p.123). Ressalta-se que, no desenvolvimento de
formulacbes nanotecnolégicas, € importante a avaliacdo da viscosidade,
principalmente, quando se trata de produtos destinados a administracdo parenteral

(RIGO et al., 2015). A partir dela, é possivel realizar comparagfes entre 0s sistemas
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desenvolvidos, além de ser também um parametro adicional de controle de qualidade
(YANG et al., 2015).

Os resultados de viscosidade deste trabalho demonstram diferencga significativa
(p<0,05) entre os grupos NCs-VP-P80 e NCs-VP-P80/P6000, de maneira que as
formulacdes revestidas apenas com P80 apresentaram valor de 1,185 + 0,156 cP,
aquelas revestidas com P80/P4000 de 1,492 = 0,166 cP e as revestidas com
P80/P6000 de 1,528 + 0,057 cP. Assim, pode-se observar, na figura 10, que com o
uso do revestimento peguilado e, também, com o aumento do peso molecular do
mesmo, o valor de viscosidade tendeu a aumentar para as formulagdes estudadas.
Estes resultados sdo coerentes, pois a adicdo de mais um componente polimérico
(PEG) ao sistema poderia aumentar a resisténcia ao movimento dos coloides

desenvolvidos, com influéncia do tamanho das cadeias.

Figura 10 - Viscosidade relativa das formula¢cdes de nanocapsulas contendo
vimpocetina. Resultados expressos em média + DP, em triplicata.
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(*) Diferenca significativa entre as formulagées NCs-VP-P80 e NCs-VP-P80/P6000.

Dentre os aparatos disponiveis para avaliacdo da viscosidade, selecionou-se o
viscosimetro capilar Cannon-Fenske n° 25 (para liquidos opacos), adequado para

avaliacdo de fluidos com viscosidade entre 0,5 e 2,0 cP e com comportamento
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newtoniano presumido, além de ser bastante simples, de baixo custo e empregar
pouco volume de amostra (12 mL) (YANG et al., 2015; ROSA, 2017). O estudo de
Eltayebe e colaboradores (2016) relacionou a viscosidade de solucdes (acido
estearico/etilvanilina; 0,82 a 1,18 mPa.s) com o tamanho de NLS (52 a 65 nm), para
aplicacdo no campo alimenticio, empregando viscosimetro Cannon-Fenske n°25.
Recentemente, nosso grupo tem aplicado esse viscosimetro para a comparacdo da
viscosidade de suspensGes de nanocapsulas poliméricas com diferentes
composic¢des. No trabalho de Rosa (2017), foi realizada a analise da viscosidade por
este mesmo método, sendo que suspensdes de nanocapsulas de PCL com TCM
demonstraram menor viscosidade (1,40 + 0,01 cP) em comparacdo aquelas
preparadas com o 6leo de abacate (1,60 + 0,02 cP).

Outros métodos tém sido empregados para a avaliacdo da viscosidade de
nanoformulacdes, com base no uso de viscosimetro rotacional (RIGO et al., 2014) ou
vibracional (TERROSO et al., 2016). Um viscosimetro rotacional foi utilizado por Rigo
e colaboradores (2014) para determinar a viscosidade de nanocapsulas de PCL,
mostrando que as suspensdes preparadas com o 0leo de soja apresentaram o valor
mais baixo (1,36 + 0,01 mPa.s) e aquelas com 6leo de farelo de arroz o mais alto (1,58
+ 0,02 mPa.s).

5.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS
CONTENDO VIMPOCETINA

As nanocapsulas contendo vimpocetina foram armazenadas por 90 dias a
temperatura ambiente e em frascos de vidro ambar para protegé-las da luz. Nos
tempos 0, 30, 60 e 90 dias, aliquotas da suspenséo (triplicata de lote) foram retiradas
para a andlise do pH, diametro médio de particulas, IPd, potencial zeta, diametro
médio de volume (Das3), diametro médio de superficie (Ds2), span e teor de
vimpocetina presente nas nanocépsulas. O estudo de estabilidade é considerado um
dos fatores mais importantes a serem avaliados no processo de desenvolvimento das
formulacdes e auxilia na garantia da seguranca e eficacia de produtos farmacéuticos
(BRASIL, 2005).
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A avaliacgdo do aspecto macroscopico demostrou que as suspensdes
mantiveram-se homogéneas, com coloragédo branca/opalescente e sem a presenca
de precipitados, durante os 90 dias de armazenamento.

A analise do diametro médio de particulas e sua distribuicdo sdo parametros
importantes na avaliacdo da estabilidade fisica dos coloides, pois nestes sistemas
pode ocorrer agregacdo das particulas alterando esses parametros (WU et al., 2011;
GUTERRES et al.,, 1995). Na figura 11, observa-se que nao houve diferenca
significativa nos valores de didametro médio com o passar dos 90 dias, quando as
formulacdes foram analisadas por espalhamento da luz dinamico.

Figura 11 — Diametro médio das suspensdes de nanocapsulas contendo
vimpocetina, em funcdo do tempo (Zetasizer®). Resultados expressos em média + DP,
em triplicata
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As suspensfes também foram avaliadas por difracdo a laser e, como
mencionado no item 5.1.3, essa técnica € mais sensivel para detectar particulas acima
da faixa nanométrica. Assim, o0s resultados demostram que houve diferenca
significativa (p<0,05) no didmetro médio de volume (Da4;3) para todas as formulacdes
somente em 90 dias da preparagéao, indicando agregacao do sistema (figura 12) e que
a presenca de PEG nédo conferiu adicional estabilizagdo estérica aos coloides. O

didmetro médio de superficie (D32; Figura 13) aumentou significativamente (p<0,05)
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apenas para a formulacdo NCs-VP-P80/P6000 em 90 dias de armazenamento.

Ressalta-se que o didmetro Dog também aumentou significativamente em 90 dias,

para todas as formulac¢des [0,628 nm para 10,82 um (NCs-VP-P80); 0,569 nm para
10,73 pum (NCs-VP-P80/P4000); 0,595 nm para 7,43 um (NCs-VP-P80/P6000)]. Os
diametros Do e Dos permaneceram sem apresentar alteracéo significativa (p>0,05)

se comparado ao tempo zero, em todos 0s sistemas.

Figura 12 - Diametro médio de volume (D4,3) das suspensfes de nanocapsulas
contendo vimpocetina armazenadas por 90 dias. Resultados expressos em média *
DP, em triplicata.
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(*) Diferenca significativa em relagdo ao tempo inicial [ANOVA seguida de teste de Tukey

(p<0,05)].
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Figura 13 — Diametro médio de superficie (Ds2) das suspensdes de
nanocapsulas contendo vimpocetina armazenadas por 90 dias. Resultados expressos
em média £ DP, em triplicata.
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(*) Diferenca significativa em relacdo ao tempo inicial [ANOVA seguida de teste de Tukey
(p<0,05)].

Na figura 14, pode-se notar a diferenca nos graficos, com a diminuicdo da

populacdo nanométrica e aumento de populacdo na faixa micrométrica em 90 dias.
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Figura 14 — Gréficos de distribuicdo de tamanho de particulas de um lote de
cada uma das suspensfes de nanocapsulas com sobreposi¢cao dos tempos 0, 30, 60
e 90 (linha roxa=90 dias).
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Quanto a avaliacdo da distribuicdo de tamanho através dos valores de span
(figura 15), esses foram adequados até 30 dias para todos 0s grupos, visto que se
encontram abaixo de 2,0 (0,89 + 0,12 para NCs-VP-P80, 0,72 + 0,01 para NCs-VP-
P80/P4000 e 0,77 = 0,06 para NCs-VP-P80/P6000). Entretanto, houve aumento
significativo aos 90 dias apenas para o grupo NCs-VP-P80 (p<0,05), em relacédo ao
tempo inicial, apesar de haver tendéncia ao aumento para todas as formulacdes,
revelando inclusive altos valores de desvio padrdo ja apés 60 dias para a maioria,
corroborando com a presenca de populacdes micrométricas acima relatada. Por sua
vez, os valores de IPd demonstraram-se adequados visto que estdo abaixo de 0,2 em

todas as formulacfes desenvolvidas apds os 90 dias de armazenamento (figura 16).
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Figura 15 — Valores de span das suspensfes de nanocapsulas contendo
vimpocetina armazenadas por 90 dias. Resultados expressos em média + DP, em

triplicata.
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Figura 16 — indices de polidispersio (IPd) das suspensées de nanocapsulas
contendo vimpocetina armazenadas por 90 dias. Resultados expressos em média *

DP, em triplicata
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A divergéncia de resultados quanto ao comportamento das formulacdes em
funcdo do tempo, em relacéo aos valores de didmetros médios e de distribuicdo de
tamanho (IPd e span), ocorre devido as diferentes metodologias de andlise e seus
principios, sendo que a difracéo a laser (Mastersizer®) é capaz de verificar uma faixa
de leitura granulométrica maior, como mencionado anteriormente, em comparacao
com o espalhamento de luz dindmico (Zetasizer®). Esses resultados reforcam a
importancia da analise por difracdo a laser, para adequado acompanhamento do perfil
granulométrico dos sistemas coloidais durante os estudos de estabilidade.

O potencial zeta apresenta relacdo direta com a estabilidade das formulacdes,
pois a diminui¢do do potencial, em modulo, pode favorecer a agregacao das particulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003a). A figura 17 demonstra os valores encontrados durante
os 90 dias de armazenamento. Ndo houve diferenca significativa nos valores de
potencial zeta (p>0,05) entre o tempo inicial e apos 90 dias de armazenamento para

todas as formulagdes.

Figura 17 — Potencial zeta das suspensdes de nanocapsulas contendo
vimpocetina, armazenadas por 90 dias. Resultados expressos em média £ DP, em
triplicata
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A variacdo de pH em fungdo do tempo esta demonstrada na figura 18, onde

percebe-se que ocorreu uma diminui¢do significativa deste parametro, em todos os
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tempos (p<0,05), durante o armazenamento, independentemente da composi¢céo da
formulacdo. O declinio de pH observado nas suspensdes pode estar relacionado com
a hidrolise do polimero, o PCL, gerando acido €-hidroxicaproico livre (CALVO et al.,
1996) ou devido ao relaxamento das cadeias poliméricas de PCL, que entao levaria a
uma maior exposic¢ao de grupos carboxilicos terminais (RIGO et al., 2015).

Figura 18 — Valores de pH das suspensbes de nanocapsulas contendo

vimpocetina, armazenadas por 90 dias. Resultados expressos em média + DP, em

triplicata.
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(*) Diferenca significativa em relagcao ao tempo inicial.

O teor de farmaco mostrou-se estavel até 60 dias (figura 19), com valor proximo
ao teorico (0,5 mg/mL), sem diferenca significativa em relacdo ao tempo zero nas
formulacdes analisadas (p>0,05), havendo, entretanto, queda significativa apos 90

dias de armazenamento para todas as suspensoées (p<0,05).
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Figura 19 - Teor total de vimpocetina nas suspensdes de nanocapsulas

armazenadas por 90 dias. Resultados expressos em média + DP, em triplicata.
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(*) Diferenca significativa em relacdo ao tempo inicial. ANOVA seguida de teste de Tukey
(p<0,05).
5.3 ESTUDO DO PERFIL DE LIBERA(;AO IN VITRO DA VIMPOCETINA A PARTIR
DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

A cinética de liberacdo in vitro da vimpocetina, a partir das suspensdes de
nanocapsulas, foi realizada através do método de difusdo em sacos de didlise, a uma
temperatura de 37°C, em meio tampao fosfato pH 7,4 e etanol (70:30), sob agitacao
constante, por 72 horas, para as suspensfes de nanocdpsulas, e 12 horas para a
solucdo metandlica de farmaco livre (0,5 mg/mL), sendo respeitada, em todo o
experimento, a condicao sink, garantindo o processo de difusdo da vimpocetina no
meio de liberacdo estudado. O método utilizado apresentou-se especifico, ou seja, o
meio de liberacdo nao interferiu na quantificacdo da vimpocetina. Além disso, o
método mostrou-se linear na faixa de concentracao de 0,0625 a 3,0 ug/mL (ANOVA,
p<0,05), com coeficiente de correlacdo de 0,9999 e equacgao da reta y=102.336x +

248, obtida a partir de 3 curvas analiticas.
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Conforme pode ser observado na figura 20, as suspensfes de nanocapsulas
controlaram a liberacdo do farmaco, quando comparadas a solu¢cdo metandlica de
farmaco livre, sendo que o ultimo completou a sua difusdo em cerca de 12 horas. Por
outro lado, as nanocépsulas, em 72 horas, liberaram 29,65 + 2,02% (NCs-VP-P80),
32,87 + 1,57% (NCs-VP-P80/P4000) e 32,82 + 4,89% (NCs-VP-P80/P6000) de
farmaco, evidenciando a liberagdo significativamente mais lenta da vimpocetina
(p<0,05). Este resultado corrobora com nanocépsulas preparadas com PCL, pois é
um polimero com cristalinidade, por consequéncia, apresenta maior tortuosidade se
comparado a outros polimeros amorfos, o que leva a uma diminuicdo na velocidade
de liberacdo do farmaco estudado (POHLMANN et al.,, 2013). No caso das
nanocapsulas, sendo de nucleo lipidico, devido ao uso do tensoativo monoestearato
de sorbitano (Span 60®) disperso em TCM, o nlcleo também poderia contribuir por
ser mais viscoso, diferentemente das nanocapsulas de ndcleo oleoso convencionais,
em que apresentariam, usualmente, somente a barreira do polimero para realizar a
difusdo do ativo. Além disso, ressalta-se que houve a formacgao de cristais no saco de
didlise, nas formulacdes de nanocapsulas, ao final do tempo de experimento, nédo
sendo viavel a continuagcdo do mesmo.

Um estudo realizado por Rigo e colaboradores (2014), utilizando
monoestearato de sorbitano e diferentes 6leos como nucleo de nanocapsulas
poliméricas de PCL, verificou que ha uma correlacédo entre o indice de consisténcia
do ndcleo lipidico (6leo/monoesterato de sorbitano) e a velocidade de liberacédo do
farmaco, de maneira que quanto maior este indice, maior também foi o controle de
liberacdo. No trabalho de Rosa (2017), suspensdes de nanocapsulas de PCL
contendo vimpocetina (TCM ou 6leo de abacate; P80 e Span 60) liberaram cerca de
45-50% de farmaco apdés 72 h de experimento, empregando 0 mesmo protocolo,
guando as concentracdes de polimero e 6leo foram a metade das usadas no presente
trabalho. Ja o resultado para o farmaco livre foi semelhante (difusdo completa em 14
h).
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Figura 20 - Perfis de liberag&o in vitro da vimpocetina a partir das diferentes
nanocapsulas (NCs-VP-P80, NCs-VP-P80/P4000 e NCs-VP-P80/P6000), em
comparacao a difusdo do farmaco livre (VP). Resultados expressos em média + DP
(n=3)
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A modelagem matematica dos dados foi realizada e o modelo que melhor
descreveu o comportamento de liberacdo foi 0 monoexponecial (equacéao 4), pois
apresentou um coeficiente de correlacdo (r) adequado, alto critério de selecao do
modelo (MSC) e coerente ajuste grafico (figura 21; tabela 4), para todas as
formulacdes. O modelo monoexponecial descreve a liberacdo do farmaco a partir das
nanocapsulas em apenas um estagio, sem efeito burst, e, no caso desse experimento,
isso se deve, provavelmente, a hidrofobicidade da vimpocetina, que ficaria retida no
nucleo dos coloides, corroborando com a alta eficiéncia de encapsulamento obtida
nos sistemas desenvolvidos (<99%).

A meia-vida de liberacéo foi calculada a partir dos valores de k, que demonstrou
nao apresentar diferenca significativa (p>0,05) entre as formulacdes testadas, estando
entre 123 a 138 horas, enquanto que a meia-vida de difusdo do farmaco livre foi de
3,2 horas (tabela 4). A constante de velocidade de liberagéo (k) n&o diferiu significativa

(p>0,05) entre as formulagcdes testadas, indicando que a presenca do PEG néo
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influenciou o perfil de cedéncia da vimpocetina a partir das nanocapsulas de nucleo

lipidico.

Tabela 4 - Parametros calculados através do modelo monoexponecial e Lei da
Poténcia para as nanocapsulas contendo vimpocetina e solucao de farmaco livre (n=3)

NCs-VP-P80

NCs-VP-
P80/P4000

NCs-VP-
P80/P6000

VP LIVRE

Monoexponecial
r
MSC

k (h)
tu (h)

0,9972 +0,0010
5,3950 +0,3721

0,0050 + 0,0004
138,16 £ 10,91

0,9970 + 0,0004
5,4071 +0,1521

0,0056 + 0,0003
124,38 +7,70

0,9945 + 0,0024
4,7992 + 00,4848

0,0058 +0,0012
123,55 + 23,95

0,9967 +0,0014
4,9123 +0,5202

0,2167 +0,0268
3,23+0,42

Lei da Poténcia
r
a
n

0,9998 + 0,0000
0,0294 + 0,0022
0,8260 + 0,0186

0,9986 + 0,0001
0,0186 +0,0011
0,9383 +0,0141

0,9981 + 0,0001
0,0263 +0,0120
0,8712 + 0,0995

Figura 21 — Ajustes graficos do modelo monoexponencial considerando 0s
dados de liberacdo da vimpocetina, a partir das nanocapsulas em relacdo ao farmaco

livre
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O mecanismo de liberacdo do farmaco a partir das suspensdes de

nanocapsulas poliméricas foi avaliado empregando a Lei da Poténcia (Korsmeyer-
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Peppas). Este modelo € simples, utilizado para a analise de formas farmacéuticas
poliméricas e relaciona exponencialmente a liberacdo do ativo com o tempo, muito
utilizado quando o mecanismo ndo € conhecido ou quando ocorre mais de um
fendmeno de liberagcdo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002). Esses processos, para
sistemas de liberacdo esféricos, podem ser classificados de acordo com o expoente
(n) que caracteriza o mecanismo como difusdo Fickiana (caso |) ou Nao-Fickiana
(transporte anémalo ou caso IlI). O caso | ocorre quando o n é inferior a 0,43, 0
transporte anémalo acontece quando o valor de n encontrado € maior ou igual a 0,43
e inferior a 0,85, e, por ultimo, o caso Il ocorre para valores de n maiores ou iguais a
0,85 (RITGER; PEPPAS, 1987).

Como descrito na tabela 4, os valores de n obtidos, neste estudo, demonstram
gue a liberacdo da vimpocetina apresentou um comportamento andémalo na
formulacdo de nanocapsulas revestidas apenas com P80, demonstrando, entéo, que
o sistema depende da eroséao ou relaxamento do polimero seguido pela difusdo do
principio ativo, enquanto que as nanocapsulas revestidas com P80 e PEG
apresentaram comportamento caso Il, onde a liberacdo do farmaco estéa relacionada
aos fendbmenos de intumescimento (relaxamento) do gel, envolvendo a transicéo de
um estado semirrigido a outro mais flexivel (BOLSON, 2015; RITGER; PEPPAS,
1987). Esse fato pode estar, provavelmente, associado ao possivel aumento da
interacdo com o solvente (dgua) em funcdo da presenca das cadeias altamente
hidrofilicas do PEG. No entanto, esse comportamento nao resultou na modificacdo da
cinética de liberacéo, in vitro, em comparacdo com as formulacbes sem PEG, o que
poderia, talvez, relacionar-se ao aumento da viscosidade também promovido pelo
mesmo.

Em 2015, Bolson realizou um estudo com nanocapsulas de etilcelulose
contendo vimpocetina (1,0 mg/mL) e 6leo de coco como nucleo, verificando que o
mecanismo de liberacdo do farmaco a partir dos sistemas nanoestruturados foi do tipo
an6malo, no entanto, as mesmas nanocapsulas produzidas com TCM apresentaram
transporte caso Il. Essa diferenca foi, em hipotese, correlacionada com a pequena
tendéncia ao inchamento do polimero (filmes macroscopicos) pelo TCM, fato que néo
ocorreu com o 6leo de coco. Pinheiro (2016) utilizou etilcelulose, éleo de coco ou TCM
para produzir nanocapsulas, porém, mais concentradas (3 mg/mL de vimpocetina), e
0 mecanismo de liberacdo foi o transporte anémalo. Rosa (2017) desenvolveu

nanocapsulas de vimpocetina utilizando 6leo de abacate ou TCM como nucleo e PCL
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como polimero e encontrou, novamente, 0 sistema andmalo como mecanismo de
liberacéo.

Os resultados obtidos no estudo da cinética de liberagéo in vitro da vimpocetina
a partir das nanocapsulas de PCL, revestidas somente com P80 ou com P80/PEG,
corroboram com a literatura, em que estudos vém demonstrando a capacidade desses
sistemas, de elevada area superficial, de controlar a liberacédo de diversos principios
ativos (CORADINI et al., 2014; LINDNER et al., 2015; SANTOS et al., 2014; ROSA,
2017; SAVIAN et al. 2015).

5.4 AVALIACAO DA MORFOLOGIA DAS NANOCAPSULAS, A PARTIR DOS
LIOFILIZADOS, E CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS SECOS

As suspensdes de nanocapsulas foram liofilizadas, inicialmente, para a
realizacdo da analise da morfologia, a partir das formulacdes selecionadas,
empregando MEV, técnica que requer a desidratacdo do sistema. A figura 22 mostra
imagens de amostras das formulacbes NCs-VP-P80 e NCs-VP-P80/PEG6000
liofilizadas, sendo que, em aumentos menores (2.500 x; A e B), pode-se evidenciar a
estrutura porosa dos liofilizados, o que € uma caracteristica desse tipo de produto,
como resultado da sublimacéo dos cristais de gelo, fato que favorece a reconstituicao
apos a adicao de solvente (agua). J& em aumentos maiores, é possivel observar a
existéncia de particulas com morfologia proxima a de esferas (Figura 22 C,D,E e F),
com tamanho coloidal, condizente com a faixa de diametro encontrada para as
suspensdes originais, mesmo apdés a operacdo de liofilizacdo. As nanocapsulas

podem ser melhor visualizadas na figura 23, em um aumento de 15.000 x.
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Figura 22 - Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura, a partir
das suspensfes de nanocapsulas, contendo vimpocetina, liofilizadas em diferentes
aumentos (2.500 x; 5.000 x e 10.000 x)
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Figura 23 - Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura, a partir de
suspensdao de nanocépsulas liofilizada, contendo vimpocetina (NCs-VP-P80),
observada em aumento de 15.000 X.
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Em uma segunda etapa, verificou-se, entdo, a viabilidade tecnoldgica da
obtencado de produtos secos redispersiveis, a partir dos liofilizados preparados com
trealose a 10% e com as suspensdes de nanocapsulas de PCL contendo vimpocetina
desenvolvidas, sob as condicbes de congelamento/sublimacdo empregadas neste
estudo. Isto seria vantajoso em fungéo de que a transformacao de sistemas coloidais
liquidos em sélidos tende a conduzir ao aumento da aplicabilidade industrial devido
ao potencial incremento da estabilidade (utilizacdo extemporanea). Para esse tipo de
secagem, é necessaria a utilizacao de crioprotetores que apresentem boa capacidade
de promover um espagamento entre as particulas, dificultando a desestabilizacdo das
mesmas, e também a possivel agregacao, sobretudo devido ao congelamento (VAN
WINDEN; TALSMA; CROMMELIN, 1998; DADPARVAR et al., 2014). Nesse estudo,
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utilizou-se a trealose a 10% (p/v), que se caracteriza por ser um agucar redutor, soltvel
em &gua, utilizada em processos de liofilizacdo por apresentar boas caracteristicas
crioprotetoras, usualmente na faixa de concentracdo de 5 a 10% (HIRSJARVI;
PELTONEN; HIRVONEN, 2009; ALlI;, LAMPRECHT, 2014; BRENDLE, 2013;
DADPARVAR et al., 2014). Em relagdo ao aspecto macroscépico dos pos liofilizados,
estes apresentaram-se como soélidos aglomerados, sem odor, e de coloragéo branca,
0 gque é bastante caracteristico para esses sistemas (SCHAFFAZICK et al., 2003a;
BAZYLINSKA et al., 2014; KUMAR; GOKHALE; BURGESS, 2014).

A liofilizacdo pode alterar o tamanho das particulas apés serem ressuspensas
em &gua, principalmente na auséncia de crioprotetores, ou pela inadequabilidade de
concentragéo e/ou tipo destes. O indice de ressuspenséao descreve a relacao entre o
diametro médio das particulas antes e ap0s a liofilizacdo, importante para verificar se
houve alteracéo do sistema com esse processo. E ideal que o valor do indice seja
proximo de 1,0, caso contrario, pode-se dizer que tenha ocorrido formacdo de
agregados de particulas (CHACON et al., 1999). No presente trabalho, através da
técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons (Zetasizer®), foi determinado o
diametro médio dos pés liofilizados, ressuspensos em agua purificada/ffiltrados, e
comparado com o diametro das suspensbes de origem (tabela 5 e figura 23),
indicando que o0s primeiros apresentaram tamanhos meédios de particulas
significativamente maiores ap0s o processo de desidratacdo, mesmo empregando
trealose a 10%. Os indices de ressuspensao ndao permaneceram muito préximos da
unidade, sendo que a presenca do PEG nédo alterou a ressuspensibilidade do sistema.
Em relacdo as analises por difracdo a laser, verificou-se diametros médios

micrométricos, confirmando a agregacédo do sistema apos a liofilizacao.

Tabela 5 - Diametros médios das nanocapsulas liofilizadas, apdés
ressuspensao (n=3), e indices de ressuspensao com base nas suspensdes de origem.

Formulacbes Diametro Da:3 IPd Span indice de
médio Mastersizer® Zetasizer® Mastersizer® ressuspensao
Zetasizer®
(nm) (Lm)
NCs-VP-P80 337,30+38,83  1,93+0,42 0,39+0,02  268+0,11 1,74 0,24
NCs-VP-

P80/P6000 374,17 + 87,85 2,03+0,48 0,40 £ 0,07 2,265 + 0,69 1,83 + 0,44
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Figura 24 - Diametro médio (Zetasizer®) das suspensdes de nanocéapsulas e
das respectivas amostras liofilizadas, apos a ressuspensdo em agua (n=3).
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(*) Diferenca significativa em relacdo a suspenséo.

Quanto a quantificacdo da vimpocetina nos produtos secos (figura 24), o teor
foi adequado, préximo ao valor tedérico, tanto apos o processo de liofilizacdo quanto
apos 45 dias de armazenamento, sem diferenca significativa (p>0,05) em relacéo as
suspensdes de origem. No entanto, apds 60 dias, ocorreu uma reducao significativa
(p<0,05) do teor de farmaco, o qual se manteve estavel apés os 90 dias do estudo,
tanto para as formulacdes contendo somente P80 quanto para aquelas com PEG.
Este fato, em hipdtese, pode estar relacionado a dificuldade de extracdo da
vimpocetina, a partir das amostras que se encontram aglomeradas.

Ja no trabalho anterior do grupo (Bolson, 2015), os liofilizados preparados a
partir de suspensdes de nanocapsulas de etilcelulose contendo vimpocetina, obtidos
também com trealose a 10%, apresentaram teor de farmaco estavel apds 90 dias de
armazenamento e com adequado indice de ressuspensdo em agua, o qual foi
dependente do peso molecular do polimero. Neste sentido, os liofilizados preparados,
no presente estudo, com nanocapsulas de PCL com vimpocetina, ndo estao
otimizados, tendo em vista sistemas extemporaneos, necessitando de mais estudos

para a manutencdo das caracteristicas iniciais.
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Figura 25 - Teor de vimpocetina nos liofilizados ressuspensos, contendo
nanocépsulas, armazenados por 90 dias.
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(*) Diferenca significativa em comparac¢ao ao tempo inicial

55 ESTUDO DA ALTERACAO DA PERMEABILIDADE DA BARREIRA
HEMATOENCEFALICA

A alteracdo na permeabilidade da BHE, devido a administracdo das
nanoestruturas, foi avaliada seguindo a metodologia descrita por Morrey et al., 2008
e Lenz et al., 2014. Para o estudo, foram escolhidas as suspensdes de nanocapsulas
revestidas com P80 e aquelas revestidas com P80 e P6000. As nanocapsulas
preparadas com PEG 4000 ndo foram avaliadas por apresentarem caracteristicas
semelhantes as contendo PEG de maior peso molecular (6000), sendo também o
ultimo mais encontrado em citacdes literarias (VIEIRA et al, 2016; ROTMAN et al.,
2015) considerando os sistemas nanoparticulados, reduzindo-se, neste sentido, o
numero de animais do experimento.

A BHE tem a funcao de proteger o sistema nervoso central, além de regular o
transporte de substancias endégenas, sendo um problema na liberacdo de farmacos,

pois exerce controle na absorcéo, efluxo e metabolismo destas moléculas (GARCIA-
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GARCIA, et al.; 2005; REIMOLD et al., 2008). A vimpocetina comprovadamente
atravessa a BHE e apresenta efeito anticonvulsivante, em diferentes doses (a partir
de 2 mg/Kg), quando administrado na forma livre, via i.p. em diferentes modelos
animais (GOMEZ; BUIJS; SITGES, 2014; NEKRASSOV; SITGES, 2008; SITGES et
al., 2006) e através de sistemas carreadores de farmacos, como nanocapsulas (na
dose de 5 mg/Kg) (ROSA, 2017).

Alguns marcadores inertes sao utilizados na pesquisa da integridade da BHE,
sdo eles o0 azul de evans e a fluoresceina de s6dio. Ambos sdo marcadores de baixo
peso molecular com similares perfis lipofilicos (YEN et al., 2013). A fluoresceina de
sédio é um fluoréforo, marcador de ruptura paracelular de BHE, que tem sido
amplamente utilizada, em uma variedade de sistemas-modelo para avaliacdo da
permeabilidade da BHE (ERDLENBRUCH et al., 2003; GUPTA et al.,, 1999;
HATASHITA; HOFF 1990; HAWKINS; EGLETON, 2006; HOOPER et al., 2001; LENZ
et al., 2014). No entanto, a fluoresceina é também um substrato para pelo menos dois
grupos de transportadores expressos na BHE: proteinas de resisténcia a multidrogas
(MRP) e transportadores de ions organicos (OAT) (SUN; MILLER; ELMQUIST, 2001).
Portanto, a distribuicdo de fluoresceina no cérebro pode ser afetada tanto pela
integridade das juncdes paracelulares quanto pela expressao/atividade desses
transportadores. Embora a fluoresceina seja um substrato para transportadores de
efluentes na BHE (HUAI-YUN et al., 1998; SUN; MILLER; ELMQUIST, 2001), a
interrupcdo osmoética da BHE aumenta a permeabilidade a fluoresceina (HAWKINS;
EGLETON, 2006), o que indica que a distribuicdo cerebral de fluoresceina pode ser
aumentada através da abertura da rota paracelular.

O teste de passagem da fluoresceina sodica é bastante empregado para
analise de permeabilidade a BHE em funcéo de diferentes agentes, como mostra o
estudo de Morrey e colaboradores (2008). Neste caso, a fluoresceina foi administrada
via intraperitoneal, em ratos, para avaliar o potencial de alguns virus em desestruturar
a BHE, tornando-a mais permeavel. Os soros e cérebros foram processados para
analise.

No presente trabalho, empregou-se a fluoresceina como marcador para
avaliar se a presenca das nanoestruturas poderia alterar a permeabilidade cerebral,
uma vez que, no estudo anterior do nosso grupo (ROSA, 2017), o
nanoencapsulamento da vimpocetina favoreceu o seu efeito anticonvulsivante in vivo

em relacdo ao farmaco livre, apés administragéo intraperitoneal. Sendo assim, o grau



84

de permeabilidade da BHE foi medido a partir da porcentagem (m/v) de fluoresceina
de sodio por grama de tecido cerebral por quantidade desta em 1 mL de plasma, apés
a administracdo, em camundongos, das suspensdes de nanocapsulas contendo ou

nao vimpocetina ou dos controles do experimento.

Figura 26 - Relacao entre a fluorescéncia detectada no cérebro, apds perfusao,
e no plasma (C/P), mediante a administracao das suspensdes de nanocapsulas, com
ou sem vimpocetina, comparativamente aos controles (n=5-6).

3-

Relacao C/P

Conforme os resultados (figura 26), ndo foi detectada diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos testados em comparacdo com 0 grupo salina (controle
negativo), considerando a relacdo entre a fluorescéncia detectada no cérebro apos
perfusdo e a fluorescéncia detectada no plasma, indicando que a presenca das
nanocapsulas, contendo ou ndo vimpocetina, ndo foi capaz de alterar a
permeabilidade da BHE, ndo causando, aparentemente, toxicidade para a mesma,
segundo o protocolo realizado. O tipo de revestimento também nédo influenciou nessa
relacdo. Estas evidéncias reforcam a hipétese de que as nanoestruturas podem
aumentar a liberagdo cerebral de farmacos em fungdo de endocitose mediada por
receptores, e ndo devido a perturbacao/abertura da BHE, sobretudo pela presenca do

tensoativo polissorbato 80 adsorvido a superficie (KREUTER, 2014). Os outros
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grupos, a vimpocetina livre e seu veiculo, também néo alteraram a permeabilidade da
barreira.

Lockman e colaboradores, em 2004, avaliaram, em cérebro de ratos
perfundidos, a alteracdo da permeabilidade e integridade da BHE levando em
consideracao a carga de superficie de nanoparticulas, administradas por infuséo
continua. Dessa forma, foram preparadas trés diferentes formulagbes, alterando o
tensoativo (octadecil eicosaetileno glicol eter para nanoparticulas neutras; octadecil
eicosaetileno glicol eter e dodecil sulfato de sédio para as nanoparticulas anibnicas;
octadecil eicosaetilenoglicol eter e N-octadecil colina para as nanoparticulas
catidnicas), para que se obtivesse carga positiva (97,2 + 68,9 nm e +45,2 + 3,5 mV),
carga negativa (127,1 + 70,6 nm e -59,6 + 2,9 mV) ou particulas proximas a
neutralidade (74,7 £ 53,4 nm e -14,1 £ 2,1 mV). Os resultados demonstraram que as
nanoparticulas preparadas com tensoativos de carga proxima a neutralidade ou baixa
concentragéo de tensoativo anionico podem ser utilizadas de forma segura, enquanto
gue os tensoativos catidbnicos apresentaram efeitos toxicos na microvascularizacédo do
endotélio cerebral. O estudo informou, ainda, que baixas concentracbes de
tensoativos anibnicos aumentam a permeabilidade das particulas sem causar
toxicidade.

Um estudo para avaliar a permeabilidade de nanoestruturas a BHE foi
conduzido testando nanoparticulas de poli(n-cianoacrilato de butila), contendo
fluoresceina sédica e P80, via i.v em ratos. Elas apresentaram tamanho em torno de
120 nm, IPd de 0,20 e potencial zeta negativo (-10 mV). A fluorescéncia pbéde ser
detectada no tecido cerebral, confirmando a passagem das nanoparticulas pela BHE,
uma vez que a fluoresceina sodica, em sua forma livre, ndo € capaz de ultrapassar
essa barreira (REIMOLD et al., 2008).

Kim e colaboradores, 2007, investigaram a distribuicdo intracelular e a via
mediada por receptores de nanoparticulas de poli(metoxipolietilenoglicol
cianoacrilato-co-hexadecilo cianoacrilato) (PEG-PHDCA; 140 nm e -20 mV), em
cultura de células endoteliais de cérebro de ratos. As nanoparticulas PEG-PHDCA
foram transportadas através da BHE devido as por¢cfes de PEG adicionadas a cadeia
de poli(alquil cianoacrilato). Conforme demonstrado pelo fracionamento celular e
microscopia confocal, as nanoparticulas PEG-PHDCA foram internalizadas por
endocitose, indicando claramente o envolvimento da via mediada pelo receptor LDL

nesta absorcéo.
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Rodrigues e coladoradores, 2016, realizaram um estudo com nanocapsulas de
nucleo lipidico, contendo indometacina ou indometacina etil ester, produzidas com
PCL, TCM e P80 como estabilizador, e avaliaram a capacidade das particulas em
atravessar a barreira hematoencefélica e a possibilidade de causar alguma disfuncéo,
usando o azul de evans como marcador. A quantidade de azul de Evans no tecido
cerebral, ap6s a administracdo das nanocépsulas, foi semelhante a quantidade
observada em animais tratados com solugao salina, evidenciando que nao houve a
desestabilizacdo da BHE frente a administracdo das nanocépsulas.

Rosa, em 2017, conforme anteriormente referido, desenvolveu nanocapsulas
de PCL, preparadas com TCM, revestidas com P80, para a liberacdo cerebral de
vimpocetina, visando avaliar o efeito anticonvulsivante in vivo. As nanocapsulas foram
capazes de melhorar o efeito anticonvulsivante do farmaco em relagéo a vimpocetina
livre ou ao veiculo/nanoestruturas sem farmaco, em alguns parametros avaliados,
sobretudo apos o tratamento com a dose de 5 mg/kg de farmaco, administrada 30
minutos (via i.p.) antes da inducdo das convulsdes por PTZ. Foi observado um
aumento significativo na laténcia das crises convulsivas ténico-clénicas generalizadas
nos animais que receberam as nanocapsulas contendo vimpocetina em comparacao
aquelas sem farmaco ou a solucdo do mesmo (livre), além de reducdo da gravidade
dos episddios convulsivos (escala de Racine) em comparagao as nanoestruturas sem
farmaco.

Assim, torna-se importante correlacionar esses resultados, baseados em efeito
farmacologico, com aqueles obtidos no presente estudo, que reforcam dados de
seguranca associados ao uso de nanocapsulas de PCL/TCM, revestidas com P80 ou
P80/PEG, visando a liberacdo cerebral de vimpocetina, sendo, portanto, sistemas

promissores para a liberacéo controlada desse farmaco altamente lipofilico.



CONCLUSAO




88

6 CONCLUSAO

A preparacao de nanocapsulas de PCL para veiculacdo de vimpocetina, em
uma concentracdo de 0,5 mg/mL, empregando P80 ou P80/PEG como
estabilizantes/revestimentos, através do método de deposicéo interfacial, foi viavel.
As suspensdes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas, ap6s a
preparacao, com teor acima de 95%, elevada eficiéncia de encapsulamento, tamanho
adequado para administracéo parenteral (cerca de 200 nm), com uma distribuicao
unimodal. O tipo de revestimento/estabilizante (somente P80 ou P80/PEG e o peso
molecular do PEG) nao influenciou as caracteristicas fisico-quimicas das
nanocapsulas de PCL contendo vimpocetina, com excec¢ao da viscosidade relativa,
em que a presenga/peso molecular do PEG na superficie das particulas tendeu a
aumentar esse parametro.

As nanocapsulas demonstraram a propriedade de controlar a liberacdo do
farmaco em comparacéo a vimpocetina livre, sem efeito burst, seguindo cinética de
primeira ordem, sendo que a composicao influenciou o mecanismo de liberacdo, mas
nao a velocidade. Desta forma, a liberacéo da vimpocetina, a partir das nanocapsulas,
foi baseada no transporte anémalo para aquelas revestidas apenas de P80 e em
transporte caso Il para as revestidas de P80/PEG.

A estabilidade das formulacées demonstrou-se adequada para o seguimento
dos experimentos. As suspensdes de nanocapsulas foram estaveis por 60 dias apos
a preparacao, ocorrendo decaimento no teor e aumento significativo do tamanho de
particulas apés 90 dias de armazenamento, sem influéncia da presenca ou ndo de
PEG. Diferenca de comportamento foi observada dependendo da técnica empregada
para a analise granulométrica.

Através da microscopia eletrénica dos liofilizados, as nanocapsulas contendo
vimpocetina mostraram-se esféricas e com diametro coloidal. Esses produtos secos,
obtidos a partir das suspensdes de nanocapsulas, adicionando-se trealose a 10%
como crioprotetor, apresentaram teor de vimpocetina adequado apés a preparacao,
assim permanecendo até 45 dias de armazenamento. No entanto, os liofilizados néo
apresentaram boa ressuspensdo em agua e houve queda significativa no teor de
farmaco apos 60 dias da preparacéo, havendo necessidade de mais estudos para a

otimizacdo dos mesmos.
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A avaliacdo in vivo, frente a administracdo (i.p) das formulacdes de
nanocapsulas de PCL (Mn 10.000), contendo ou ndo vimpocetina, demonstrou que
nao houve perturbagdo da BHE, de acordo com os testes realizados, utlizando
fluoresceina como marcador. Esses resultados reforcam a hipétese de que as
nanoestruturas poderiam aumentar a liberagdo cerebral de substancias ativas em
funcdo de endocitose mediada por receptores, e nao, por exemplo, devido a
alteracao/toxicidade na BHE gerada pelos sistemas. Estudos adicionais, como
perspectivas desse trabalho, seriam relevantes, no sentido de avaliar a atividade
anticonvulsivante da vimpocetina, em diferentes modelos, quando associada a
nanocépsulas com P80 ou P80/PEG6000, visando verificar se poderiam influenciar o
efeito farmacolodgico.

Por fim, em seu conjunto, este trabalho resultou em suspensdes de
nanocapsulas de PCL contendo vimpocetina, revestidas com P80 ou com P80 e PEG,
consideradas promissoras para o tratamento alternativo futuro de distarbios

neurolégicos, delineadas para liberacéo controlada deste farmaco.
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