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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS NANOESTRUTURADOS A
BASE DE OLEO DE PRACAXI CONTENDO UBIQUINONA
AUTORA: JULIANE MATTIAZZI
ORIENTADORA: LETICIA CRUZ
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 27 de margo de 2014.

Este trabalho objetivou a preparacéo inédita de nanocdpsulas e nanoemulsdes a base de 6leo
de pracaxi contendo ubiquinona. Para as nanocapsulas, a poli(e-caprolactona) (PCL) ou o Eudragit®
EPO foram usados na preparagdo. Comparativamente, nanoesferas contendo ubiquinona foram
preparadas com ambos os polimeros. Como método de preparo utilizou-se a emulsificacdo espontanea
(nanoemulsdes), a nanoprecipitacdo (nanoesferas) e a deposi¢do interfacial de polimero pré-formado
(nanocépsulas). A metodologia analitica para quantificagdo da ubiquinona nos sistemas foi validada,
sendo o método considerado seletivo, linear, preciso e exato. ApOs a preparacdo, 0s sistemas
nanoestruturados foram caracterizados quanto ao diametro médio de goticula/particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e pH, bem como teor e eficiéncia de encapsulamento da ubiquinona. As
nanocapsulas de PCL apresentaram os maiores diametros (261 nm), demonstrando a influéncia da
presenca do Oleo e do polimero na formulacdo, sendo que indices de polidispersdo mais adequados
foram obtidos nas dispersfes contendo menor concentragéo de 6leo de pracaxi (0,15g). Os valores de
potencial zeta tanto das nanoemulsdes (-18 mV) quanto das nanoparticulas (-12 a -21 mV) de PCL
foram negativos, devido a presenca de &cidos graxos no 6leo de pracaxi e pela densidade de carga
negativa da PCL, respectivamente. As nanocépsulas e nanoesferas de Eudragit® EPO apresentaram
potencial zeta positivo (+25 a +45 mV), pois este polimero é catidnico. Tanto para as nanoemulsfes
quanto para as nanoestruturas a base de PCL os valores de pH foram levemente acidos, enquanto que
para as formulacdes de Eudragit® EPO as médias foram mais proximas da neutralidade, em torno de
7,5. O teor de ubiquinona nos sistemas nanoestruturados foi proximo ao teérico, 1,0 mg/mL (com
excecdo das nanoesferas de Eudragit® EPO) e a eficiéncia de encapsulamento do farmaco nos sistemas
foi de aproximadamente 100%. Estudos de fotodegradacdo demonstraram que as nanoestruturas
foram capazes de promover protecdo a ubiquinona encapsulada em comparacdo ao farmaco livre
(solucdo etandlica) apds 4h de exposicdo a radiacdo UVC, sendo esta protecdo mais acentuada nas
nanocapsulas com ambos os polimeros e na nanoemulsdo. A cinética de degradacdo do farmaco em
todos os sistemas nanoestruturados estudados foi de primeira ordem, enquanto que para a solugdo
etandlica de ubiquinona a reacéo de segunda ordem foi a que proporcionou o melhor ajuste. O estudo
de estabilidade das formulagGes por 90 dias demonstrou que os sistemas foram instaveis quando
armazenados a 40 + 2°C e UR 75 * 5%, em especial a nanocapsula de Eudragit ®EPO. Entretanto,
quando armazenados & temperatura ambiente, as formulacBes foram estaveis, conservando as
caracteristicas fisico-quimicas iniciais. Através de um teste de hemolise semi-quantitativo preliminar,
foi demonstrada a compatibilidade das nanocépsulas de PCL com os eritrécitos humanos. Utilizando-
se 0 método do MTT para avaliagdo da citotoxicidade, verificou-se que a ubiquinona livre e o 6leo de
pracaxi diminuiram o ndmero de células vidveis das linhagens C6 e MCF-7, em comparagdo ao
controle, sendo este potencial citotdxico ainda mais pronunciado quando se utilizou as nanocapsulas
de PCL. Desta forma, os nanocarreadores desenvolvidos séo sistemas promissores para a veiculagéo,
estabilizacdo e para se explorar as potencialidades terapéuticas da ubiquinona.

Palavras-chave: Nanocépsulas. Oleo de pracaxi. Ubiquinona. Fotodegradacdo. Estabilidade. Teste de
hemolise. Citotoxicidade.
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This work aimed the preparation of novel nanocapsules and nanoemulsions based on pracaxy
oil loaded with ubiquinone. For nanocapsules, poly(e-caprolactone) (PCL) or Eudragit® EPO
were employed in the preparation. For comparison purposes, nanospheres containing
ubiquinone were prepared with both polymers. The methods employed to prepare these
formulations were spontaneous emulsification (nanoemulsions), nanoprecipitation
(nanospheres) and interfacial deposition of pre-formed polymer (nanocapsules). An analytical
method was validated to the assay of ubiquinone-loaded systems and it was considered
specific, linear, precise and accurate. After preparation, the nanostructured systems were
characterized regarding particle size, polydispersity index, zeta potential, pH, as well as
ubiquinone content and encapsulation efficiency. PCL-nanocapsules presented larger
diameters (261 nm), which demonstrates the influence of both oil and polymer in the
formulation. Nanocapsules containing the lowest amount of oil (0.15 g) presented
polydispersity index more suitable. Zeta potential values of both nanoemulsions (-18 mV) and
PCL-nanoparticles (-12 to -21 mV) were negatives, due to the presence of fatty acids in the
pracaxy oil and due to the negative density of charge of PCL, respectively. Nanocapsules and
nanospheres formulated with Eudragit ® EPO showed positives values of zeta potential (+25 to
+45 mV), because of the cationic nature of this polymer. The pH values were slightly acidic for
both nanoemulsions and PCL-nanostructures, while the Eudragit® EPO formulations presented pH
close to the neutrality, about 7.5. Ubiquinone content of the nanostructured systems was close to
the theoretical value, 1.0 mg/mL and the encapsulation efficiency was about 100%.
Photodegradation studies showed that nanostructures were able to provide protection to the
encapsulated ubiquinone in relation to free-ubiquinone (ethanolic solution), after 4h of exposition
to UVC radiation and this protection was more pronounced for nanocapsules and nanoemulsions.
The drug degradation followed a first order kinetic for all the systems studied, while the ethanolic
solution of ubiquinone fitted better to the second order equation. The stability study of the
formulations demonstrated that the systems were instable when stored for 90 days at 40 + 2°C e
UR 75 + 5%, especially Eudragit® EPO-nanocapsules, however, when they were stored at room
temperature, the formulations appeared to be stable, keeping the initial physico-chemical
characteristics. By performing a semi-quantitative hemolysis test, it was demonstrated the
hemocompatibility of PCL nanocapsules. The MTT test was used to evaluate the cytotoxicity, and
it was verified that free ubiquinone and pracaxi oil were capable to reduce cellular viability in rat
glioma (C6) and breast cancer cells (MCF-7) after 48h of incubation, comparing to the control
(DMEM). Besides, this cytotoxic potential was more pronounced when the cells were treated with
PCL nanocapsules. In this way, the nanocarriers developed are promising systems for
vectorization, stabilization and to study therapeutic potentials of ubiquinone.

Key-words: Nanocapsules. Pracaxy oil. Ubiquinone. Photodegradation. Stability. Hemolysis
test. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Carreadores nanoestruturados tais como lipossomas, microemulsfes, nanoemulsdes,
nanoparticulas poliméricas e lipidicas, entre outros, sao amplamente estudados para liberacéo
de agentes terapéuticos e diagnosticos (TORCHILIN et al., 2006; DOMB et al., 2007;
THASSU; DELLERS; PATHAK, 2007). Esses sistemas de liberacdo de fA&rmacos sdo capazes
de proporcionar uma resposta mais adequada no sitio de acdo envolvido, por periodos
prolongados e assim oferecem numerosas vantagens quando comparados as formulagdes
convencionais, como aumento da eficicia terapéutica e reducdo da toxicidade, otimizando o
tratamento e melhorando a ades&o do paciente ao mesmo (KUMAR, 2000; VAUTHIER et al.,
2003).

Nesse contexto, nanocapsulas e nanoemulsdes tem sido alvo de inUmeras pesquisas no
campo da liberagdo controlada de fa&rmacos por terem a capacidade de liberar principios ativos
para varias areas do corpo de maneira sustentada (HANS; LOWMAN, 2002; COUVREUR;
VAUTHIER, 2006). Esses nanocarreadores apresentam diametro médio usualmente na faixa
de 100 a 500 nanémetros (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; FATTAL; VAUTHIER,
2002). Quanto a organizacdo estrutural, as nanocépsulas sdao dispersdes solido-liquido nas
quais um involucro polimérico circunda um ndcleo geralmente oleoso (VAUTHIER-
HOLTZSCHERER et al., 1991; ALLEMANN et al., 1993; PUISIEUX et al., 1994). Por sua
vez, a nanoemulsdo consiste de goticulas oleosas dispersas em uma fase aquosa, estabilizadas
por uma mistura de tensoativos (SCHAFFAZICK et al., 2003). Desta forma, ambas as
estruturas apresentam em comum a presenca de um nucleo oleoso, ideal para a incorporacao
de substancias lipofilicas. Entretanto, nas nanoemulsdes, este nicleo ndo é envolto por uma
membrana polimérica. A presenca do involucro polimérico pode conferir vantagens
importantes as nanocapsulas com relacdo ao farmaco incorporado, tais como maior controle
da liberagéo e protecdo superior contra condicdes que levem a sua degradacdo (POLETTO et
al., 2008; FONTANA et al., 2009).

Seguindo uma tendéncia observada para outros produtos das industrias farmacéutica e
cosmeética, sistemas nanoestruturados tem sido preparados com matérias-primas de origem
vegetal, principalmente para a constituicdo do nucleo oleoso, tais como 6leo de semente de
girassol, 6leo de semente de uva, 6leo essencial de melaleuca, 6leo de linhaca e 6leo de coco
(FRIEDRICH; FONTANA; BECK, 2008; ALMEIDA et al., 2009; FLORES et al., 2011;
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ADAMCZAK et al., 2013; SANTOS et al., 2014). Uma das plantas oleaginosas que tem
recentemente despertado interesse econémico é o Pracaxi - Pentaclethra macroloba (Willd.)
Kuntze (Familia Fabaceae). Esta espécie vegetal é encontrada na regido Amazonica,
distribuida em todo o Brasil Setentrional (PESCE, 1941). O 6leo de pracaxi é extraido de
forma artesanal, por cozimento da massa seca das sementes, que ¢ macerada em pildo. E
utilizado na medicina popular contra a erisipela e para tratamento capilar. Promove
elasticidade a pele e, quando aplicado em manchas, pode promover o clareamento. E também
empregado em produtos de maquiagem devido a sua propriedade umectante (MORAIS,
2011). Cabe ressaltar que até 0 momento ndo foram encontrados relatos na literatura sobre a
preparacdo de sistemas nanoestruturados contendo 6leo de pracaxi.

Tendo em vista que nanocapsulas e nanoemulsdes sdo carreadores adequados para
veiculacdo de substancias lipofilicas, a incorporacdo da ubiquinona em nanocarreadores a
base de Oleo de pracaxi foi estudada neste trabalho. A ubiquinona é uma substancia
antioxidante enddgena, sendo o Unico antioxidante sintetizado por organismos Vivos
(MANCINI et al., 2011). Encontra-se na cadeia respiratoria das mitocondrias de todas as
células do organismo humano, onde atua como uma coenzima no transporte de elétrons. Sua
forma reduzida, o ubiquinol, tem efeito protetor contra a peroxidacgdo lipidica e previne a
oxidagdo em proteinas e no DNA (ERNSTER; DALLNER, 1995).

Em 1961, foi evidenciado o potencial da ubiquinona no tratamento do cancer, devido
ao seu papel imuno-estimulante e anticancerigeno (LOCKWOOQOD et al., 1995). Em conjunto
com o tratamento convencional e outros nutrientes antioxidantes, seu uso tem demonstrado
um aumento na taxa de sobrevivéncia e regressdo da incidéncia do cancer (BOREKOVA et
al., 2008). Entretanto, devido a sua estrutura contendo uma quinona ligada a uma cadeia
lateral isoprendide, apresenta alto peso molecular e grande lipofilia, além de ser relativamente
fotoinstavel. Portanto, sua aplicacdo terapéutica apresenta algumas limitagcdes, como baixa
biodisponibilidade oral (CRANE, 2001; BHAGAVAN; CHOPRA, 2006).

Frente ao exposto, o presente trabalho esteve focado no desenvolvimento de
suspensdes de nanocapsulas e nanoemulsdes a base de dleo de pracaxi para veiculagdo da
ubiquinona e na avaliacdo do potencial citototoxico in vitro destas formulacGes frente a
linhagens de células de cancer de mama humano e de glioma de ratos. Para tanto, além do
oleo vegetal, empregou-se dois polimeros distintos na preparacdo de nanocapsulas: a poli-¢-
caprolactona (PCL) e o Eudragit® EPO. A fim de comprovar a originalidade do trabalho, cabe

mencionar que ndo foram encontrados relatos até o momento sobre a utilizagdo do 6leo de
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pracaxi para a preparacdo de tais nanoestruturas. Além disso, também ndo foram localizados
estudos sobre a preparacdo de nanoesferas contendo ubiquinona com os polimeros referidos.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho visou preparar sistemas nanoestruturados a base de 6leo de pracaxi
contendo ubiquinona e caracteriza-los quanto a estabilidade, fotoestabilidade,
hemocompatibilidade, além de avalia-los preliminarmente quanto ao seu potencial citotdxico

frente a linhagens de células tumorais.

2.2 Objetivos especificos

e Validar um método analitico por CLAE para a quantificacdo da ubiquinona nos
sistemas nanoestruturados propostos;

e Preparar pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado (PCL ou
Eudragit® EPO), nanocapsulas contendo ubiquinona, usando como nicleo oleoso o
6leo de pracaxi;

e Preparar pelo método de emulsificacdo espontdnea nanoemulsfes contendo
ubiquinona usando como fase oleosa o0 6leo de pracaxi;

e Preparar pelo método de nanoprecipitacdo, nanoesferas contendo ubiquinona,
utilizando os polimeros PCL ou Eudragit® EPO;

e Caracterizar as formulacdes quanto ao teor de farmaco, eficiéncia de encapsulamento,
didametro de particula/goticula, indice de polidispersao, potencial zeta e pH;

e Auvaliar a fotoestabilidade da ubiquinona incorporada aos sistemas nanoestruturados
frente a radiacdo UVC,;

e Estudar a estabilidade das formulagbes propostas por 90 dias & 40 °C em cémara
climatica e a temperatura ambiente;

e Avaliar a compatibilidade das formulag¢Ges selecionadas com o sangue através do teste

de hemolise;
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e Avaliar o potencial citotoxico das nanocapsulas selecionadas através do método do
MTT em linhagem de células de glioma de ratos (C6) e de cancer de mama humano
(MCF-7).



REVISAO DA LITERATURA
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sistemas nanocarreadores de farmacos

Até o momento, diferentes tipos de nanodispositivos e estratégias nanotecnoldgicas
adequadas para a liberacdo de farmacos tem sido propostas na literatura (IRACHE et al.,
2011). Os sistemas nanoestruturados, por exemplo, sdo dispersdes coloidais aquosas, dentre
as quais se destacam os lipossomas, as nanoparticulas poliméricas, as nanoemulsdes, as
nanoparticulas lipidicas solidas, entre outros (GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN,
2007).

O controle de liberacdo de agentes farmacologicamente ativos para o sitio de agdo
especifico, através da utilizacdo de vetores, capazes de permitir taxas terapéuticas ideais e
regime de dosagem tem sido uma meta importante na concepcdo de tais dispositivos
(SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003; KUMARI; YADAV; YADAV,
2010). O seu desenvolvimento permite controlar o tamanho e as propriedades de superficie da
particula e aumentar a estabilidade do farmaco, pois se pode promover protecdo deste frente a
degradacdo (quimica, fisica ou enzimoldgica), aumento da absorcao por facilitar a difusdo do
farmaco através do epitélio, alteracdo da farmacocinética e do perfil de distribuicdo do
farmaco no tecido e/ou aumento da sua penetracdo intracelular. Desta forma, pode-se
melhorar a liberacdo do farmaco em seu sitio de acdo, otimizando-se a dose terapéutica
utilizada (COUVREUR;VAUTHIER, 2006; MOHANRAJ; CHEN, 2006; OURIQUE et al.,
2008).

Neste sentido, as nanoparticulas poliméricas tém sido propostas como plataformas
terapéuticas que utilizam polimeros em sua formulagdo, uma area que vem destacando-se em
pesquisas apos a aprovacdo de produtos para comercializagdo (DUNCAN; GASPAR, 2011).
Estes nanocarreadores apresentam diametro inferior a 1 um e incluem as nanocapsulas e as
nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composi¢do e organizacgdo estrutural, como
pode ser visualizado na figura 1. Nanocapsulas sdo sistemas vesiculares nos quais o farmaco
estd confinado em uma cavidade oleosa ou aquosa rodeada por um invélucro polimérico,
enquanto que as nanoesferas apresentam carater matricial. A forma de associacdo da

substancia ativa também é diferente nas duas estruturas, sendo que nas nanocapsulas o
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farmaco pode encontrar-se dissolvido no ndcleo oleoso ou adsorvido a parede polimérica. Nas
nanoesferas o farmaco encontra-se retido, adsorvido ou disperso molecularmente na matriz
polimérica (SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanocépsula Nanoemulsio Nanoesfera

Legenda: - Polimero - Oleo

Figura 1 — Representacdo esquematica das nanoestruturas (nanocépsula, nanoemulsdo e
nanoesfera).

Existe ainda outro tipo de nanocépsula polimérica, conhecida como nanocapsula de
nacleo lipidico, um novo sistema nanoestruturado proposto por Jager e colaboradores (2009),
contendo uma mistura de monoestearato de sorbitano e triglicerideos de cadeira média como
nacleo oleoso e PCL como polimero, que apresenta diferentes propriedades de dispersdo do
nacleo se comparada as hanocapsulas convencionais.

Paralelamente ao desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas é muito recorrente a
preparacdo de nanoemulsdes (figura 1) objetivando uma comparacdo entre 0s sistemas.
Diferentemente das nanocépsulas, uma nanoemulsdo ndo apresenta o polimero em sua
composicao, sendo somente uma dispersao do 0leo no meio aquoso em presenca do sistema
tensoativo-co-tensoativo. Assim, pode-se avaliar a influéncia do invélucro polimérico nas
caracteristicas das nanocapsulas (USON; GARCIA; SOLANS, 2004; PORRAS et al., 2008).

O uso de polimeros biodegradaveis em estudos envolvendo sistemas de liberacdo de
farmacos é devido a capacidade destes de liberar o farmaco no alvo de agéo e assim aumentar
0 beneficio terapéutico, enquanto minimizam os efeitos adversos (KREUTER, 1994). Além
disso, os polimeros sdo capazes de proteger o fa&rmaco de condi¢bes agressivas do meio

ambiente, como luz e umidade e também do préprio microambiente fisioldgico, auxiliando no
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processo produtivo e também modulando a liberagdo do farmaco (VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010).

Alguns dos polimeros mais amplamente utilizados para formular nanoparticulas séo os
polimeros biodegradaveis, que sofrem degradacdo macromolecular in vivo por agdo de
enzimas, micro-organismos ou células e formam produtos que sdo entdo metabolizados a
dioxido de carbono e &gua, via ciclo de Krebs, ou sdo excretados na urina (BARBANTI;
ZAVAGLIA; DUEK, 2005; NAIR; LAURENCIN, 2007; KOTWAL et al., 2007).

Dentre estes estdo os poliésteres, como o poli(acido latico) (PLA); poli(D,L-acido
glicélico) (PLG), poli(D,L-lactideo-co-glicolideo) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL) e a
quitosana (SOPPIMATH et al., 2001; HANS; LOWMAN, 2002; MOHANRAJ et al., 2006;
KUMARI et al., 2010; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

A PCL (Figura 2), polimero empregado neste trabalho, € um poliéster alifatico
semicristalino, parcialmente solivel em solventes polares, como a acetona. E degradada por
hidrélise das ligacGes éster em condigdes fisiologicas, apresentando biodegradabilidade, tendo
assim recebido grande atencdo na liberacdo de farmacos, especialmente na preparacdo de
implantes de liberacdo prolongada (POHLMANN et al., 2013). Além disso, € um polimero
bastante versatil no preparo de nanoparticulas que podem ser administradas por diferentes
vias, entre elas via oral, ocular e intra-venosa (SINHA et al., 2004). Nanoesferas e
nanocapsulas de PCL tem sido preparadas principalmente através dos métodos de
nanoprecipitacao e deslocamento de solventes seguido de evaporacdo de solventes (KUMARI
etal., 2010; POHLMANN et al., 2013).

0
n
Figura 2 - Estrutura quimica da poli(e-caprolactona) ou PCL.

Outra classe de polimeros que vem recebendo importancia no desenvolvimento de
sistemas nanoestruturados atualmente € a dos poli(metacrilatos), polimeros derivados do acido

metacrilico com metacrilato de metila, acrilato de etila, metacrilato de butila, cloridrato de
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trimetilaméniometacrilato ou dimetilaminometacrilato de etila. Estes polimeros sdo mais
conhecidos como Eudragit® e exibem fungbes variadas: organoléptica, estabilizadora,
protetora e moduladora da liberacdo (entérica e sustentada), sendo que algumas das vias de
administracdo utilizadas sdo oftalmica, oral, topica e vaginal (VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010; NIKAM et al., 2011; SANTOS et al., 2013). O Eudragit® EPO (figura 3),
polimero de interesse no presente trabalho, € um copolimero catibnico, baseado em
metacrilato de dimetilaminoetila, butila e metila desenvolvido para liberacdo gastrica. E
solavel em fluido gastrico até pH 5 e expansivel e permeavel em pH maior que 5, tendo por
isso recebido maior atencdo no desenvolvimento de produtos para liberagdo célon-especifica
(MUSTAFIN et al., 2011a; MUSTAFIN et al., 2011b; MOUSTAFINE et al., 2013). Poucos
trabalhos relatam o desenvolvimento de nanoparticulas utilizando este polimero (DATE et al.,
2010; CHELLAMPILLAI; PAWAR, 2011; KHACHANE; DATE; NAGARSENKER, 2011),

sendo que ndo hé relato prévio do uso deste na formulagdo de nanocapsulas.

Figura 3 — Estrutura quimica do poli(butil metacrilato-co-(2-dimetilaminoetil) metacrilato-co-
metil metacrilato) 1:2:1, ou Eudragit® EPO.

Quanto a preparagdo das nanoparticulas poliméricas, existem varios métodos
comumente empregados e a escolha adequada deve levar em consideracdo a via de
administracdo pretendida, as matérias-primas utilizadas, os equipamentos disponiveis, entre
outros. Alguns dos métodos classicos sdo: emulsificacdo-difusdo, dupla emulsificagéo,
coacervacao e nanoprecipitacdo (também chamada de deslocamento de solventes, no caso das
nanoesferas ou deposicdo-interfacial, no caso das nanocapsulas) (GUTERRES;
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). No
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presente trabalho, o método de escolha foi a nanoprecipitagdo, a qual se baseia na
emulsificagdo espontdnea de uma fase organica em uma fase aquosa, formando as
nanoparticulas instantaneamente. O método consiste em verter a fase organica, contendo
polimero, 6leo (no caso das nanocépsulas), farmaco, tensoativo e um solvente miscivel com
agua em uma fase aquosa contendo &gua e um tensoativo de alta hidrofilia, sob moderada
agitacdo. Quando o solvente difunde para a fase aquosa, ocorre precipitacdo do polimero, pois
este deve ser insollvel na dgua (e também no 6leo, no caso das nanocapsulas), formando a
particula de tamanho nanométrico (GUTERRES; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007).

Segundo Fessi e colaboradores (1989), o uso de polimeros em baixa concentra¢do nas
formulacBes de nanoparticulas é necessario para se obter particulas pequenas e evitar a
formacdo de agregados. Entretanto, para estabilizar essas particulas de tamanho reduzido é
preciso também empregar tensoativos na formulagdo, utilizando-se geralmente um tensoativo
hidrofilico (alto EHL) e outro hidrofébico (baixo EHL) quando a preparacdo ocorre pelo
método de nanoprecipitacdo. O tipo e a concentracdo destes afeta as propriedades das
nanoparticulas formadas, como diametro, indice de polidispersdo e teor de farmaco
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2001; SCHAFFAZZICK et al. 2003; BOUCHEMAL et al.,
2004; FRIEDRICH; FONTANA; BECK , 2008).

Farmacos lipofilicos tém sido encapsulados em varios carreadores poliméricos na
forma de nano ou microparticulas (LEROUX et al., 1995; ARANGOA et al., 2001; ROGER
et al., 2003). O reservatorio polimérico pode ser lipofilico dependendo do método e das
matérias-primas utilizadas para a preparacdo das nanocapsulas, sendo que taxas de
encapsulamento elevadas para farmacos lipofilicos sdo obtidas pelo método da deposicao
interfacial de polimeros pré-formados (LIMAYEM et al, 2006; GUTERRES;
SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2007).

Dessa forma, as nanocédpsulas tem demonstrado serem sistemas adequados para a
incorporacdo de farmacos lipofilicos, devido ao nucleo oleoso compativel com a solubilidade
do farmaco e ao uso de polimeros de natureza hidrofébica.

A caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados € dificultada pelo pequeno tamanho
que as goticulas ou particulas apresentam. Portanto, para avaliar-se 0 comportamento destas
entidades nanométricas, uma serie de propriedades devem ser analisadas. Dentre o0s
parametros mais comumente avaliados nas suspensdes de nanoparticulas encontram-se a
diametro médio de particula/goticula, indice de polidisperdo, potencial zeta e pH; e eficiéncia
de encapsulamento do farmaco (LEGRAND et al., 1999; COUVREUR et al., 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2003; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). No presente
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estudo, estas analises foram utilizadas como ferramenta para a caracterizacdo fisico-quimica

dos sistemas coloidais propostos.

3.2 Oleos vegetais como nucleo oleoso e o 6leo de Pracaxi

Além da substancia ativa lipofilica, o nicleo das nanocapsulas é composto por um
oleo, escolhido tendo-se como critério a maior solubilidade possivel do farmaco, auséncia de
toxicidade, baixa solubilidade do dleo no polimero e vice-versa, bem como a auséncia de
risco de degradacéo do polimero (LYMAIEM et al., 2006). Somando-se a isso, 0 tipo de 6leo
empregado na preparacdo de nanocapsulas poliméricas ou nanoemulsdes pode também ter
influéncia no diametro e na dispersidade das particulas e goticulas devido as diferentes
viscosidades, caracteristicas hidrofébicas e tensdo interfacial apresentadas pelos Oleos
(SCHAFFAZZICK et al. 2003; BOUCHEMAL et al., 2004).

Grande parte dos 6leos vegetais apresenta propriedades de interesse na formulacao de
sistemas de liberacdo em produtos farmacéuticos, tais como atividades antioxidante,
antibacteriana e antifungica, assim como em cosmeticos, pois os 6leos sdo emolientes. Desta
forma, os efeitos benéficos e terapéuticos pretendidos na elaboracdo destes sistemas poderiam
ser otimizados. Neste contexto, os 6leos de origem vegetal vém ganhando importancia como
matérias-primas alternativas no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados e alguns
estudos relatam sua utilizag&o.

Friedrich e colaboradores (2008) desenvolveram nanocépsulas contendo
dexametasona utilizando 6leo de girassol como ndcleo oleoso. A suspensao foi preparada pelo
método de deposicdo interfacial de polimeros pré-formados, sendo que os resultados
demonstraram pela primeira vez a viabilidade de preparacdo de nanoparticulas poliméricas
empregando Gleo de girassol. Todas as formulacdes apresentaram tamanho de particula
similar (entre 225 e 280 nm) e dispersidade adequada abaixo de 0,25. Além disso, obteve-se
formulacdes de pH &cido e com teor e eficiéncia de encapsulamento proximos a 100%.

Em outro estudo, Almeida e colaboradores (2009) formularam nanocapsulas
poliméricas e nanoemulsdes de dleo de semente de uva ou de améndoas doces, contendo
benzofenona-3 como substancia modelo. As formulagdes preparadas com ambos os 6leos
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas similares as apresentadas por formulacGes
contendo triglicerideos de cadeia média como fase oleosa, como tamanho submicrometrico de

particula, pH &cido e dispersidade em torno de 0,2, bem como teores de benzofenona-3 de
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acordo com o esperado e eficiéncia de encapsulamento proxima a 100%. Além disso, também
foi realizado um estudo de fotodegradacdo da benzofenona-3 nestes sistemas
nanoestruturados, a fim de avaliar a estabilidade da benzofenona-3 frente a radiacdo UVC.
Observou-se que independentemente do tipo de Oleo estudado e da estrutura vesicular
formada, houve protecéo da benzofenona-3 contra a fotodegradacao nestas formulagoes.

Através de outro estudo, Almeida e colaboradores (2010) também desenvolveram
nanocapsulas e nanoemulsdes de Oleo de semente de uva contendo rutina, um farmaco
antioxidante, a fim de avaliar a influéncia das nanoestruturas na atividade antioxidante e na
fotoestabilidade deste. As nanocépsulas e nanoemulsfes formuladas apresentaram didmetro
médio de 124,30 e 124,17 nm, respectivamente, além de dispersidade abaixo de 0,2, potencial
zeta negativo e eficiéncia de encapsulamento préxima de 100%. As formulacdes também
levaram a um aumento na fotoestabilidade da rutina durante os 30 minutos de exposi¢do a
radiacdo UV e demonstraram prolongar a atividade antioxidante da rutina em testes in vitro.

Além destes, trabalhos mais recentes também tém abordado o uso de dleos vegeatis no
preparo de nanoemulsdes e nanocapsulas, como: 6leo essencial de melaleuca, 6leo de rosa
mosqueta, 6leo de linhaca, 6leo de coco e 6leo de améndoas (FLORES et al., 2011; RIBAS,
2013; ADAMCZAK etal., 2013; SANTOS et al., 2014; CHASSOT et al., 2014).

Frente ao exposto, torna-se evidente o crescente papel dos Oleos vegetais no
desenvolvimento de nanocarreadores de substancias ativas. Desta forma, a idéia do uso do
Oleo de pracaxi para a preparacdo de sistemas nanoestruturados ganha um maior respaldo
cientifico, fato que é reforcado pelas potencialidades terapéuticas ainda pouco exploradas
deste 6leo.

O Pracaxi (também conhecido como paraocaxi, paranacaxi), de nome
cientifico Pentaclethra macroloba (Willd.) Kuntze (Familia Fabaceae) é uma espécie vegetal
encontrada na regido Amazonica, distribuida em todo o Brasil Setentrional, Guianas, Trinidad
e algumas regiGes da América Central (PESCE, 1941). A arvore de pracaxi € de tamanho
médio, comumente encontrada em areas inundaveis e possui um fruto em forma de vagem,
contendo de 4 a 8 sementes (figura 4) (LORENZI, 2002). Um quilo de sementes é composto
por aproximadamente 35 vagens, as quais contém cerca de 30 % de 0Oleo, em base seca. Este
oleo apresenta potencial industrial, sendo utilizado para a preparacdo de manteigas e sabdes
(ECKEY, 1954; CALZAVARA; SOUZA; CARVALHO, 1978).
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Figura 4 — A: Arvore de pracaxi; B: Fava; C:. Sementes. FONTE: Morais, 2011;
http://www.amazoniaorganics.com; http://www.premiumbeautynews.com.

O 6leo de pracaxi € utilizado na medicina popular contra a erisipela, infecgdo cutanea
causada geralmente por bactérias. O 6leo também ¢é utilizado popularmente para tratamento
capilar, facilitando o penteado, aumentando o brilho e evitando a queda de cabelo. Promove
elasticidade a pele, podendo ser utilizado no tratamento de estrias em adolescentes e
gestantes. Quando aplicado em manchas da pele, este 6leo pode promover o clareamento. E
empregado em produtos de maquiagem devido a sua propriedade umectante (MORAIS,
2011).

O o6leo de pracaxi é composto por varios acidos graxos, estando em maior quantidade
0 &cido oleico (53%) e o acido behénico (16%), seguido dos &cidos linoleico e lignocérico,
perfazendo 96% do total de acidos graxos presentes neste 6leo (tabela 1). Portanto, o 6leo de
pracaxi contém a mais alta concentracao de acido behénico conhecida, sendo seis vezes maior
gue a encontrada no 6leo de amendoim (MORAIS, 2005; COSTA et al., 2013). Atualmente,
as industrias cosméticas tém investido em pesquisas sobre o Gleo de pracaxi e o acido
behénico. lkeda e colaboradores (2009) desenvolveram cosméticos do tipo emulséo 6leo em
agua, como logGes e cremes, contendo acido behénico, acido estearico, acido isoestearico e
trietanolamina. O conteudo total dos acidos na formulagdo foi de 0,1 a 3%. Em outro estudo,
Kawada e colaboradores (2009), formularam cosméticos como lapis de olho e de sobrancelha
a partir de uma mistura oleosa incluindo 6leo de ricino e acido behénico, entre outros

componentes.
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Tabela 1 — Composicdo de acidos graxos do 6leo de pracaxi. FONTE: Morais, 2005; Costa et
al., 2013.

COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS
DO OLEO DE PRACAXI

Acido graxo Atomos de Carbono  Porcentagem

Laurico 12:00 0,18
Miristico 14:00 0,30
Palmitico 16:00 1,85
Estearico 18:00 2,14

Oleico 18:10 53,55
Linoleico 18:20 13,05

Linolénico 18:30 0,13
Araquidico 20:00 1,05

Behénico 22:00 16,13
Lignocérico 24:00 10,44

Alem disso, alguns trabalhos relatam a atividade inseticida da semente ou do 6leo de
pracaxi, especificamente contra 0 mosquito Aedes aegypti, que é o vetor da febre amarela e da
dengue (CHUN et al., 1994; SANTIAGO et al., 2005).

3.3 Ubiquinona

A ubiquinona (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decaprenil-benzoquinona) ou Coenzima Qi ou
ubidecarenona (figura 5), ativo de interesse deste estudo, é uma substancia enddgena presente
em todos os tecidos do corpo humano, tendo sido relatada pela primeira vez por Festenstein
em 1955 e Crane em 1957. E um importante componente da cadeia respiratoria mitocondrial,
pois medeia o transporte de elétrons na mesma, sendo essencial para a sintese de ATP. Esse
ativo tambeém é encontrado em outras estruturas celulares como o reticulo endoplasmatico e o

complexo de Golgi, e na circulacdo sanguinea ligada a lipoproteinas (ERNSTER; DALLNER,
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1995). Além de ser produzida no organismo, a ubiquinona pode ser obtida a partir da dieta,
pois esta presente em carnes, 0vos, peixes e vegetais, bem como em suplementos alimentares
(BHAGAVAN; CHOPRA, 2006).

A estrutura da ubiquinona é formada por uma quinona ligada a uma cadeia lateral
isoprendide composta por 10 unidades de cinco aomos de carbono (CRANE, 2001),
apresentando, portanto, alto peso molecular (863,3 g/mol) e elevada lipofilia. Isto resulta em
uma absorcdo intestinal relativamente lenta, o que pode ser melhorado na presenca de lipidios
(OVERVAD et al., 1999; BHAGAVAN; CHOPRA, 2006; BOREKOVA et al., 2008). Além
disso, a ubiquinona apresenta instabilidade frente a luz e limitagcbes quanto ao controle da
permeacéo cutanea (HOPPE et al., 1999).

Figura 5 — Estrutura quimica da ubiquinona.

Quanto a farmacocinética, a ubiquinona apresenta baixa biodisponibilidade por via
oral, sendo que apenas 10% da ubiquinona consumida é absorvida (OLIVEIRA, 2012). O
Tmax geralmente é observado entre 4h e 6h apds a administracdo, demonstrando um processo
absortivo lento e limitado. Um segundo pico plasmatico da ubiquinona é observado apés 24h,
0 que pode ser devido a recirculacdo entero-hepatica e a redistribuicdo do figado para a
corrente sanguinea e a sua eliminacdo ocorre por via biliar e excrecdo fecal (WEISS et al.,
1994; BHAGAVAN; CHOPRA, 2006).

No organismo humano, a ubiquinona encontra-se geralmente préxima aos lipidios
insaturados, pois sua forma reduzida, o ubiquinol ou hidroguinona, atua como um importante
antioxidante celular, tendo efeito protetor contra a peroxidacdo lipidica e prevenindo a
formagéo de radicais nos tecidos (CRANE, 2001; ERNSTER; DALLNER, 1995). No sangue,
sua concentracdo usual varia entre 0,5 e 1,2 pg/mL e encontra-se 95% na sua forma reduzida
(OVERVAD et al., 1999; MANCINI et al., 2011), sendo que os niveis teciduais reduzem com

a idade e em algumas patologias, como o cancer. Entretanto, ainda ndo se pode afirmar se a
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diminuicdo observada esta relacionada a causa ou ao efeito destas doencas no organismo
(ERNSTER; DALLNER, 1995).

Devido a sua conhecida propriedade antioxidante e seu papel em aumentar a
bioenergia celular, a ubiquinona foi aprovada para uso como suplemento dietético em alguns
paises, como os Estados Unidos (BHAGAVAN; CHOPRA, 2006; LITARRU; TIANO, 2010).
No Brasil, a ubiquinona é vendida sob diferentes nomes comerciais (Vinocard Q1,®- Marjan
Farma; CoQ10 - BIOVEA®; CoQ10 - Doctor’s Best®; CoQ10 - Newton-Everett Biotech®),
formas farmacéuticas (comprimidos revestidos, capsulas, capsulas de gel, solucdo para
preparo instantaneo) e doses (10, 30, 50, 60, 100, 400, 600 mg), sendo encontrada em
drogarias, farmécias de manipulacdo e sites de venda de suplementos alimentares.

Na literatura encontram-se algumas revisdes que abordam sua aplicacdo como
complemento terapéutico na forma de suplemento dietético, visando o tratamento de diversas
enfermidades associadas a niveis baixos de ubiquinona: insuficiéncia cardiaca e outras
doengas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas, diabetes, infertilidade masculina,
artrite reumatoide, cancer, entre outros (CHOI; RYU, SEO, 2005; DHANASEKARAN; REN,
2005; BOREKOVA et al., 2008; JEYA et al., 2010; LITARRU; TIANO, 2010).

Tendo em vista que a ubiquinona € essencial para a respiragdo das celulas, deficiéncias
na sua disponibilidade ou biossintese poderiam comprometer o funcionamento normal destas,
levando a padrdes anormais de divisdo celular, o que, por sua vez, poderia induzir a uma
resposta oncogénica (HODGES et al., 1999). Com base nisso, seu potencial no tratamento do
cancer comecou a ser melhor investigado a partir de 1961 (LOCKWOOD et al., 1995) e
atualmente varios estudos tentam elucidar o papel da ubiquinona em inibir o crescimento de
tumores e a formacdo de metastases, tanto in vitro (PICARDO et al., 1996; NOHL et al.,
2005; RUSCIANI et al., 2006; PINTO et al., 2009; BAHAR et al., 2010; MA et al, 2011;
GRASSO et al., 2013) quanto in vivo (LOCKWOOD et al., 1994; LOCKWOOD et al., 1995;
PORTAKAL et al., 2000; ROFFE; SCHMIDT; ERNST, 2004; COBANOGLU et al., 2011).
Os tipos de cancer mais estudados até o momento sao o cancer de mama, cancer de célon,
cancer de pele (melanona), cancer de pulmao, linfoma e leucemias.

Em alguns estudos, Folkers e colaboradores (1991,1993) relataram diminui¢do nos
niveis sanguineos de ubiquinona em pacientes com cancer de mama, sugerindo que a
biossintese desta substancia fica prejudicada na presenca desta patologia. Entretanto
Lockwood e colaboradores (1993) observaram que apds o tratamento complementar das
pacientes com antioxidantes como a ubiquinona por via oral, houve regressdo parcial ou total

do tumor, aumento dos niveis de ubiquinona na circulagdo e melhora na condicdo clinica, com
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consequente aumento na sobrevida das pacientes. Ha também relatos de caso de pacientes que
receberam ubiquinona como suplemento oral em doses entre 90 e 390 mg por dia, ocorrendo
regressdo do tumor primario e das metastases em algumas pacientes (LOCKWOOD et al.,
1994; LOCKWOOD et al., 1995). Os autores atribuem esta melhora a atividade imunoldgica
apresentada pela ubiquinona, o que ja foi demonstrado por Folkers e colaboradores em 1982,
em um estudo no qual se verificou aumento nos niveis de 1gG em pacientes com cancer apos
tratamento com 60 mg de ubiquinona.

Mais recentemente, outros estudos foram conduzidos a fim de se compreender o
comportamento da ubiquinona no organismo na presenca do cancer de mama. Portakal e
colaboradores (2000) determinaram as taxas de ubiquinona, entre outros antioxidantes, no
tecido tumoral e nos tecidos circundantes de pacientes sujeitas a mastectomia. Observaram-se
niveis de ubiquinona mais baixos nos tecidos tumorais quando comparados ao tecido
saudavel, o que pode refletir o consumo desta substancia contra o dano oxidativo, sugerindo
que a administracdo de ubiquinona exdgena poderia efetivamente reduzir a suscetibilidade das
ceélulas ao céancer.

Pinto e colaboradores (2009) investigaram o efeito pro-apoptoético da ubiquinona no
cancer de mama, empregando as linhagens de células Sk-Br3 e MCF-7. Através dos
resultados obtidos os autores concluiram que houve aumento na expressdo de proteinas pro-
apoptoticas nestas linhagens, enquanto que nos fibroblastos mamarios a ubiquinona ndo
induziu resposta significativa em tais proteinas. Os dados sugerem, portanto, que a
ubiquinona € capaz de restaurar o potencial apoptético nas células cancerigenas sem
apresentar efeitos adversos para o tecido da mama normal, sustentando o uso da ubiquinona
como adjuvante na terapia do cancer de mama.

Bahar e colaboradores (2010) avaliaram a relacdo entre as quantidades intracelulares
de um marcador tumoral (MMP-2) e de perdxido de hidrogénio presentes em linhagem celular
de cancer de mama (MCF-7) ap0s incubacdo destas com ubiquinona. Os resultados
demonstraram que a ubiquinona reduziu a atividade pro-oxidante do marcador MMP-2 de
maneira proporcional & concentracdo utilizada, realcando o efeito desta substancia nas
moléculas iniciadoras das metastases.

Devido as potencialidades terapéuticas apresentadas pela ubiquinona e levando em
consideracdo sua lipofilia e instabilidade, alguns autores vem estudando alternativas para
contornar estas limitagdes, principalmente através de formulagdes utilizando nanocarreadores
como lipossomas (XIA; XU; ZHANG, 2006; ZHANG; WANG, 2009), nanoemulsdes
(ZULLI et al., 2006; HATANAKA et al., 2008, DING et al., 2009; AHN et al., 2010; DING
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et al., 2010), carreadores lipidicos nanoestruturados (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007;
JUNYAPRASERT et al., 2009; YUE et al., 2010; ZHOU et al., 2010; CHEN et al., 2013;
NANJWADE; KADAM; MANVI, 2013; SCHWARZ et al., 2013; ZHOU et al., 2013),
nanoparticulas lipidicas sélidas (BUNJES et al., 2001; FARBOUD et al., 2011; GOKCE et
al., 2012) e nanoparticulas poliméricas (KWON et al., 2002; NEHILLA et al., 2008;
TERROSO et al., 2009; WANG et al., 2010; SWARNAKAR et al., 2011; FELIPPI et al.,
2012).

Kwon e colaboradores (2002) desenvolveram uma técnica de microfluidizacdo para a
producdo de nanoparticulas de Poli(metacrilato de metila) (PMMA), utilizando a ubiquinona
como farmaco modelo. As nanoparticulas obtidas foram avaliadas quanto a eficiéncia de
encapsulamento, distribuicdo de tamanho e morfologia. A estabilidade das nanoparticulas de
ubiquinona frente a radiacdo UVA e altas temperaturas também foi avaliada. Os resultados
quanto ao diametro e morfologia das particulas foram satisfatérios, tendo sido obtidas
particulas de tamanho submicrométrico e com eficiéncia de encapsulamento em torno de
95%. Foi demonstrado também que a estabilidade da ubiquinona nanoencapsulada foi maior
que a do farmaco em suspensdo nas condi¢des testadas.

J& Nehilla e seu grupo de estudo (2008) formularam nanoparticulas poliméricas
biodegradaveis de PLGA, livres de tensoativos e contendo ubiquinona, demonstrando que
estas nanoparticulas sdo uma promissora plataforma para estudos de liberacdo de ativos
antioxidantes. As nanoparticulas apresentaram estreita faixa de distribuicdo de tamanho, com
dispersidade proxima de 0,1 e didmetros na ordem dos nandmetros, sendo que as formulacoes
de maior diametro foram as que continham maior quantidade de PLGA na composig&o.
Quanto ao teor, as nanoparticulas poliméricas formuladas com quantidade superior de
ubiquinona (10 mg) apresentaram valor de 19%, bem como eficiéncia de encapsulamento em
torno de 72%.

Em outro trabalho, Terroso e colaboradores (2009) estudaram a viabilidade de
preparacdo de formulagdes semissolidas contendo nanocépsulas de ubiquinona preparadas
com PCL e triglicerideos de cadeira média (TCM), previamente secas por aspersdo, bem
como verificaram as alteracOes reoldgicas ocorridas neste processo. As nanocapsulas
estudadas apresentaram pH levemente &cido, dispersidade em torno de 0,15 e didmetro de
particula entre 213 e 248 nm, bem como potencial zeta proximo de -10 mV. O teor de
ubiquinona obtido para as formulagdes foi proximo de 100% e a secagem destas por aspersdo

teve rendimento de cerca de 50%. Assim, o estudo mostrou que a secagem da suspenséo de
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nanocépsulas de ubiquinona ocorreu efetivamente e que a incorporacdo das nanocapsulas em
hidrogéis alterou o comportamento reoldgico destes.

Wang e colaboradores (2010) desenvolveram nanoparticulas de PLGA de superficie
modificada com quitosana trimetilada, a fim de promover vetorizagdo cerebral. A ubiquinona
foi utilizada como farmaco modelo para os testes de avaliagdo do efeito neuroprotetor. As
nanoparticulas obtidas apresentaram potencial zeta de aproximadamente +20 mV e didmetro
médio de 150 nm. Foi demonstrado pelos testes in vitro e in vivo que as nanoparticulas
desenvolvidas sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica e, portanto, tais
nanocarreadores parecem constituir uma opcao viavel e segura para a liberacdo de farmacos
na regido cerebral.

Swarnakar e colaboradores (2011) realizaram um estudo formulando nanoparticulas
poliméricas de PLGA contendo ubigquinona, submetendo-as a liofilizacdo e varios ensaios in
vitro e in vivo a fim de avaliar a biodisponibilidade oral, a eficacia terapéutica e a atividade
antioxidante das mesmas. As nanoparticulas resultantes apresentaram tamanho menor que 100
nm, dispersidade em torno de 0,1 e eficiéncia de encapsulamento de aproximadamente 90%.
O estudo de cultura de células indicou que as nanoparticulas de ubiquinona extinguiram as
espécies reativas de oxigénio de maneira mais eficaz que o farmaco livre. Quanto as
atividades hepatoprotetora e anti-inflamatdria, ambas aumentaram consideravelmente no caso
das nanoparticulas devido a atenuacdo dos efeitos nocivos associados com os radicais e pela
acumulacdo das nanoestruturas nos tecidos inflamados. Ja a biodisponibilidade oral foi 4,28
vezes maior para as nanoparticulas do que para a ubiquinona livre.

Felippi e colaboradores (2012) encapsularam uma mistura de ubiquinona, palmitato de
retinol, acetato de tocoferol, 6leo de semente de uva e éleo de linhaca em nanoparticulas
poliméricas. As nanoparticulas obtidas apresentaram didmetro de 140 nm e pH proximo a
neutralidade. Através de testes como HET CAM e teste de citotoxicidade foi demonstrado que
essas nanoestruturas ndo induzem efeitos irritantes a pele, nem geram estresse oxidativo ou
toxicidade celular e também nédo causaram fototoxicidade apos exposicédo a radiacdo UVA. Os
autores também realizaram testes clinicos, comprovando a seguranca das nanoparticulas e a
reducdo significativa das rugas na pele dos voluntarios apos 21 dias de aplicacdo do sistema

desenvolvido em relagdo ao controle.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Matérias-primas

Oleo de pracaxi — Mapric, S&o Paulo

Ubiquinona — Mapric, S&o Paulo

Poli(e-caprolactona) (PCL) — (Peso médio: 70000 — 90000 Da) — Sigma Aldrich,
Séo Paulo
Poli(butilmetacrilato-co-(2-dimetilaminoetil)metacrilato-co-metilmetacrilato)
(Eudragit EPO®) — Evonik Industries, Alemanha

Monoestearato de sorbitano (Span 60®) — Sigma Aldrich, Sao Paulo

Monooleato de sorbitano (Span 80®) — Sigma Aldrich, S&o Paulo

Polissorbato 80 (Tween 80®) — Delaware, Porto Alegre

Meio Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) — Gibco BRL, Carlsbad, Estados
Unidos

Soro fetal bovino — Gibco BRL, Carlshad, Estados Unidos

Células C6 e MCF-7 — American Type Culture Collection, Rockville, Estados
Unidos

Solucao tripsina/EDTA 0,25% — Gibco BRL, Carlsbad, Estados Unidos
Dimetilsulfoxido (DMSO) — Sigma Chemical Co., St.Louis, Estados Unidos
Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) — Sigma

Chemical Co., St. Louis, Estados Unidos

4.1.2 Solventes

Acetona — Proquimios, Rio de Janeiro

Acetonitrila — Sigma Aldrich, Séo Paulo
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e Etanol anidro grau HPLC — Tedia, Rio de Janeiro
e Metanol grau HPLC — Tedia, Rio de Janeiro

e Agua ultrapura — Mega Purity Water Purification

4.1.3 Equipamentos e outros materiais

e Balanca analitica — Shimadzu AUY 220

e Agitador magnético — Tecnal TE-0851

e Ultrassom — ALT Sonic Clean 3PA

e Agitador Vortex — Phoenix Luferco AP56

e Evaporador Rotatorio — Fisatom 558

e Prensa hidraulica — P30000 HydraulicPress, Bovenau, Brasil

e Potencidmetro — pH21 pH/mVmeter - Hanna Instruments

e Microcentrifuga — Sigma 1-14

e ZetaSizer Nano series Nano-Zs — Malvern Instruments

e Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia — Shimadzu LC-10A

e Detector UV-Vis SPD-M20A

e Controlador CBM-20A

e Bomba LC-20AT

e Injetor manual Rheodyne

e Coluna cromatografica C1g 250 mm x 4,6 mm; 5 um; 110 A — Nanoseparation
e Pré-coluna Cqg 4 x 3,0 mm — Phenomenex

e Lampada UVC (A= 254 nm) — Phillips TUV - 30 W

e Camara de fotoestabilidade — dimensdes: 1 x 0,25 x 0,25 m

e Camara de Estabilidade — Mecalor EC 0,5 AR-URC

e Cubetas em plastico: caminho optico de 10 mm; faixa: UV/VIS — Brand

e Tubos para ultrafiltracdo-centrifugacéo Amicon® Ultra 10,000 MW — Millipore
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4.2 Métodos

4.2.1 Validacdo de método analitico por CLAE para a determinacéo do teor de ubiquinona nas

suspensdes nanoestruturadas

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizado na
quantificacdo de ubiquinona nos sistemas nanoestruturados foi previamente validado segundo
0s parédmetros preconizados pelo International Conference on Harmonisation (ICH):
especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo. As condi¢bes cromatograficas validadas
foram as seguintes: fase movel etanol anidro/metanol (90:10); eluicdo isocratica; fluxo 1,0
mL/min; volume de injegdo 20 pL; comprimento de onda de 275 nm; coluna cromatografica
Cis (250 mm x 4,6 mm); pre-coluna Cyg (4,0 x 3,0 mm). Foi empregado detector com arranjo
de diodos para a selecdo do melhor comprimento de onda para a deteccdo da ubiquinona e
software LC Solution na integracdo das areas dos picos.

Para a avaliacdo da especificidade do método, foi realizada uma comparacéo entre 0s
cromatogramas das formulacGes branca (NCP-B2 e NCE-B2) e contendo ubiquinona (NCP-
U2 e NCE-U2), a fim de excluir-se a possibilidade de que os excipientes da formulacéo
interferissem no pico do farmaco (para melhor compreensao vide explicacdes na pagina 39,
item 2.1.4). Todas as amostras foram filtradas em membrana de celulose de porosidade 0,45
pm previamente a inje¢cao no cromatografo.

A linearidade do método foi determinada por analise de regressao linear pelo método
dos minimos-quadrados (n = 3), através da constru¢do de curvas analiticas utilizando-se
solugdes de ubiquinona em cinco diferentes concentragdes (5, 10, 15, 20 e 25 pg/mL). Para
tanto, foi preparada uma solucdo-estoque de ubiquinona (1 mg/mL), dissolvendo-se 100 mg
de farmaco em baldo volumétrico contendo 10 mL de etanol anidro, mantendo-se 0 mesmo
em ultrassom por aproximadamente 20 minutos. Apds, pipetou-se volumes adequados de
solugdo em balBes volumétricos de 10 mL e completou-se o volume destes com acetonitrila,
obtendo-se assim as solugdes finais da curva.

A fim de avaliar a exatiddo do metodo, realizou-se a analise da recuperacdo de
farmaco, a partir da adicdo de quantidades conhecidas de ubiquinona em formulacdes de
nanocapsulas branca (NCP-B2 e NCE-B2), obtendo-se solugfes nas concentracdes tedricas de
7,5,12,5e 17,5 pg/mL de ubiquinona (n = 3).
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A fim de demonstrar a repetibilidade (precisdo intra-dia) e a precisdo intermediaria
(precisdo inter-dias) do método, foram preparadas e analisadas seis solu¢fes de ubiquinona na
concentracdo de 15 pg/mL sob as mesmas condigdes, no mesmo dia e em dois dias
consecutivos, respectivamente. Os resultados foram expressos na forma de desvio padrdo
relativo (DPR%).

4.2.2 Teste de inchamento/dissolucao de filmes poliméricos

Filmes de aproximadamente 20 mg foram preparados a partir de péletes da PCL com
auxilio de prensa hidraulica durante 5 minutos a 5 tons. Para o preparo de filmes de Eudragit®
EPO, pesou-se 4,0 g de polimero e solubilizou-se em 15 mL de acetona por 30 minutos em
ultrassom. Verteu-se esta solucdo em forma de teflon e ap6s a evaporacao do solvente, o filme
formado foi cortado em porgdes de aproximadamente 600 mg. Os filmes foram pesados
exatamente, em balanca analitica, e o valor apresentado anotado, sendo em seguida imersos
completamente no 6leo de pracaxi (n = 3). Apo6s 1, 3, 5, 7, 11, 28 e 60 dias de imersao, 0s
filmes foram retirados do contato com o 6leo, com auxilio de uma pinca, e enxugados
suavemente com papel absorvente. Os filmes secos foram devidamente pesados em balanga

analitica.

4.2.3 Teste de solubilidade da ubiquinona no 6leo de pracaxi

Em um tubo Eppendorf®, pesou-se 0,15 g de 6leo de pracaxi e adicionou-se 0,010 g de
ubiquinona, mantendo-se assim farmaco e 6leo na mesma propor¢do das nanoemulsdes e
nanocapsulas formuladas. Em seguida, submeteu-se o tubo a agitacdo em vortex por
aproximadamente 30 minutos e depois o tubo foi sonicado brevemente para retirada de
bolhas. Apo6s, colocou-se o tubo em micro-centrifuga a 5400 rpm por 10 minutos, a fim de
provocar a sedimentacdo de parte da ubiquinona que poderia ndo estar solubilizada no 6leo e
observou-se limpidez da solugdo formada. Pipetou-se 20 pL de solugdo do Eppendorf® para

baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com etanol, obtendo-se uma solucéo
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final que foi entdo filtrada e injetada em CLAE para quantificagdo da ubiquinona, utilizando-

se as mesmas condi¢des cromatograficas validadas.

4.2.4 Preparacdo das suspensdes nanoestruturadas

As nanoemuls@es e suspensdes de nanoesferas e nanocapsulas foram preparadas pelos
métodos de emulsificacdo espontanea (MARTINI; CARVALHO; TEIXEIRA, 2007),
nanoprecipitacdo (FESSI et al., 1988) e deposicdo interfacial de polimero pré-formado
(FESSI; PUISIEUX; DEVISSAGUET, 1988), respectivamente.

Para o preparo das nanocapsulas, uma fase organica contendo acetona, 6leo de pracaxi
virgem, Span® 60 ou Span® 80, PCL ou Eudragit® EPO e ubiquinona foi submetida & agitacio
magnética por 60 minutos, a 40 °C. Apds, essa solucao foi vertida através de um funil em uma
fase aquosa de Tween® 80. Apés 10 minutos sob agitacdo, a suspensdo foi concentrada em
evaporador rotatorio a 40° C para eliminacdo do solvente organico e do excesso de agua e
ajuste do volume final (10 mL), obtendo-se assim a suspensdo de nanocapsulas na
concentracdo de 1 mg/mL de ubiquinona.

A preparacdo das nanoemulsdes e nanoesferas ocorreu da mesma forma como foi
descrita para a formulacdo de nanocépsulas, mas omitindo-se o polimero ou o dleo da
formulacdo, respectivamente. Com fins comparativos, formulacdes sem ubiquinona (brancas)
foram preparadas. Todas as formulacdes foram preparadas em triplicata, sendo que as
contendo ubiquinona foram preparadas protegidas da luz e armazenadas em frascos ambar.

A influéncia da concentracdo do 6leo, do tipo de tensoativo de baixo EHL e do tipo de
polimero foi estudada para a otimizacdo das dispersdes coloidais. Foram testados sistemas
nanoestruturados com duas concentracfes de 6leo de pracaxi (1,5% ou 3,0%); com dois tipos
de tensoativo de baixo EHL: Span® 60 e Span® 80; e dois polimeros (PCL ou Eudragit®EPO).
A composicdo final das formulagfes desenvolvidas encontra-se nas tabelas 2, 3 e 4. A
nomenclatura das formulagdes deu-se da seguinte forma: “NE” para nanoemulsdes; “NC”
para nanocapsulas; “NS” para nanoesferas; “B” para formulacdes sem ubiquinona; “U” para
formulacdes contendo ubiquinona; “1” para formulagdes contendo 3% de 6leo de pracaxi; “2”

para as formulacdes contendo 1,5% de 6leo de pracaxi.
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Tabela 2 - Composigéo quali-quantitativa das nanoemulsfes contendo ou ndo ubiquinona.

Formulacéo

Componentes NE-B1 NE-B2 NE-U1l  NE-U2
Fase Aquosa
Agua (mL) 53 53 53 53
Tween 80 (g) 0,077 0,077 0,077 0,077
Fase Organica
Acetona (mL) 27 27 27 27
Oleo de Pracaxi (g) 0,3 0,15 0,3 0,15
Span 60 (g) 0,077 0,077 0,077 0,077
Ubiquinona (g) - - 0,01 0,01

Tabela 3 - Composi¢do quali-quantitativa das nanocapsulas e nanoesferas de PCL contendo

ou ndo ubiquinona.

Formulacéo

Componentes NCP-B1 NCP-B2 NCP-U1 NCP-U2 NSP-B  NSP-U
Fase Aquosa
Agua (mL) 53 53 53 53 53 53
Tween 80 (g) 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077
Fase organica
Acetona (mL) 27 27 27 27 27 27
PCL (9) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Oleo de Pracaxi (g) 0,3 0,15 0,3 0,15 - -
Span 60 (Q) 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077
Ubiquinona (g) - - 0,01 0,01 - 0,01
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Tabela 4 - Composicao quali-quantitativa das nanocapsulas e nanoesferas de Eudragit® EPO
contendo ou ndo ubiquinona.

Formulacéo
Componentes NCE-B1 NCE-B2 NCE-Ul1 NCE-U2 NSE-B NSE-U
Fase Aquosa

Agua (mL) 53 53 53 53 53 53
Tween 80 (g) 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077
Fase Organica

Acetona (mL) 27 27 27 27 27 27
Eudragit EPO (g) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Oleo de Pracaxi (g) 0,3 0,15 0,3 0,15 - -
Span 80 (g) 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077
Ubiquinona (g) - - 0,01 0,01 - 0,01

4.2.5 Caracterizacdo fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados

As formulacBes preparadas foram avaliadas através da determinacdo das seguintes
caracteristicas fisico-quimicas: pH, didametro médio, indice de polidispersao, potencial zeta,

teor de farmaco e eficiéncia de encapsulamento.

4.2.5.1 Determinacéo do pH

O pH foi determinado logo ap6s a preparacdo dos sistemas nanoestruturados
diretamente nos mesmos, mediante a utilizagdo de potenciémetro previamente calibrado com

solugdes tampéo de pH 4,00 e 7,00.
4.2.5.2 Determinacdo do diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta
O tamanho das particulas ou goticulas, bem como o indice de polidispersdo foram

avaliados por espectroscopia de correlagdo de fotons a 25 °C, ap6s diluicdo das amostras em

agua ultrapura (500x) no equipamento ZetaSizer Nano Series.
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Com relacdo ao potencial zeta, este foi determinado por mobilidade eletroforética, no
mesmo equipamento, ap6s diluicdo das amostras em NaCl 10 mM (500x).

4.2.5.3 Determinacao do teor e da eficiéncia de encapsulamento da ubiquinona

O teor total de ubiquinona nas formulacGes foi determinado por CLAE utilizando-se o
método validado anteriormente citado. As amostras foram preparadas através da diluicdo de
150 pL da suspensdo nanoestruturada em baldo volumétrico de 10 mL, sendo este completado
com acetonitrila e a solucdo resultante filtrada em membrana de celulose de porosidade 0,45
um previamente a inje¢do no cromatografo.

A quantidade de ubiquinona associada aos sistemas nanoestruturados (taxa de
associacao ou eficiéncia de encapsulamento) foi determinada no ultrafiltrado por CLAE, ap6s
a separacdo das nanoestruturas por ultrafiltragdo-centrifugacdo (Amicon® Ultra 10,000 MW).
Dessa forma, 200 uL das suspensdes foram pipetados para os dispositivos, que permaneceram
no equipamento de ultrafiltracdo-centrifugacdo por 10 minutos a 2200 xg, para obtencdo do
ultrafiltrado. A eficiéncia de encapsulamento (%) foi calculada pela diferenca entre as
concentracgdes total e livre de ubiquinona, determinadas nas nanoestruturas e no ultrafiltrado,

respectivamente, através da seguinte equacao:

_ Teor total - Teor livre
Teor total

EE x100

4.2.6 Avaliacdo da fotoestabilidade da ubiquinona nos sistemas nanoestruturados

Apos a preparagdo, 700 pL das formulagbes NE-U2, NCP-U2, NCE-U2 e NSP-U
foram colocados em cubetas de plastico transparente fechadas e estas expostas a radiacédo
UVC em uma camara espelhada. Nos intervalos de 0,5, 1, 2, 3 e 4 horas de exposi¢&o, retirou-
se uma aliquota de 150 pL de amostra, diluiu-se com acetonitrila em baldo volumétrico de 10
mL e a concentracdo de ubiquinona nas formulacdes foi determinada por CLAE, procedendo-

se a analise como descrito para a determinacdo do teor. Com fins comparativos, o estudo foi
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realizado também com uma solucdo etandlica de ubiquinona (1 mg/mL). Além disso, as
amostras foram avaliadas protegidas da luz (controle escuro), revestindo-se a cubeta com
papel aluminio a fim de confirmar que a degradacédo ocorreu pela exposicédo a radiacdo e néo
pelas condicdes experimentais. As analises foram conduzidas em triplicata (n=3).

A fim de avaliar a cinética de degradacdo do farmaco, os dados foram plotados em
graficos de concentracdo de ubiquinona versus tempo (reacdo de ordem zero), In da
concentracdo de ubiquinona versus tempo (reacdo de primeira ordem) e inverso da
concentracdo de ubiquinona versus tempo (reacéo de segunda ordem).

As equacles correspondentes a cada modelo cinético e seus respectivos tempos de

meia-vida e tgoe, eStdo representados a seguir:

C=0C,-kt tyo = Co 12k togss =0,1 C, /k (reacdo de ordem zero)
InC = InC,- kt tip =0,693/k  tgge= 0,106 /k (reacdo de primeira ordem)
1/C =1/ C, + kt tip =1/ Cok  tgge = 1/ 9KC, (reacdo de segunda ordem)

Onde Co ¢é a concentracdo inicial, C é a concentracdo ap0s o tempo de retencdo te k é
a constante de reacdo (NUDELMAN, 1975).

4.2.7 Estudo de estabilidade acelerado das formulag¢bes contendo ubiquinona

A fim de estabelecer a estabilidade fisico-quimica das formulagdes propostas, as
suspensdes nanoestruturadas NE-U2, NCP-U2, NCE-U2 e NSP-U foram armazenadas por 90
dias nas seguintes condigoes:

- em cdmara de estabilidade a temperatura de 40 + 2°C e umidade relativa de 75 + 5% e
protegidas da luz natural,
- a temperatura ambiente (meses de outubro a janeiro) e protegidas da luz natural.

Nos tempos 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias, foram coletadas amostras das suspensoes
nanoestruturadas, sendo estas submetidas as analises de didmetro médio, potencial zeta, pH e
teor de farmaco, procedendo-se como citado anteriormente. O experimento foi conduzido em

triplicata de lote.
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4.2.8 Teste de hemolise semi-quantitativo

Eritrocitos humanos foram obtidos através da coleta de sangue (4 mL) de doadores
voluntarios saudaveis em tubos heparinizados. Apos, os eritrocitos foram isolados por
centrifugacdo a 3400 rpm durante 10 minutos para retirada do plasma e células brancas. O
pélete de células vermelhas foi lavado trés vezes com solucédo salina, sendo ressuspendido e
diluido na mesma solucéo a uma concentragéo final de 10%. As formulagdes NCP-B2 e NCP-
U2 foram adicionadas a suspensao de eritrécitos e incubadas por 4 horas a 37°C, sob agitacdo
constante, atingindo concentragdes de 0,9, 0,5, 0,25, 0,1, 0,075, 0,05, 0,025, 0,01, 0,0075 e
0,005 mg/mL. A seguir, procedeu-se a centrifugacdo das amostras a 1200 rpm por 10 minutos
e observou-se visualmente o grau de hemolise presente em cada tubo. A fim de obter-se
hemolise completa das amostras, foi utilizada &gua como controle positivo, enquanto que para
observar-se a hemolise esponténea foi utilizada solugdo salina (controle negativo). Os
experimentos foram conduzidos utilizando-se trés amostras de sangue e em triplicata de lote

de formulacéo.

4.2.9 Estudo de citotoxicidade in vitro

O estudo de citotoxicidade das formulacbes propostas foi realizado em
linhagem de células de glioma de ratos (C6) e de carcinoma de mama humano (MCF-7)
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC). As células de glioma (C6) e MCF-7
foram cultivadas em monocamada em meio de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM),
suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5%
de CO,. Apds as células atingirem 90% de confluéncia, estas foram submetidas a tripsinizagdo
e contagem em camara de Neubauer, sendo entdo realizada semeadura de 10.000 células por
poco em placas de 96 pocos. As placas foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO, por 48 horas. Apds, as células foram tratadas com as formulacGes de
nanocépsulas NCP-B2 e NCP-U2 em concentragdes de 10, 20, 30 e 100 uM e também com o
oleo de pracaxi livre (10 e 100 uM) e a ubiquinona livre (10, 20, 30 e 100 uM), solubilizados
em DMSO.
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Ap0s o tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT, que tem
como principio a determinagdo da capacidade de células vivas em reduzirem o sal brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT), formando cristais insoluveis de
formazan de coloracéo violeta. Uma solucdo de MTT (solucdo-estoque estéril de 5 mg/mL)
foi adicionada ao meio de incubagdo dos pocos, a uma concentragéo final de 0,5 mg/mL. As
celulas foram deixadas durante 60 minutos & 37°C em atmosfera de 5% de CO, umidificada.
O meio foi entdo removido e as placas foram agitadas com DMSO durante 30 minutos.
Posteriormente, a densidade Optica de cada poco foi medida em Espectrofotdmetro a 492 nm.
A citotoxicidade de cada tratamento foi expressa pela porcentagem de viabilidade celular,
calculada em relagéo ao controle (BRAGANHOL et al., 2009).

4.2.10 Anélise estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada atraves da Analise de Variancia (ANOVA)
e Tukey ou teste t, a um nivel de significancia de 5%, com auxilio do software SigmaStat®
3.0.1 (SPSS Inc.).



RESULTADOS E DISCUSSAO




47

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacao do método analitico de CLAE para a determinacao do teor de ubiquinona

nas suspensoes nanoestruturadas

Previamente a determinacdo do teor de ubiquinona nos sistemas nanoestruturados, foi
realizada a validacdo do método analitico a ser utilizado. As formulacGes escolhidas para a
validacdo foram as nanocapsulas de PCL e Eudragit® EPO, tendo em vista que estas contem
0s excipientes presentes tanto nas nanoemulsdes quanto nas nanoesferas, garantindo assim
gue o método possa ser utilizado para a quantificacdo do farmaco também nestes
nanocarreadores.

O método mostrou-se especifico para determinar a ubiquinona nas formulacGes
testadas, ja que a comparacgdo entre os cromatogramas das nanocépsulas com farmaco (NCP-
U2 e NCE-U2) e sem farmaco (NCP-B2 e NCE-U2) ndo demonstra interferéncia dos
excipientes da formulacdo no pico do farmaco (Figura 6). O indice de pureza de pico
fornecido pelo detector com arranjo de diodos foi de 1,0000.

Com relacdo a linearidade, foi observada uma relacdo linear entre a concentracdo de
ubiquinona e a area de pico obtida na faixa de concentracdo analisada (5,0 — 25,0 pg/mL). A
equacdo da reta obtida (n = 3) foi y = 21892x-10780, com um coeficiente de correlacdo de
0,9998. A andlise de variancia (ANOVA) indicou que a equacdo de regressdo foi linear
(Fealculado=100220,36 > Fritico=4,96, p<0,05).

A avaliacdo da exatiddo mostrou porcentagens de recuperacdo entre 96 e 102% para as
nanocapsulas de PCL e entre 99 e 105% para as de Eudragit® EPO (Tabela 5), o que indica
que o0 método é exato na faixa de concentracao estudada.

Quanto a precisao do método, ambos 0s ensaios intra-dia e inter-dia obtiveram valores
de DPR menores que 2% na avaliacdo do teor de ubiquinona nas nanocépsulas, como mostra

a Tabela 6, o que demonstra que o método foi preciso.
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Figura 6 — Cromatogramas das nanocépsulas de PCL e Eudragit® EPO. A: NCP-B2; B: NCP-
U2; C: NCE-B2; D: NCE-U2.
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Tabela 5 — Exatiddo do método analitico por CLAE para determinacéo da ubiquinona nas

suspensdes de nanocapsulas.

Concentracdo Concentragao

Formulacéo Niveis de~ tedrica encontrada Recuperagdo  DPR
concentracao (ug/mL) (ug/mL) (%) (%)

Baixa 7,5 7,2 96,04 1,89

NCP-U2 Média 12,5 12,77 102,16 0,69
Alta 17,5 17,67 100,99 1,73

Baixa 7,5 7,54 100,64 0,69

NCE-U2 Média 12,5 12,47 99,82 0,35
Alta 17,5 18,48 105,64 1,08

Tabela 6 - Repetibilidade e precisao inter-dia das amostras contendo ubiquinona.

Concentracao

Concentracao Recuperacéo o
teérica (ug/ mL) encontrada (pg/ (%) DPR (%)
mL)
Dia 1 (n=6) 15 15,13+ 0,34 100,92 2,32
Dia 2 (n=6) 15 15,18 £ 0,22 101,21 1,5
Média + DP 15 15,13 + 0,03 101,07 0,08

5.2 Teste de inchamento/dissolucéo de filmes poliméricos

O teste de inchamento/dissolucdo de filmes poliméricos foi realizado previamente a
preparacdo dos sistemas nanocarreadores, a fim de verificar se ha interacdo entre o 6leo de
pracaxi e 0s polimeros PCL e Eudragit® EPO. As tabelas 7 e 8 apresentam o resultado das
pesagens de trés amostras dos polimeros ap0s o contato com o 6leo durante 60 dias.

Observando-se a tabela 6, pode-se verificar que ap6s o0s 60 dias em contato com o 6leo, a
PCL néo apresentou alteracdo de peso estatisticamente significativa (p>0,05) e, portanto, ndo
houve interacdo entre este polimero e o 6leo de pracaxi. Para a formacdo do envoltorio

polimérico das nanocapsulas, o polimero deve ser insolivel tanto no 6leo como no meio



50

aquoso. Assim, a PCL mostrou-se adequada para a preparagdo das nanocapsulas contendo
6leo de pracaxi propostas neste trabalho.

Por outro lado, como se pode observar na tabela 8, os filmes de Eudragit® EPO
apresentaram alteracdo de peso durante a imersdao no 6leo, sendo que aos 60 dias ndo foi
possivel realizar a pesagem, pois os filmes estavam parcialmente dissolvidos no 6leo de
pracaxi. De forma semelhante, Guterres e colaboradores (2000), observaram a dissolucéo de
filmes de PCL e PLA em contato com benzoato de benzila, atribuindo a isso a possivel
formacéo de uma dispersdo de micelas coloidais ao invés de nanocépsulas. Dessa forma, ao
associar-se Eudragit® EPO e 6leo de pracaxi, ndo é viavel a formacao de uma estrutura casca-
nacleo e, consequentemente, das nanocapsulas pretendidas, o que corrobora os resultados de
estabilidade limitada apresentados por estes sistemas em comparacao as nanocapsulas de PCL

(ver secdo 5.6).

Tabela 7 - Peso dos filmes de PCL ap6s 60 dias de imersdo em 6leo de pracaxi.

Dias MD DP CV

1 3 5 7 11 28 60 (%)
F1* (g) 0,0219 0,0218 0,0215 0,0215 0,0216 0,0216 0,0220 0,0217 0,0002 0,8692
F 2* (g) 0,0239 0,0240 0,0233 0,0235 0,0240 0,0234 0,0240 0,0237 0,0003 1,2321
F 3* (g) 0,0258 0,0256 0,0254 0,0256 0,0256 0,0260 0,0259 0,0257 0,0002 0,7996

F 1: filme 1; F 2: filme 2; F 3: filme 3; MD: média dos pesos; DP: desvio padrdo; CV (%): coeficiente de
variacéo.

Tabela 8 - Peso dos filmes de Eudragit® EPO apds 60 dias de imerséo em 6leo de pracaxi.

Dias MD DP CV

1 3 5 7 11 28 60 (%)
F1*(g) 0,0615 0,0631 0,0642 0,0615 0,0598 0,0481 - 0,0597 0,0059 9,8489
F2*(g) 0,0577 0,0585 0,059 0,0564 0,0540 0,0421 - 0,0546 0,0064 11,6959
F 3*(g) 0,0550 0,0559 0,0560 0,0548 0,0534 0,0419 - 0,0528 0,0054 10,2925

F 1: filme 1; F 2: filme 2; F 3: filme 3; MD: média dos pesos; DP: desvio padrdo; CV (%): coeficiente de
variacdo
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5.3 Teste de solubilidade da ubiquinona no 6leo de pracaxi

Tendo em vista que o 0leo escolhido para o preparo de nanoemulsdes e nanocapsulas é
0 constituinte formador da goticula/nicleo da vesicula, mostra-se relevante verificar a
solubilidade do farmaco no 6leo proposto, pois esta caracteristica é indicativa de que o
farmaco pode ser encapsulado adequadamente no sistema.

Como pode ser observado na figura 7, a ubiguinona formou uma solu¢cdo homogénea
quando adicionada ao 6leo de pracaxi na proporcao testada. Este resultado encontra-se de
acordo com o esperado, ja que a ubiquinona é uma substancia de carater lipofilico. Além
disso, apds injecdo da solucdo para quantificacdo do farmaco em CLAE, foi constatado que a
solubilidade da ubiquinona no dleo de pracaxi é de 46,6 mg/mL.

Dessa maneira, demonstrou-se a solubilidade da ubiquinona neste Oleo vegetal,
resultado considerado positivo, na medida em que indica provavel localizacdo do farmaco
dissolvido na goticula (no caso das nanoemulsdes) ou no nucleo oleoso da nanoparticula em

suspensdo, estando associado adequadamente ao sistema.

Figura 7 — Tubo contendo solugédo de ubiquinona em 0Oleo de pracaxi ap6s homogeneizagao
em vortex e microcentrifugacéo.
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5.4 Caracterizacao fisico-quimica das nanoestruturas

Na etapa de otimizacio da composicdo das formulagdes nanoestruturadas,
primeiramente foram preparadas nanocépsulas contendo 6leo de pracaxi (3% m/v), PCL (1%
m/v) e Span® 80 (0,77% m/v) na fase organica. Entretanto, esta formulagdo pareceu precipitar
logo ap6s a remocao do excesso de solvente e ajuste do volume final no evaporador rotatorio.
Isso sugere que pode haver alguma interacdo entre estas trés matérias-primas, nestas
concentracgdes, que inviabilizou o preparo desta formulagdo. Cabe ressaltar que outros autores
relataram o uso do mesmo polimero com Span® 80, porém com outros 6leos na formulagéo de
nanocapsulas (FRIEDRICH et al., 2008 OURIQUE et al., 2008; FLORES et al., 2011). A
partir deste resultado negativo, verificou-se a viabilidade de preparacdo destas nanocapsulas
utilizando-se Span® 60, mantendo-se a mesma proporcdo dos constituintes. Com esta
modificacdo, observou-se que as suspensfes obtidas apresentaram 0 aspecto macroscopico
desejado, mas ap6s as analises de tamanho e indice de polidispersdo verificou-se que estes
parametros deveriam ser melhorados, pois as particulas apresentaram diametro elevado e sua
distribuicdo de tamanho ndo estava homogénea. Tendo em vista que a quantidade de 6leo
utilizada na composicdo de nanocépsulas interfere no didmetro obtido pelas particulas,
prosseguiu-se a preparacdo das nanocapsulas de PCL com metade da concentracdo usual de
6leo de pracaxi (1,5 % m/v), no intuito de diminuir o tamanho final das particulas e melhorar
a homogeneidade das mesmas. Foram preparadas também nanoesferas de PCL e
nanoemuls6es de dleo de pracaxi, todas contendo Span® 60 como tensoativo de baixo EHL.

Quanto as nanocépsulas de Eudragit® EPO, estas foram preparadas inicialmente
utilizando-se o polimero na concentragdo de 1%, 6leo de pracaxi a 3% e Span® 60 a 0,77%,
porém o uso deste tensoativo ndo se demonstrou adequado, visto que também ocorreu
precipitacdo da formulacdo ap6s evaporacdo do solvente. Portanto, testou-se a mesma
formulacdo, porém o Span® 80 foi utilizado como tensoativo de baixo EHL. Com esta
modificagdo foi verificada a viabilidade de preparo desta formulacdo. Foram preparadas
também nanoesferas de Eudragit® EPO utilizando-se Span® 80.

ApOs a preparacdo, a analise macroscopica das suspensdes nanoestruturadas revelou que
todas as formulagbes sem ubiquinona em sua composi¢do apresentaram-se como um liquido
leitoso e opalescente com reflexo azulado, relacionado ao movimento browniano das
estruturas coloidais (Efeito Tyndall), enquanto que as formulagdes contendo o farmaco

apresentaram-se como um liquido leitoso levemente amarelado, o que pode ser atribuido a cor
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amarelo-alaranjada caracteristica da ubiquinona. Além disso, é importante salientar que
nenhuma das formulag6es apresentou precipitacdo visivel.

Os resultados das avaliacGes fisico-quimicas desenvolvidas neste trabalho podem ser
visualizados nas Tabelas 9, 10 e 11. Os graficos de distribuicdo de tamanho e de potencial

zeta encontram-se nos apéndices A e B deste manuscrito.

Tabela 9 - Caracteristicas fisico-quimicas das nanoemulsdes contendo 6leo de pracaxi (n = 3;
resultados expressos como média + desvio padrao).

x Diametro Teor EE
Formulagéo - IPD* Pot. Zeta (mV)  pH *
médio (nm) (mg/mL) (%)
NE-B1 283 + 22 0,260+0,04 -22,17+13,10 58+0,4 - -
NE-B2 209 + 24 0,172+0,05 -1698+721 6,4+0,2 - -
NE-U1 417 £102 0,393+0,01 -22,04+6,06 6,1+0,1 0,94+0,06 10
NE-U2 270 = 20 0,194+0,01 -18,02+0,16 6,2+0,2 0,99+0,05 100

*|PD: indice de Polidispersdo; EE: Eficiéncia de encapsulamento.

Tabela 10 - Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas e nanoesferas de PCL (n = 3;
resultados expressos como média + desvio padrao).

Formulacio Qié_metro IPD* Pot. Zeta oH Teor EE*
médio (nm) (mV) (mg/mL) (%)
NCP-B1 313+8 0,301+0,04 -19,46+385 6,1+0,0 - -
NCP-B2 288 £ 13 0,277+0,01 -1483+3,27 59+0,6 - -
NCP-U1l 386 + 57 0,357+0,06 -2187+7,44 60+00 0,97+£0,04 99
NCP-U2 261 £55 0,225+0,01 -1537+233 6,1+0,1 0,99+0,07 100
NSP-B 204 £ 09 0,202+0,02 -1262+237 7,8%0,2 - -
NSP-U 175+ 16 0,126 £ 0,03 -19,24+5,09 6,8+0,4 0,98+0,05 99

*|PD: indice de Polidispersdo; EE: Eficiéncia de encapsulamento.
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Tabela 11 - Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas e nanoesferas de Eudragit® EPO
(n = 3; resultados expressos como média £ desvio padréo).

Formulacio Djé_metro IPD* Pot. Zeta oH Teor EE*

meédio (nm) (mV) (mg/mL) (%)
NCE-B1 212 £ 25 0,257 +0,07 41,89+0,27 7,2%+0,2 - -
NCE-B2 234 £ 69 0,253+0,10 42,82+2,17 75+0,0 - -
NCE-U1l 199 + 08 0,205+0,03 4595+1,78 7,1+0,2 098+0,05 97
NCE-U2 169 £ 09 0,145+0,02 44,05+065 7,2+0,1 0,99+0,02 99
NSE-B 97 +18 0,228+0,03 25,12+9,21 7,7%+0,0 - -
NSE-U 111 +£13 0,242+0,01 2559+888 7,1+04 0,36+0,02 -

*|PD: indice de Polidispersdo; EE: Eficiéncia de encapsulamento.

O diadmetro das particulas e sua distribui¢do sdo as caracteristicas mais importantes dos
sistemas nanoparticulados, pois influenciam a distribuicao in vivo, a toxicidade e a capacidade
de liberacdo do farmaco no sitio desejado, podendo ainda influenciar no encapsulamento do
farmaco e na estabilidade das nanoparticulas (MOHANRAJ et al., 2006). Todos os sistemas
nanoestruturados estudados apresentaram diametro médio submicrométrico, independente de
apresentarem ou ndo ubiquinona em suas composic¢oes.

Geralmente, o diametro médio de nanocapsulas preparadas a partir de polimeros pré-
formados é de 250 a 500 nm (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Como pode
ser observado na tabela 10, as médias dos diametros das nanocépsulas de PCL variaram entre
261 e 386 nm. As formulacGes NCP-B2 e NCP-U2 apresentaram 0s menores tamanhos, sendo
que esta ultima diferiu significativamente da formulagdo NCP-U1 (p<0,05). Isso pode ser
explicado pelo fato de que no processo de formacdo das nanocapsulas ocorre réapida difusao
da fase organica na fase aquosa, gerando uma turbuléncia interfacial durante o deslocamento
do solvente, a qual é responsavel pela formacdo das vesiculas em suspensdo. Assim, 0
aumento da concentracdo de algum dos componentes da fase organica, como o polimero, ou
nesse caso, 0 Oleo, tornaria essa fase mais viscosa e proporcionaria maior resisténcia a
transferéncia de massa e consequente difusdo mais lenta entre as fases, levando & formacéo de
nanoparticulas com diametro maior (GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004). O contrario
tambem ¢é valido e, portanto, como foi utilizada uma menor quantidade de 6leo (0,15 g) na

preparacdo da formulacdo NCP-U2, a fase organica apresentou-se menos viscosa, formando-
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se particulas em suspensdo com um pequeno nucleo oleoso e menor didmetro final do que a
NCP-U1.

Quanto as nanoemuls@es, os diametros medios das goticulas variaram entre 209 e 417
nm (Tabela 9), corroborando a faixa de tamanho esperada para estas formulagdes, que é de 20
a 600 nm (BOUCHEMAL et al., 2004; TADROS et al., 2004). Além disso, os resultados
estdo de acordo com nanoemulsdes obtidas através do procedimento de emulsificacdo
espontanea em estudos previos (TRIMAILLE et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2001,
TEIXEIRA et al., 2003). Assim como para as nanocapsulas de PCL, as nanoemulsdes
preparadas com maior quantidade de 6leo (NE-B1 e NE-U1) apresentaram didmetros maiores,
sendo que esta Ultima diferiu significativamente da respectiva formulacdo com menor
concentracdo de 0Oleo de pracaxi (p < 0,05).

Segundo Tadros e colaboradores (2004), o diametro das goticulas € uma caracteristica
de grande importancia nas nanoemulsdes, tendo em vista que seu tamanho reduzido gera uma
diminuicdo na forca de gravidade e o movimento browniano pode ser suficiente para supera-
la, prevenindo assim os fendmenos de sedimentac¢do ou cremagem durante o armazenamento.
O pequeno tamanho da goticula previne também a floculagdo, permitindo ao sistema
permanecer disperso, sem separacdo de fases. O fenbmeno de coalescéncia também pode ser
evitado, ja que essas goticulas ndo sdo deformaveis e, portanto, as flutuacGes de superficie sdo
impedidas. Além disso, a espessa pelicula de tensoativo (em relacdo ao raio da goticula)
impede o rompimento do filme liquido entre as goticulas. Estas propriedades das
nanoemulsdes sdo de especial interesse para aplicacdes préaticas e dessa forma, a estabilidade
cinética acentuada destes sistemas em solucdo aquosa pode consistir em uma estratégia
adequada para melhorar a solubilidade da ubiquinona (USON; GARCIA; SOLANS, 2004,
HATANAKA et al., 2008).

A fim de avaliar a influéncia da presenca do nucleo oleoso no didmetro das
nanoparticulas poliméricas, foram desenvolvidas nanoesferas de PCL, preparadas da mesma
maneira que as nanocapsulas de PCL, porém omitindo-se o 6leo da composigdo. Os diametros
obtidos encontram-se na faixa de 175 a 204 nm (Tabela 10), sendo que a presenca do farmaco
na matriz polimerica ndo influenciou significativamente o tamanho da particula (p > 0,05).
Estes valores estdo de acordo com o esperado para nanoesferas preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009). Entretanto, a nanoesfera contendo
ubiquinona apresentou tamanho significativamente menor do que a nanoemulsdo de 6leo de
pracaxi e a nanocapsula de 6leo de pracaxi e PCL (p < 0,05), o que demonstra o papel do 6leo

na formacéo do nucleo e, por conseguinte, no didametro final obtido pela particula.



56

Quanto as nanocapsulas e nanoesferas de Eudragit® EPO, estas foram preparadas a fim
de comparar-se a influéncia de dois diferentes polimeros nas caracteristicas do sistema. Pode-
se observar que as nanocapsulas contendo este polimero apresentaram didmetros de particulas
menores que as NCs de PCL e que as NEs, sendo que houve diferenca significativa entre a
formulacdo NCE-U2 (Tabela 11) e as formulagdes NCP-U2 (Tabela 10) e NE-U2 (Tabela 9)
(p < 0,05). Com relacdo as nanoesferas de Eudragit® EPO, estas apresentaram média de
diametros entre 97 e 111 nm (Tabela 11). A NSE-U apresentou diametro estatisticamente
menor que a NCE-U2 e que a NSP-U (p < 0,05). Além disso, o diametro das nanoesferas foi
menor que o encontrado por outros autores que prepararam nanoparticulas de Eudragit® EPO
anteriormente, por um método de nanoprecipitacéo adaptado, utilizando Pluronic® F-68 como
estabilizante (CHELLAMPILLAI; PAWAR, 2010).

Observou-se também que tanto a suspensdo de nanoesferas de PCL quanto a de
Eudragit® EPO apresentaram aspecto mais transldcido que as suspensdes de nanocépsulas de
ambos os polimeros e que as nanoemulsdes, o0 que pode ser devido ao menor diametro de
particula formado no caso das nanoesferas (Tabela 9).

Quanto ao indice de polidispersdo, todas as formulacGes contendo a menor
concentracdo de 6leo (1,5%) apresentaram valores mais satisfatorios. De uma forma geral, as
nanoestruturas obtidas através de diferentes métodos de preparacdo apresentam uma
distribuicdo unimodal, com baixo indice de polidispersdo (CALVO; VILA-JATO; ALONSO,
1996; GOVENDER et al., 2000; AVGOUSTAKIS et al., 2002). Valores proximos a 0,2
indicam que ha uma estreita distribuicdo de tamanho e, consequentemente, uma
homogeneidade adequada destes sistemas. Portanto, as formulagées NE-U2, NCP-U2 e NCE-
U2 apresentaram populacdo de particulas/goticulas monodispersa, resultado que esta de
acordo com outros estudos envolvendo nanoparticulas e nanoemulsées formuladas com 6leos
vegetais (ALMEIDA et al., 2009; FRIEDRICH et al., 2008, SAKEENA et al., 2011).

Com relacdo a caracterizacdo da superficie das nanoparticulas, um método muito
empregado envolve a medida do potencial zeta, o qual reflete o potencial da superficie da
particula. Este potencial é influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante,
em razdo da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcao de
espécies ionicas presentes no meio aquoso de dispersdo (MAGENHEIM; BENITA, 1991;
MOSQUEIRA et al., 2000). As nanoparticulas usualmente apresentam um potencial zeta
diferente de zero, o que conduz a sistemas relativamente estaveis, devido a alta barreira
energética entre as particulas (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).



57

Observando-se a Tabela 10, verifica-se que todas as formulagdes contendo PCL em
sua composicdo apresentaram valores de potencial zeta negativos, independentemente do tipo
de sistema nanoestruturado e da presenca de ubiquinona. Segundo Mora-Huertas e
colaboradores (2010), o potencial zeta das nanoparticulas depende principalmente da natureza
quimica do polimero, dos estabilizantes e do pH do meio. Portanto, quando as NCs séo
preparadas a partir de poliésteres e utilizando-se estabilizantes ndo-iénicos, como no presente
estudo, sdo obtidos valores negativos de potencial zeta devido a presenca de grupos terminais
carboxilicos na estrutura do polimero, o que confere caracteristica anionica a particula.

Além disso, o potencial zeta apresentado pelas NCs (Tabela 10) foi similar ao das NEs
(Tabela 9), ndo havendo diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05), o que ja foi
relatado previamente na literatura (CRUZ et al., 2006; OURIQUE et al., 2008; FONTANA et
al., 2009). Outros autores concluiram que essa similaridade sugere que a camada polimérica
ao redor das goticulas de dleo poderia ndo ser continua (LOSA et AL., 1993; CALVO; VILA-
JATO; ALONSO, 1996).

Outro fator que pode influenciar os valores de potencial zeta obtidos é a presenca da
ubiquinona, pois as formulagdes brancas, de modo geral, apresentaram menor potencial zeta
em modulo. Esta relacdo entre a presenca de ubiguinona nas nanoparticulas e um aumento no
potencial zeta das mesmas foi previamente relatada no trabalho de Zhou e colaboradores
(2010). Neste trabalho, foram preparados carreadores lipidicos nanoestruturados com e sem
ubiquinona, sendo que as formulacGes contendo farmaco apresentaram valores de potencial
zeta maiores que aquelas sem a presenca do mesmo. Os autores atribuiram esse achado ao
fato de a ubiquinona possuir grupos carbonila e duplas ligagfes carbono-carbono com cargas
negativas em sua estrutura.

Quanto as nanocapsulas contendo Eudragit® EPO, todas as formulagdes apresentaram
potencial zeta positivo (em torno de +42 mV), sendo 0 mesmo observado no caso das
nanoesferas preparadas com este polimero. Isso pode ser atribuido a estrutura do polimero,
gue contém varios grupamentos amonio responsaveis pela caracteristica catibnica do mesmo.
Os valores encontrados para as nanocapsulas ndo diferiram significativamente entre si (p >
0,05), entretanto o potencial zeta destas foi maior, em modulo, do que o obtido para as
nanoestruturas contendo PCL (p < 0,05). Além disso, as nanoesferas de Eudragit® EPO
apresentaram potencial zeta significativamente menor que as nanocapsulas contendo 0 mesmo
polimero (p < 0,05), mas ndo diferiu (em modulo) das nanoesferas de PCL. Os valores
encontrados estdo de acordo com a literatura (CHELLAMPILLAI; PAWAR, 2010).

Geralmente, os valores de pH das dispersdes de nanoparticulas preparadas pelo
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método de nanoprecipitagdo encontram-se na faixa de 3,0 a 7,5. Informagdes relevantes sobre
a estabilidade das formulagdes podem ser obtidas mediante o monitoramento do pH, em
funcdo do tempo. Além disso, o pH também parece ser um fator importante na sua
biodistribuicdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010).

A determinacdo do pH das formulagdes foi realizada logo apds a preparacdo das
mesmas. As nanoemulsfes apresentaram valores medios entre 5,8 e 6,4, enquanto que as
nanocapsulas de PCL entre 5,9 a 6,1. Os valores de pH levemente acidos das NEs e NCs
podem ser explicados devido a presenca do Gleo de pracaxi, em fungdo da sua composicéo
rica em acidos graxos. Por outro lado, as nanoesferas de PCL apresentaram pH de 6,8 e 7,8
para as formulacbes com e sem ubiquinona, respectivamente, demonstrando diferenca
significativa (p < 0,05). Além disso, os nanocarreadores contendo Eudragit® EPO
apresentaram pH entre 7,1 e 7,7, valores significativamente maiores que as nanoemulsdes e
que as nanocépsulas de PCL (p < 0,05).

Apds o método analitico estar validado, procedeu-se a quantificacdo da ubiquinona nas
suspensdes nanoestruturadas. Observando-se as tabelas 9, 10 e 11, pode-se verificar que todas
as formulagdes apresentaram teores proximos da concentracdo tedrica de 1 mg/mL, exceto a
NSE-U, que apresentou teores de cerca de 36%, demonstrando a fragilidade desta formulacéo
e a inviabilidade de encapsulamento do farmaco de maneira adequada neste sistema.

A determinacdo da eficiéncia de encapsulamento do farmaco nos sistemas
nanoestruturados é de extrema importancia na avaliacdo destes, visto que o contetdo de
farmaco associado as particulas ou goticulas pode influenciar nas caracteristicas do sistema,
assim como o inverso também é valido, e diversos fatores sdo capazes de influenciar a
guantidade de farmaco associada. Dentre os fatores destacam-se as caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco, o pH do meio, as caracteristicas da superficie das particulas ou a
natureza do polimero, a quantidade de farmaco adicionada a formulacdo, a natureza do 6leo e
o tipo de tensoativo adsorvido a superficie polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Devido as nanoestruturas serem sistemas coloidais, é dificil determinar precisamente o
conteudo de farmaco encapsulado. Portanto, uma maneira confiavel para separar o farmaco
livre das nanoestruturas é através da técnica de ultrafiltracdo-centrifugacdo (KUMARI et al.,
2010), método utilizado neste estudo. A eficiéncia de encapsulamento (%) das nanoestruturas
foi calculada pela diferenca entre o teor total de ubiquinona e a ubiquinona livre, sendo que os
valores obtidos para todas as formulacbes estudadas foram préximos de 100%, resultado

similar a eficiéncia de encapsulamento de outros sistemas nanoestruturados contendo
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ubiquinona previamente estudados (KWON et al., 2002; XIA et al., 2006; NEHILLA et al.,
2008; WANG et al., 2010; FARBOUD et al., 2011, SWARNAKAR et al., 2011).

Como mencionado anteriormente, a natureza quimica da substancia ativa € um dos
fatores que determina a eficiéncia de encapsulamento, sendo que em geral a lipofilicidade do
farmaco é a caracteristica mais importante na particdo deste entre as fases da disperséo
coloidal (SHENOY; AMIJI, 2005; STELLA et al.,, 2007). Recentemente, Oliveira e
colaboradores (2013), desenvolveram experimentalmente um algoritmo utilizando diferentes
farmacos encapsulados em nanocépsulas de nucleo-lipidico, a fim de prever os mecanismos
de distribuicdo dos farmacos neste sistema modelo. Os autores atribuem maior probabilidade
de o farmaco localizar-se no nucleo das nanocépsulas estudadas quanto maior for sua lipofilia,
que foi calculada utilizando-se o log D.

Levando-se em consideracdo que a ubiquinona é uma substancia extremamente
lipofilica e que seu log D é de 20,93, altas taxas de encapsulamento da ubiquinona nos
sistemas propostos no presente trabalho eram esperadas. Além disso, esse resultado indica que
a ubiquinona estd totalmente associada as nanoparticulas, podendo estar, no caso das
nanocapsulas, tanto adsorvida na parede polimérica como localizada no nucleo oleoso, na
forma dissolvida ou dispersa molecularmente (SCHAFFAZICK et al., 2003). Considerando-
se o teste de solubilidade da ubiquinona no o6leo de pracaxi, ha maior probabilidade de o
farmaco estar associado ao nucleo oleoso, tendo em vista sua elevada solubilidade no 6leo,
pois 10 partes de ubiquinona foram soltveis em menos de 1 parte de 6leo de pracaxi.

A partir das avaliagbes acima citadas, 0s estudos subseqiientes foram realizados
utilizando-se as formulagdes contendo menor quantidade de éleo (NCP-U2, NCE-U2 e NE-
U2) e a NSP-U, cujos resultados apresentados na avaliacdo fisico-quimica foram mais

satisfatérios.

5.5 Avaliagdo da fotoestabilidade da ubiquinona nos sistemas nanoestruturados

A fim de verificar o papel dos diferentes sistemas nanoestruturados em promover
protecdo ao farmaco encapsulado, foi realizado um estudo de fotodegradacéo das formulagcfes
contendo ubiquinona, expondo-se estas a luz. Utilizou-se radiacdo UVC, pois, apesar de ndo
atingir a superficie terrestre, apresenta maior conteido energético e causa rapida degradagdo
fotoquimica (MOORE, 2004), o que permite reducdo do tempo experimental para verificar as

alteracdes.
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Como pode ser observado na figura 8, todos os nanocarreadores estudados protegeram
a ubiquinona da degradacéo pela radiacdo UVC quando comparados a uma solugdo etanolica
de mesma concentracdo (1 mg/mL). As amostras protegidas da luz (controles escuros) nao
apresentaram diminuicdo no teor de ubiquinona, demonstrando que ndo houve interferéncia

da temperatura durante o experimento.
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Figura 8 - Grafico da concentracdo remanescente de ubiquinona nas amostras apés 4 h de
exposicao a radiagdo UVC.

Apds a primeira hora de exposic¢do das amostras a luz UVC, ja foi observada diferenca
estatistica (p < 0,05) entre a concentracdo remanescente de farmaco na solugédo etandlica e nos
sistemas nanoestruturados. Ao término do experimento, a solugdo de ubiquinona e a NSP-U
diferiram entre si e com relagdo as outras amostras, enquanto que as nanocapsulas
(independente do polimero constituinte) e a nanoemulsdo ndo tiveram teores de farmaco
estatisticamente diferentes (p > 0,05). Os teores finais de ubiquinona foram de
aproximadamente 24% para a solucdo etanolica, 37% para a NSP-U, 48% para a NE-U2, 51%
para a NCP-U2 e 56% para a NCE-U2.

O aumento na fotoestabilidade promovido pelas nanoestruturas pode ser atribuido a
um bloqueio da radiacdo UVC pelo polimero presente nas nanocépsulas e nanoesferas, pois
estes sdo capazes de refletir e espalhar a luz UV incidente (PERUGINI et al., 2002; JIMENEZ

et al., 2004). Além disso, a presenca do 6leo também mostrou-se essencial na manutengéo do
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teor de ubiquinona, o que foi evidenciado pelo fato de o teor final de farmaco ter sido
significativamente maior (p < 0,05) para ambos os tipos de nanocédpsulas e para a
nanoemulsdo, em comparacdo com a quantidade de farmaco remanescente na nanoesfera.

O resultado sugere também que a ubiquinona encontra-se em maior proporcao
dissolvida na fase oleosa das particulas do que adsorvida na superficie das nanoparticulas, o
que corrobora a solubilizagdo adequada do farmaco no 6leo e a elevada eficiéncia de
encapsulamento encontrada.

As figuras 9, 10, 11, 12 e 13 mostram 0s cromatogramas obtidos para as amostras
submetidas a radiagao.

Como pode ser observado, houve a formacgdo de picos adicionais aos da ubiquinona
durante a fotodegradacdo, sendo possivel verificar um aumento da area destes picos
concomitantemente a diminuicdo do pico do farmaco. Isto sugere que estdo sendo formados
produtos de degradacdo, possivelmente do farmaco, que sdo detectados no mesmo
comprimento de onda utilizado para detectar a ubiquinona (A=275 nm).

Sabe-se que a capacidade de uma molécula de absorver radiacdo ¢ indicativa de que
esta pode participar de reacbes fotoquimicas, levando a sua propria decomposicdo ou a de
outros componentes da formulacdo (ALBINI; FASANI, 2004), sendo que os farmacos com
grupos cromoforos como nitro, nitroso, sulfonas, cetonas e ligages duplas conjugadas
carbono-carbono, sdo mais sensiveis a luz (NUDELMAN, 1875). Entretanto, elucidar o
mecanismo e 0s produtos das reacbes de fotodegradacdo é extremamente dificil, pois a
maioria dos farmacos apresenta rotas de degradacdo complexas. No caso da ubiquinona, por
tratar-se de uma benzoquinona com uma longa cadeia lateral isoprendide, sua molécula estaria
sujeita a reacdes com oxigénio (oxidacdo-reducdo), alfa-clivagem de cetonas, reacdes de
adicdo, isomerizacdo e rearranjo (ALBINI; FASANI, 2004).



mAU mAU
PDA Multi 1) PDA Multi 1|
o] Solugdo ubiquinona %91 Solugdo ubiquinona Th _
&
7.54
7.54
50
5.04
8 ;’
254 § 25 o
o
&R g g
]
s - oq ¥ » e
e - v T T : > T r r r v
00 25 50 100 125 150 17. 00 25 50 75 100 128 150 1785
min min
mAU mAU
PDA Mutti 1) PDA Multi 1|
10.04 5 ~ . . 10.04 ~ . .
Solugdo ubiquinona 2h Solugdo ubiquinona 3h
75 7.54
50 20
g
25 & 28 e
° 2
g /\ ig S
- = )~
0.0 B u ) o-—.ﬁw—* f
T - T T T T y T T T y
L] 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 20
mis min
mAU
PDA Multi 1]
100 - ——
Solugdo ubiquinona 4h
7.54
5.04
°
25 § s s 2
- g
e

Figura 9 — Cromatogramas das amostras de solucdo etandlica de

radiagcdo UVC por 4 horas.
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Além de determinar a porcentagem de fotodegradacdo das formulacdes propostas, €
importante elucidar a cinética de degradacdo destas (TONNESEN, 1991), estabelecendo a
taxa de reacdo e assim sua dependéncia com relacdo a concentracdo de farmaco. Além disso,
0 uso das constantes de reacdo é Util na comparacdo de diferentes misturas sob as mesmas
condicdes de irradiacdo (MOORE, 2004).

Visando-se obter mais informacdes sobre o comportamento da ubiquinona nos
diferentes sistemas propostos foi analisado o perfil de degradacdo do farmaco. Os resultados
obtidos podem ser visualizados na tabela 12. Os dados foram ajustados as equagfes de ordem
zero, primeira ordem e segunda ordem. A cinética de reacdo foi escolhida para cada amostra
de acordo com o melhor ajuste gréfico e valor do coeficiente de correlacdo (r). A figura 14
mostra os graficos obtidos para os melhores ajustes observados.

Ambas as formulagdes de PCL (NCP-U2 e NSP-U) e a nanoemulsdo (NE-U2)
apresentaram melhor ajuste a equacdo de primeira ordem, visto que esta proporcionou 0S
valores de r mais proximos de 1,0. No caso da nanocapsula de Eudragit EPO® (NCE-U2), os
valores de r para as equacOes de primeira e segunda ordem ficaram muito proximos. Segundo

Nudelman (1975), em caso de duavida, sempre que possivel deve-se trabalhar com a
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possibilidade de reacdo de primeira ordem, j& que 0s erros sdo menores e o tratamento de uma

reacdo de primeira ordem é mais sensivel que o de uma reacdo de segunda ordem. Portanto,

para a NCE-U2, escolheu-se a equacdo de primeira ordem, tendo em vista que, na prética,

deve-se optar pela cinética que explica de maneira mais simples os resultados encontrados,

minimizando-se possiveis equivocos de interpretagéo.

Tabela 12 - Coeficientes de correlacao (r), constante de fotodegradacao (k) e tempos de meia-
vida (t 1/2) dos sistemas nanoestruturados e solucdo-controle contendo ubiquinona expostos a
luz UVC por 4 horas (n=3).

Amostra o;{g:;ge R K t%(h)*  te(h)*
Zero 0,7578

5&5?3.‘3'51 Primeira ~ 0,8582  0,0065 1,52 0,16
Segunda 0,9424
Zero 0,9918

NCP-U2 Primeira 0,9982 0,156 4,17 0,63
Segunda 0,9971
Zero 0,9933

NSP-U Primeira 0,9977  0,2452 2,82 0,43
Segunda 0,9871
Zero 0,9849

NCE-U2 Primeira 0,9904 0,145 4,77 0,73
Segunda 0,9919
Zero 0,9905

NE-U2 Primeira 0,9958 0,18 3,83 0,58
Segunda 0,9914

*Valores de t % e t g49 Calculados de acordo com a ordem de reacdo escolhida.



66

Sol. etandlica ubiquinona NSP-U
o 0,04 - . 470
< £ 4,60
g 004 ik 8 4504
b a =-0,2482x+ 4,614
£ 003 g 4404 Y R=09955
o '
£ £ 4,30 4
g 0037 g 420
8 002 1 8 410
& s y =0,0056x+0,0152 & 4,00
§ ) R?=0,8883 E 3,90
2 001 e g 3,80
S S 3701
£ 001 {
- 5 3,60 -
0,00 T T T N 3,50 r .
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tempo (h
Tempo (h) po(h)
NE-U2
o 4704 NCP-U2
E 460 4 . 4,70
b £ 4,60
g 4,50 - 3
g g 450 =-0,1715x+4,6111
E 4401 y=-0,1792x+4,593 S o =5 - 0’;;65
o 430 - R?=0,9917 g =0,
b @ 4,30
£ 4201 R 4,20
S 410 - g
§ ’ £ 410
S 400 4 § 4,00
S 3,90 - S 390
e
3,80 : : . , = 380
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tempo (h) Tempo (h)
NCE-U2
4,70 -

4,60 4
4,50 A
4,40 H
4,30 4
4,20 A
4,10 A
4,00 4
3,90 A
3,80 T

y=-0,1551x+4,6011
R?=0,9809

Ln Concentragdo remanescente

Tempo (h)

Figura 14 — Equacdes de melhor ajuste cinético observado para a solucdo etanodlica de
ubiquinona e para os sistemas nanoestruturados propostos.

Além disso, de maneira ideal, deve-se conduzir o estudo de cinética de degradacdo até
que haja uma porcentagem avancada de degradacdo, ou seja, pelo menos 50% da
concentracdo inicial de farmaco, para que se consiga garantir um delineamento inequivoco e
se decida claramente qual ordem cinética é aplicavel. Caso contrario, mesmo que se tenha
dados de boa qualidade analitica, pode se obter valores de velocidade de reacdo pouco
precisos e geralmente maiores que o valor real (NUDELMAN, 1975; MOORE, 2004). Isso
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pode explicar a dificuldade de se estabelecer a cinética de degradagdo da formulacdo NCE-
U2, visto que o experimento foi conduzido até a concentragdo remanescente de 56% de
ubiquinona. Entretanto, levando-se em consideracdo que o objetivo do presente trabalho, de
demonstrar a capacidade dos diferentes sistemas nanoestruturados em fotoproteger o farmaco
encapsulado foi contemplado, este fato ndo diminui a relevancia do resultado obtido. Vale
mencionar também que ha outros trabalhos na literatura em que foram realizados estudos de
perfil de degradacdo, apesar de o farmaco ndo ter sido degradado até concentracdo menor que
50% da inicial (OURIQUE et al., 2008; FONTANA et al., 2009).

Dessa forma, todas as formulagdes de nanocarreadores apresentaram cinética de
degradacdo de primeira ordem, demonstrando que a velocidade de reacdo é dependente da
concentracdo de farmaco remanescente. Por outro lado, a solucdo etandlica de ubiquinona
ajustou-se melhor a equacédo de segunda ordem. Isso significa que, nesse caso, a velocidade de
reacdo depende possivelmente da concentragdo dos produtos e subprodutos de degradacéo que
sdo formados ao longo da exposicdo a radiacdo, como demonstrado nos cromatogramas
(figura 9). Somando-se a isso, os dados da Tabela 12 mostram que os tempos de meia-vida da
ubiquinona quando encapsulada nas nanoestruturas foram de 2,8 a 4,7 horas, enquanto que
para a solucao de farmaco livre foi de 1,5 horas. Ou seja, 0s sistemas propostos foram capazes
de aumentar em pelo menos 1,8 vezes o tempo necessario para reduzir a concentracdo de
ubiquinona a metade da inicial.

Os resultados obtidos neste estudo estdo em consonancia com outros estudos
encontrados na literatura envolvendo a fotodegradacéo de substancias ativas encapsuladas em
nanoemulsdes, nanocapsulas de PCL, entre outros sistemas.

Ourique e colaboradores (2008) verificaram uma menor fotodegradacdo da tretinoina
apos exposicdo a luz UVC quando encapsulada em nanocépsulas de PCL ou nanoemulsées
(contendo 6leo de semente de girassol ou triglicerideos de cadeia média), em comparacdo
com uma solucéo metandlica do farmaco. Ao avaliarem os perfis de fotodegradacdo, todos os
nanocarreadores testados apresentaram cinética de reagdo de ordem zero, enquanto que a
solucdo metanodlica mostrou adequar-se melhor a reacdo de primeira ordem. Os autores
constataram que os tempos de meia-vida da tretinoina foram de 40 minutos para a solugéo, de
69 a 82 minutos para as NEs e 85 a 100 minutos para as NCs, demonstrando o importante
papel do polimero em promover protecdo ao farmaco.

Fontana e colaboradores (2009) avaliaram a fotoestabilidade de vérios sistemas
nanoestruturados (NCs, NSs e NEs) contendo clobetasol, utilizando PCL e trigilicerideos de
cadeia média na formulacdo dos mesmos. O estudo de fotoestabilidade foi realizado
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utilizando-se radiagcdo UVA por 24 horas. Os resultados foram semelhantes aos obtidos no
presente trabalho: os perfis de degradagéo tanto das solucGes controle quanto dos sistemas
nanoestruturados ajustaram-se a cinética de primeira ordem, sendo que os tempos de meia-
vida do clobetasol foram aproximadamente 2 vezes maiores para 0s nanocarreadores. Quanto
aos diferentes sistemas, o aumento da estabilidade foi maior para NCs, seguido das NEs e
NSs, demonstrando a importancia de ambos, o 6leo e o polimero na fotoprotecdo do farmaco.

Almeida e colaboradores (2009) observaram um retardamento da fotodegradacdo da
benzofenona-3 quando exposta a radiacdo UVC por 7 dias, ao incorporarem esta substancia
em nanocépsulas de PCL e nanoemulsdes formuladas com 6leo de semente de uva e 6leo de
améndoas. Foi observado que 80% da solugdo metandlica (controle) foi degradada ao término
do experimento, enquanto que para as formulacdes nanoestruturadas, o teor decaiu apenas em
torno de 10-30%.

Mais recentemente, Almeida e colaboradores (2010) estudaram a fotoestabilidade da
rutina em nanocapsulas de PCL e nanoemuls@es de 6leo de semente de uva, verificando que
essas formulagbes prolongaram o tempo necessario para a diminuicdo de teor do farmaco
guando exposto a luz UV. Assim como no presente estudo, os perfis de degradacdo para
ambos 0s sistemas nanoestruturados estudados foram de primeira ordem, demonstrando
aumento de 5,3 (NCs) a 6,9 (NEs) vezes na fotoestabilidade da rutina comparada a solucéo
etanolica do farmaco, ap6s 0s 30 minutos de exposicao.

Marchiori e colaboradores (2012) avaliaram a fotoestabilidade de suspensdes de
nanocapsulas de PCL contendo tretinoina, bem como a do p6 (redisperso) obtido por spray-
drying contendo as respectivas nanocapsulas, apés 60 minutos de irradiacdo por lampada
UVA. A porcentagem de degradacdo da tretinoina foi aproximadamente 2,5 vezes maior para
a solucdo metandlica (controle) quando comparada a tretinoina nanoencapsulada (como
suspensdo original ou como po reconstutuido).

De forma semelhante ao presente estudo, Detoni e colaboradores (2012)
desenvolveram diferentes tipos de nanocarreadores (nanoesferas de PCL, nanocapsulas de
nacleo lipidico, lipossomas e carreadores lipidicos nanoestruturados) contendo uma
substancia antioxidante, o resveratrol, e estudaram sua fotoestabilidade. Apds 4 horas de
exposicdo a luz UVA, a solucdo etanolica (controle) teve seu teor diminuido em 90%,
enquanto que nos nanocarreadores o teor de resveratrol decaiu menos: 29% para 0S
lipossomas, 67% para as nanocapsulas, 70% para os carreadores lipidicos nanoestruturados e
77% para as nanoesferas. Tanto a solucdo controle quanto os sistemas nanoestruturados

estudados ajustaram-se melhor a cinética de degradacdo de primeira ordem, entretanto, assim
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como os dados apresentados neste trabalho, a nanocapsula teve maior capacidade de proteger
o farmaco encapsulado do que a nanoesfera, reiterando o papel do éleo na fotoprotecéo
promovida por estes sistemas.

Na literatura existe também um relato prévio de aumento na fotoestabilidade da
ubiquinona quando nanoencapsulada em nanoesferas de poli(metacrilato de metila). Kwon e
colaboradores (2002) demonstraram que esta substédncia teve seu teor mantido em
aproximadamente 78% ap0s exposicao a radiacdo UVA por 144 minutos quando presente na
nanoparticula, enquanto que em disperséo de dodecil sulfato de sodio o teor foi de 48% e em
solugdo de triglicerideos de cadeia média foi de 35%. Os autores atribuiram esse resultado a
interferéncia do polimero na chegada da luz UVA nas nanoesferas e também a matriz
polimérica hidrofobica destas, que pode contribuir no aumento da estabilidade por isolar a

ubiquinona do meio aquoso.

5.6 Estudo de estabilidade das formulagdes contendo ubiquinona

Um dos principais fatores que devem ser avaliados no desenvolvimento de
formulacbGes é a estabilidade, pois esta auxilia na garantia da eficacia e seguranca dos
produtos farmacéuticos. No Brasil, as hormas para os estudos de estabilidade estdo dispostas
na Resolugédo n° 1 de 2005 e segundo esta resolucéo a estabilidade de produtos farmacéuticos
depende de fatores ambientais como temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao
préprio produto como propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricacdo, tipo e
propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005).

Além disso, no caso dos sistemas nanoestruturados, por se tratarem de
particulas/goticulas dispersas em meio aquoso, problemas de estabilidade fisico-quimica
podem surgir durante a preparagdo, transporte e armazenamento por periodos prolongados,
como aglomeracdo e sedimentacdo das particulas; formacéo de cristais; limitagdes quanto a
estabilidade quimica do polimero, do farmaco ou de outras matérias-primas e, ainda, a
liberacdo prematura da substancia ativa (SCHAFFAZICK et al., 2003; WU; ZHANG;
WATANABE, 2011).

Dessa forma, a fim de complementar os estudos de fotoestabilidade das formulagdes
propostas neste trabalho, procedeu-se também um estudo de estabilidade acelerado adaptado,

projetado para acelerar a degradagdo quimica e/ou mudancas fisicas de um produto
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farmacéutico, em condicdes forcadas de armazenamento. Este estudo foi realizado por 90 dias
em camara climatica qualificada de acordo com normas internacionais, proporcionando o
controle de temperatura e umidade em seu interior, considerando-se a zona climéatica em que
se encontra o Brasil (zona IV) e o tipo de forma farmacéutica testada, neste caso, liquidos.
Portanto, as condigdes de teste foram temperatura de 40 + 2°C e umidade relativa do ar 75 +
5%. Apos a coleta das amostras das formulagbes NE-U2, NCP-U2, NCE-U2 e NSP-U nos
tempos pré-estabelecidos, foram realizadas analises de diametro medio, potencial zeta, pH e
teor de farmaco. Os resultados encontram-se nas figuras 15, 16, 17 e 18.

Quanto ao aspecto macroscopico, ambas as formulacbes contendo PCL e a
nanoemulsdo ndo apresentaram formacéo de precipitado nos 90 dias de experimento. Em
contraste, a nanocapsula de Eudragit® EPO apresentou sinais de precipitagdo em um dos lotes
ja apos 15 dias de estudo na camara, sendo visivel o acimulo da formulacdo nas paredes do
frasco. Apos 45 dias, os outros dois lotes de formulagdo também precipitaram, inviabilizando
a realizacdo das analises fisico-quimicas das amostras ap6s esse periodo e demonstrando uma
maior fragilidade e instabilidade desse sistema comparado aos outros nanocarreadores
estudados.

Segundo Wu e colaboradores (2011), a analise do didmetro de particula e sua
distribuicdo sdo os pardmetros chave na avaliacdo da estabilidade fisica das nanoparticulas,
sendo que a técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons (ou espalhamento dindmico de
luz) é bastante utilizada para determinar o tamanho de pequenas particulas suspensas em meio
liguido. Como pode ser observado na figura 15, tanto a nanoemulsdo quanto as formulagdes
contendo PCL ndo apresentaram alteracOes estatisticamente significativas (p > 0,05) no
didametro de particula ao longo do experimento. As médias de didmetros variaram entre 231-
211 nm para a NE-U2, 318-270 nm para a NCP-U2 e 214-180 nm para a NSP-U, sendo que
estas alteracdes podem ser devidas a propria limitacéo e sensibilidade da técnica utilizada. Por
outro lado, para a nanocapsula de Eudragit® EPO observou-se formacdo de particulas de
tamanho micrométrico (3456 nm) em um dos lotes analisados apds 15 dias e em mais um lote
apos 45 dias de armazenamento a 40 + 2°C e UR 75 + 5% (o gréafico contendo os dados destes
lotes encontra-se no Apéndice C deste manuscrito). O aparecimento de particulas
micrometricas sugere que esteja ocorrendo aglomeracdo das nanoparticulas, pois estas
apresentam grande area superficial e assim alta energia de superficie, o que é
termodinamicamente desfavoravel. Por conseguinte, elas tendem a aglomerar-se para
minimizar essa energia, podendo causar uma série de problemas nas suspensdes

nanoestruturadas, incluindo rapida sedimentacdo ou cremagem, formacdo de cristais e
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dosagem inconsistente (WU; ZHANG; WATANABE, 2011). Isso demonstra a instabilidade
fisica desta suspensdo de nanocapsulas, corroborando a precipitacdo observada

macroscopicamente.
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Figura 15 - Grafico do diametro médio de particula das formulacdes armazenadas a 40 + 2°C
e UR 75 £ 5% por 90 dias.

Outros parametros que podem fornecer informacdes relevantes sobre a estabilidade
dos sistemas nanoestruturados quando monitorados ao longo do tempo sdo o potencial zeta e
0 pH.

Quanto ao potencial zeta, este deve ser alto, em modulo, para garantir uma boa
estabilidade fisico-quimica da suspensao coloidal, pois grandes forcas repulsivas tendem a
evitar a agregacdo em funcdo das colisbes ocasionais de nanoparticulas adjacentes
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Uma técnica comumente utilizada para estabelecer o valor de
potencial zeta € a avaliacdo da mobilidade eletroforética das particulas suspensas no meio.
Geralmente, quando ocorre somente estabilizagdo eletrostatica ou em combinagdo com 0 uso

de tensoativos de baixo peso molecular, valores absolutos de potencial zeta acima de 60 mV
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predizem excelente estabilidade, enquanto que valores de 30, 20 ou menos que 5 mV podem
resultar em estabilidades boa, aceitvel e em agregacao réapida das particulas, respectivamente
(WU; ZHANG; WATANABE, 2011). No caso da nanoemulsdo e das suspensdes
nanoestruturadas contendo PCL, ndo observou-se variacdo significativa no valor do potencial
zeta ao longo dos 90 dias. Diferentemente, a formulagdo NCE-U2 apresentou diminuicdo do
valor de potencial zeta durante o armazenamento a 40 + 2°C e UR 75 * 5%, variando de +50
mV a +35 mV, o que explicaria 0 comportamento instavel deste sistema e a formacao de
aglomerados de particulas. Somando-se a isso, todas as formulacfes avaliadas apresentaram
decaimento significativo (p < 0,05) no valor de pH ao longo do estudo de estabilidade (figura
17). Tanto as alteragcdes observadas para os valores de potencial zeta quanto a diminuigéo no
pH das formulacdes podem ser indicativos de degradacdo do polimero. No caso das
nanoesferas e nanocapsulas de PCL, as alteracdes podem ser devidas ao fato do polimero ser
um poliéster, que estaria sujeito tanto a ionizacdo dos grupos carboxilicos quanto a reacfes de
hidrélise. Também pode haver relaxamento das cadeias poliméricas e assim exposi¢do de
maior nimero de grupos acidos terminais (SCHAFFAZICK et al., 2002), acidificando a
suspensdo e tornando o potencial zeta mais negativo. Além disso, pode ocorrer hidrélise dos
acidos graxos presentes no 6leo, o que explicaria também as alteracfes de pH e potencial zeta
observadas para as nanoemulsdes.

A estabilidade quimica dos sistemas nanoestruturados € farmaco-especifica,
dependendo dos grupos funcionais da molécula e dos mecanismos de reacdo da mesma, sendo
que a analise por CLAE é a técnica mais comumente utilizada para avaliar este pardmetro
(WU; ZHANG; WATANABE, 2011). No presente trabalho, a estabilidade quimica dos
sistemas nanoestruturados foi avaliada pelo acompanhamento do teor de ubiquinona, através
da quantificacdo por CLAE. Os resultados obtidos encontram-se na figura 18. Todas as
formulacGes estudadas apresentaram teor final de ubiquinona significativamente menor que o
inicial (p < 0,05). A formulagdo que pareceu ser mais estavel foi a nanoesfera de PCL, visto
que foi a nanoestrutura com menor decaimento no teor de ubiquinona (de 0,98 mg/mL para
0,59 mg/mL) ap6s 90 dias de armazenamento a 40 + 2°C e UR 75 £ 5%. A NCE-U2, por
outro lado, foi a formulagdo mais instavel, apresentando teor de 30% ja nos primeiros 15 dias

de experimento e atingindo 17% da concentracéo inicial de ubiquinona apds 45 dias.
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Figura 16 - Grafico do potencial zeta das formulagdes armazenadas a 40 + 2°C e UR 75 + 5%
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Schaffazick e colaboradores (2002) também relataram diminuicdo no teor de um
antioxidante, a melatonina, quando encapsulada em nanocépsulas de Eudragit® RS 100, S100
ou PCL, ao longo de 3 meses de estudo de estabilidade e observaram que a luz natural e o
aumento na temperatura (50°C) aceleraram levemente esta diminuicdo. De maneira
semelhante ao presente trabalho, os autores também relataram que a nanoemulsdo e a
nanodispersdo (preparadas com fins comparativos) apresentaram maior decaimento no
conteddo de melatonina ao longo do experimento e que as nanoparticulas preparadas com
PCL foram capazes de retardar por mais tempo (2 meses) a degradacdo do ativo em

comparagdo com os outros nanocarreadores.

108
09 T *

0,8 i

0,7 : W NSP-U

0,6 "  NCP-U2
0,5 A NCE-U2

0,4
1 ® NE-U2
0,3 % T

0,2 % &
0,1 1

0,0

Teor de ubiquinona (mg/mL)

Dias

Figura 18- Grafico do teor das formulacGes armazenadas a 40 + 2°C e UR 75 + 5% por 90

dias.

No estudo realizado por Cho (2012), também foi investigada a estabilidade termica de
um antioxidante, o resveratrol, em nanoparticulas formuladas com diferentes poliésteres,
incluindo a PCL, durante 4 semanas. O autor relatou que a concentragdo de resveratrol decaiu
de maneira mais abrupta quando as formulagfes foram submetidas a 40°C do que a 25°C,
atribuindo esta diminuigcdo a uma influéncia da degradacdo ou hidrolise dos polimeros, o que
poderia desestruturar as nanoparticulas e, assim, acarretar em perda de teor de farmaco. No

geral, foi constatado que as nanoparticulas formuladas com poli(1,6 hexametileno adipato) e
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PCL mostraram melhor estabilidade térmica que os outros poliésteres testados em ambas as
temperaturas.

Em outro estudo, Junyaprasert e colaboradores (2009), prepararam nanoemulsdes e
carreadores lipidicos nanoestruturados contendo ubiquinona e realizaram um estudo de
estabilidade expondo as formulagGes a diferentes condicGes (por 12 meses a 4, 25 ou 40°C ou,
ainda, por 28 dias expostas & luz natural). Foi observado que os teores resultantes foram
altamente influenciados pela temperatura de armazenamento, ocorrendo maior diminuicdo do
teor de ubiquinona nas formulacdes expostas a 40°C. Além disso, a porcentagem de
ubiquinona remanescente ap6s a exposicao a luz natural foi significativamente maior para 0s
carreadores lipidicos nanoestruturados do que para as hanoemulsdes, apresentando valores de
48-75% e 46%, respectivamente.

Dessa maneira, sugere-se influencia da temperatura e da presenca do polimero, em
especial a PCL, no intento de se prolongar a estabilidade do ativo nestes sistemas. Assim,
considerando-se os resultados obtidos no presente estudo, aliado aos dados encontrados na
literatura, realizou-se um estudo de estabilidade dos sistemas propostos (NE-U2, NCP-U2 e
NSP-U) a temperatura ambiente (meses de outubro a dezembro), por 90 dias, a fim de se
elucidar a influéncia destes parametros nas caracteristicas finais das formulaces.

O diametro médio das goticulas/particulas ao longo da exposicdo das amostras a
temperatura ambiente encontra-se na figura 19. Pode-se observar que este ndo foi modificado
pelas condi¢cBes de armazenamento, tendo em vista que os valores foram semelhantes aos
encontrados para 0s nanocarreadores armazenados na camara. As médias de diametros foram
de 218 nm para a NE-U2, 330 nm para a NCP-U2 e 186 nm para a NSP-U.
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Figura 19 - Gréafico do diametro médio de particula das formulacBes armazenadas a
temperatura ambiente por 90 dias.

Quanto ao potencial zeta (figura 20), os valores foram um pouco menores (em
maodulo) para as amostras expostas a temperatura ambiente, apresentando médias de -13,1 mV
para a NSP-U, -17,2 mV para a NCP-U2 e -16,7 mV para a NE-U2. E importante lembrar que
existem dois mecanismos responsaveis pela estabilizacdo dos sistemas coloidais: a repulséo
eletrostatica, quando se utiliza tensoativos idnicos e a estabilizacdo estérica, quando emprega-
se tensoativos ndo iénicos (WU; ZHANG; WATANABE, 2011), sendo que o potencial zeta €
um preditor apenas do primeiro. Segundo Rabinow (2004) para se garantir estabilidade ao
sistema deve-se prevenir que as particulas figuem muito préximas umas das outras, 0 que
requer a disposi¢do de uma barreira com energia suficientemente alta a longas distancias de
separagdo, no intuito de evitar a aglomeracdo das particulas. Com isso surge a necessidade de
se empregar tensoativos poliméricos ndo-iénicos (como os utilizados no presente trabalho),
pois estes revestem a superficie da particula com uma cadeia hidrofdbica e projetam a porcéao
hidrofilica em direcdo a &gua. Somando-se a isso, interacfes estéricas sdo inerentemente mais
sensiveis a flutuacGes na temperatura do que a repulséo elestrostatica, o que poderia ocasionar
a ruptura do sistema coloidal estabilizado apenas por tensoativos ndo-iénicos. 1sso explicaria
o fato de que apesar dos valores de potencial zeta serem mais elevados nas formulagdes

submetidas ao calor e umidade, estas seriam mais instaveis do que as amostras armazenadas a
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temperatura ambiente, j& que a medida do potencial zeta ndo considera as interagOes estéricas.
Corroborando com estes resultados, os valores de pH (figura 21) também apresentaram menor
acidificacdo ao longo do tempo nas amostras armazenadas fora da camara de estabilidade,
demonstrando a maior estabilidade destes sistemas. Os valores finais de pH foram de 5,5
(NSP-U), 5,7 (NCP-U2) e 5,9 (NE-U2), todos significativamente maiores (p < 0,05) que as
respectivas formulagdes quando submetidas ao calor e umidade da cAmara.
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Figura 20 - Gréfico do potencial zeta das formula¢Bes armazenadas a temperatura ambiente
por 90 dias.



78

B0

pH

860

B30

NSP/U NCP/U2

Formulagdo

Figura 21 - Gréafico do pH das formulagdes armazenadas a temperatura ambiente por 90 dias.

Quanto ao teor, visualizando-se a figura 22 pode-se verificar que as concentracdes
remanescentes de ubiquinona em todas os sistemas nanoestruturados estudados permaneceram
maiores (p < 0,05) nas amostras expostas a temperatura ambiente, apresentando teores apos
90 dias de 90%, 81% e 77% para NCP-U2, NSP-U e NE-U2, respectivamente. Estes valores
foram significativamente maiores quando comparados com 0s teores das amostras
armazenadas na camara ja nos primeiros 45 dias de exposi¢do. Isto demonstra que, assim
como nos estudos citados anteriormente, no presente trabalho o grande decaimento de teor de
farmaco foi devido as condic¢des drasticas de temperatura (e umidade) as quais as formulactes
foram submetidas. Estas condi¢fes sdo Uteis para minimizar o tempo necessario para se
observar modificacBes nas caracteristicas das amostras (MOORE, 2004). Em inddstrias
farmacéuticas, testes de estabilidade acelerada tem sido usados para avaliar efeitos quimicos e
fisicos prolongados em condi¢BGes mais brandas, bem como na avaliagdo do impacto de curtas
exposicoes a condicdes fora daquelas estabelecidas no rotulo do produto, que podem ocorrer
durante o transporte, por exemplo (SILVA et al., 2009). Além disso, neste estudo foi
demonstrado novamente o papel do polimero (principalmente a PCL) em retardar a
diminuicdo da concentracdo de farmaco nos sistemas coloidais propostos, visto que, para
ambas as condicOes de teste, as nanocapsulas e nanoesferas formuladas com este polimero
apresentaram teores significativamente maiores de ubiquinona gque a nanoemulsdo, o que

reafirma a importancia do mesmo na estabilidade destes sistemas.
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Figura 22 - Grafico do teor de ubiquinona das formulacbes armazenadas a temperatura
ambiente por 90 dias.

5.7 Teste de hemdlise semi-quantitativo

A hemolise caracteriza-se como um processo de ruptura da membrana celular das
hemécias, com consequente extravasamento da hemoglobina para o exterior da célula.
Sistemas baseados em nanotecnologia e biomateriais devem ser submetidos a testes de
hemolise para que se possa estimar a compatibilidade destes com o sangue, tendo em vista
que a hemolise in vitro pode refletir adequadamente alguns efeitos bioldgicos das
nanoparticulas. Assim, quanto menor a hemdlise observada, melhor é a biocompatibilidade do
material.

A figura 23 mostra os resultados do teste de hemdlise qualitativo realizado com as
formulacGes NCP-B2 e NCP-U2, ap6s 4 horas de incubacdo com a suspensao de eritrocitos.
As concentragdes de formulagdo testadas foram de 0,9, 0,5, 0,25, 0,1, 0,075, 0,05, 0,025, 0,01,
0,0075 e 0,005 mg/mL.
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Figura 23 - Resultado semi-quantitativo do teste de hemolise. A: NCP-B2; B: NCP-U2; 1.
Controle negativo; 2: Controle positivo.

Como pode ser observado, nas condicOes testadas foi verificada hemdlise até a
concentra¢do de 0,05 mg/mL (tubo numero 8) de formulacdo, tanto para as nanocéapsulas
brancas quanto para as contendo ubiquinona, o que indica que a presenca de farmaco nao
aumenta a ocorréncia de ruptura das hemacias. A partir de 0,025 mg/mL até 0,005 mg/mL, o
processo de hemdlise ndo ocorreu, pois pode-se observar a presenca do pélete de hemacias no
fundo do tubo, indicando a integridade das mesmas. Uma hipdtese para a hemolise observada
nas solugdes mais concentradas é de que o proprio tensoativo utilizado na preparacdo das
nanocéapsulas, o polisorbato 80, tenha se deslocado das particulas em direcdo as células, tendo
em vista que as moléculas de tensoativo poderiam penetrar na célula e saturar a membrana,
causando solubilizacdo de lipideos e proteinas (JONES, 1999; LETCHFORD et al., 2009;
BENDER et al., 2012).

Uma maneira mais confiavel e sensivel para a avaliagdo da hemolise in vitro é o teste
de hemdlise quantitativo, pelo qual a porcentagem de hemolise é calculada a partir da
absorbéancia da amostra no espectrofotdmetro. Entretanto, apesar de haver varios trabalhos
com sistemas nanoestruturados utilizando esta técnica (CENNI et al., 2008; MORRAL-RUIZ
et al., 2012; KUNTWORBE; AL-KASSAS, 2012; ARCHANA; DUTTA; DUTTA, 2013), no

presente estudo ndo foi possivel realizar a avaliacdo do indice de hemolise desta maneira,
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devido a turbidez observada nas solugdes finais. Esta turbidez é causada pela propria
suspensdo de nanocapsulas, que apresenta aspecto leitoso devido ao tamanho das particulas
em suspensdo. Assim, ao ser adicionada a suspensdo de eritrocitos, a suspensdo de
nanocapsulas turva a amostra, impedindo a leitura correta da absorbancia no
espectrofotdmetro. Por esta razdo, optou-se por um teste semi-quantitativo de hemolise, a fim
de obter-se informagdes preliminares sobre a biocompatibilidade das nanocépsulas propostas.

Dessa forma, faz-se necessario realizar testes complementares a este, para que se
consiga predizer de maneira mais confidvel o comportamento das nanocapsulas ao entrarem

em contato com a circulagdo sanguinea.

5.8 Estudo de citotoxicidade in vitro

O uso de antioxidantes como a ubiquinona tem sido considerado importante na terapia
do céancer. H4 multiplas acGes comprovadas da ubiquinona a nivel celular, como melhora
bioenergética e acdo antioxidante intra e extracelular, sugerindo que o uso desta como
coadjuvante no tratamento do cancer deva ser melhor investigado (HODGES et al., 1999).

No presente trabalho, a toxicidade das nanocéapsulas contendo ubiquinona (NCP-U2)
ou sem o farmaco (NCP-B2) foi avaliada frente a células de glioma (C6) e de cancer de mama
(MCF-7) pela medida da fungdo mitocondrial destas, através da reducdo do corante tetrazolio
(MTT) em formazan nas células viaveis. Este teste foi realizado somente com as nanocépsulas
de PCL, pois estas foram consideradas as formulac@es mais promissoras levando-se em conta
as avaliacdes anteriormente relatadas neste trabalhoo, como o estudo de estabilidade. As
concentracOes de formulagdo testadas foram de 10, 20, 30 e 100 uM. Além disso, as células
também foram tratadas com o dleo de pracaxi livre (10 e 100 uM) e a ubiquinona livre (10,
20, 30 e 100 pM). O tempo de incubagéo foi de 48 horas.

No caso das células C6, outros estudos encontrados na literatura também utilizam o
teste do MTT para avaliar a citotoxicidade de compostos frente as células de glioma (CIFTCI
et al., 2014; SILVEIRA et al., 2013), inclusive em sistemas nanostruturados (WANG et al.,
2012; JAIN et al., 2013). Como ilustrado na figura 24, o 6leo de pracaxi livre foi capaz de
diminuir a viabilidade celular (p < 0,05) em comparagcdo ao controle (DMEM), na
concentracédo de 100 uM (36%) o que demonstra que este Oleo apresenta potencial citotoxico

frente a esta linhagem celular. A ubiquinona livre também diminuiu o numero de células vivas



82

(p < 0,05) quando estas foram tratadas com 20 pM ou mais, sendo este efeito mais
pronunciado com 100 uM (68 %).
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Figura 24 — Citotoxicidade do 6leo de pracaxi livre, da ubiquinona livre e das nanocapsulas de
PCL (NCP-U2 e NCP-B2) contra células de glioma de ratos (linhagem C6), apds 48 horas de
exposicao.

Entretanto, o efeito citotoxico foi significativamente mais pronunciado no caso das
células tratadas com as formula¢bes de nanocépsulas, sendo a porcentagem de viabilidade
celular de aproximadamente 1 % para as amostras tratadas com 100 uM de NCP-U2 ou NCP-
B2, o que indica que a citotoxicidade do 6leo e do farmaco é potencializada quando ambos
estédo encapsulados.

Além disso, ambas as formula¢bes branca e com ubiquinona foram capazes de
diminuir o namero de células de glioma vidveis em comparacdo ao controle, sendo que nédo
houve diferenga significativa (p > 0,05) na porcentagem de viabilidade celular entre as
amostras tratadas com a NCP-U2 e a NCP-B2, o que demonstra o papel do 0leo de pracaxi,
além da presenca da ubiquinona, na citotoxicidade observada para estas formulagoes.

Pode-se observar também que a citotoxicidade ndo foi dose-dependente no caso da
NCP-B2 e da NCP-U2 (a partir de 20 uM), pois o aumento na concentracdo de formulacédo
ndo promoveu alteragdes na inibi¢do do crescimento celular.

No caso das células MCF-7, ha vérios estudos recentes que utilizam o método do MTT

para avaliar a citotoxicidade de compostos frente a esta linhagem de células (PAL et al., 2014;
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SALIMI et al., 2014), inclusive para sistemas coloidais (HU; WANG, PENG, 2014,
FOROOTANFAR et al., 2014; LIU et al., 2014; WANG et al., 2014). No presente trabalho,
pode-se observar (Figura 25) que, assim como o que foi constatado para as células C6, o 6leo
de pracaxi livre foi capaz de diminuir o nimero de células MCF-7 viaveis em comparagédo
com o controle (p < 0,05). Entretanto, este foi mais citotoxico frente a linhagem MCF-7 do
que frente as células de glioma, sendo o mesmo observado para o farmaco livre. As
porcentagens de viabilidade celular foram de 59% e 2% para 10 uM e 100 uM de oOleo livre,

respectivamente, e de 39 % para 100 uM de ubiquinona livre.
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Figura 25 — Citotoxicidade do 6leo de pracaxi livre, da ubiquinona livre e das nanocépsulas de
PCL (NCP-U2 e NCP-B2) contra células de cancer de mama humano (linhagem MCF-7),
apos 48 horas de exposicéo.

Embora para a linhagem de células de céncer de mama também nédo tenha sido
verificada diferenca significativa (p > 0,05) na inibicdo do crescimento celular promovido
pelas nanocapsulas contendo (NCP-U2) ou ndo ubiquinona (NCP-B2), neste caso € possivel
observar que, de maneira geral, a citotoxicidade foi dose-dependente, pois a medida que se
aumentou a concentracdo de formulacdo com que as células foram tratadas houve uma
diminuicdo na viabilidade destas, sendo que os valores variaram entre 46 - 3 % para a NCP-
U2 e 31 - 5% para a NCP-B2.
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E importante ressaltar que, enquanto o potencial citotoxico da ubiquinona frente a
linhagens de células tumorais in vitro ja esta bem documentado na literatura (PICARDO et
al., 1996; NOHL et al., 2005; RUSCIANI et al., 2006; PINTO et al., 2009; BAHAR et al.,
2010; MA et al, 2011; GRASSO et al., 2013), ndo ha tais informagdes quanto ao 6leo de
pracaxi, sendo este o primeiro relato cientifico de que este 6leo vegetal apresenta a capacidade
de reduzir o nimero de células tumorais vidveis em testes in vitro, o que reforca a relevancia e

ineditismo do presente trabalho.
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6 CONCLUSOES

O método analitico validado por CLAE para a quantificagdo da ubiquinona nos

sistemas nanoestruturados mostrou-se especifico, linear, preciso e exato;

Foi demonstrada a viabilidade de preparacéo de diferentes sistemas nanoestruturados
(nanoemuls@es, nanocépsulas e nanoesferas) contendo ubiquinona, 6leo de pracaxi e

dois polimeros com diferentes caracteristicas, PCL e Eudragit® EPO;

No preparo das suspensfes de nanocapsulas de 6leo de pracaxi, foi evidenciada a
influéncia da quantidade de 6leo utilizada na formulacéo, sendo que as formulagoes
contendo menor concentracdo de 6leo (0,15g) apresentaram as caracteristicas fisico-

quimicas mais adequadas;

Todos o0s sistemas nanoestruturados promoveram uma menor degradacdo da
ubiquinona frente a radiacdo UVC comparada ao farmaco nédo-encapsulado, sendo esta

protecdo mais pronunciada na nanoemulsdo e nas nanocapsulas;

Os sistemas nanoestruturados demonstraram ser estaveis quando armazenados por 90
dias a temperatura ambiente, tendo suas caracteristicas fisico-quimicas alteradas

significativamente apenas quando submetidos ao calor e umidade;

As suspensdes de nanocapsulas de PCL e dleo de pracaxi contendo ou ndo ubiquinona
(NCP-U2 e NCP-B2) foram consideradas relativamente hemocompativeis em um teste

de hemdlise qualititativo preliminar;

Verificou-se que, tanto a ubiquinona livre quanto o éleo de pracaxi livre foram
capazes de reduzir o nimero de células viaveis de glioma (C6) e cancer de mama
(MCF-7), em comparagdo ao controle, sendo este o primeiro relato cientifico de que
este Gleo vegetal apresenta atividade citotoxica frente a células tumorais em testes in
vitro. O potencial citotoxico foi mais pronunciado nas formulaces NCP-U2 e NCP-
B2, o que sugere que o encapsulamento dos constituintes (6leo e farmaco) contribui
para um maior efeito anticancerigeno. Desta forma, os resultados indicam que as
nanoestruturas preparadas com 6leo de pracaxi podem ser consideradas carreadores

promissores para explorar as potencialidades terapéuticas da ubiquinona.
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Apéndice A - Graficos de distribuicdo de tamanho de goticulas/particulas
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Apéndice B — Graficos de potencial zeta dos sistemas nanoestruturados
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NSP-B Zeta Potential Distribution
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Apéndice C — Grafico do didametro médio de particulas das formulagdes armazenadas
em camara de estabilidade por 90 dias.
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